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OZET

Diyabetik aterosklerozisin altinda yatan temel nedenlerden biri hipergliseminin
indiikledigi vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH) proliferasyonudur. Ang II ve Jak/STAT
yolu, VDKH proliferasyonuna katkida bulunmaktadir. Bu c¢alismamizda
VDKH'’lerinde ozellikle yiiksek glukoz kosullar1 altinda Ang II uyarimli Jak2 ve
STATI1 fosforilasyonu gozlemlemek istedik. Bunula beraber VDKH'de Ang II
uyarimh Jak/STAT aktivasyonunda PDGF- B reseptor transaktivasyonun ve PKC’nin
roliinii aragtirmak istedik.

Yapilan caligmalar sonucunda verilerimiz, aortik rat dokusunda elde edilen
primer hiicre kiiltiirlerin diiz kas a-aktin antikoru ile immiinositokimyasal olarak
vaskiiler diiz kas olduklar1 gosterildi. Jak2 ve STATI fosforilasyonu Ang II'nin 100
nM konsantrasyonu ve 5. dakikasinda maksimum oldugu tespit edildi. Ang II
uyarimli gozlenen Jak2 ve STATI fosforilasyonun ATI1 reseptor aracili oldugunu
ATI reseptor inhibitorii losartan kullanilarak gosterildi. 48 saat yiiksek glukoz ile
inkiibe edilen hiicrelerde hem Ang II uyarimli hem de bazal Jak2-STATI1
fosforilasyonu; normal glukoz kosullarina goére artmis olarak bulunmustur. Ayrica
PDGF-f reseptor inhibitorii AG1295 ve PKC inhibitériic GF109203X kullanilarak
yapilan deneylerde, yiiksek glukoz aracili Ang II uyarimhi Jak2 ve STATI
sinyalizasyon artisin, PDGF- [ reseptor ve PKC’den bagimsiz gergeklestigi
gosterildi. Bu bulgulardan yola cikarak Ang II uyarimlhi Jak2 ve STATI
fosforilasyonu PDGF reseptorii iizerinden meydana gelmemektedir. PKC’nin de Jak2
ve STATI fosforilasyonunda etkili olmadig1 yaptigimiz ¢alismada gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Anjiotensin II, yiiksek glukoz, vaskiiler diiz kas hiicreler,
Jak2, STATI1, PDGEF-p reseptor, Protein kinaz C.
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ABSTRACT

One of the basic underlying causes of diabetic atherosclerosis appears to be
hyperglycemia-(HG) induced vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation.
Jak/STAT pathway and Ang II contribute the VSMC proliferation. In this study, we
aimed to observe Ang II induced Jak2 and STAT1 activition under hyperglycemic
conditions. In addition we aimed to observe the PDGF receptor activition and effects
of PKC on Ang Il induced Jak/STAT phosphorylation.

In the end of the study, the presence of cultured rat aortic VSMCs were
confirmed immunohistochemically with smooth muscle alpha-actin antibodies. Ang
IT stimulated Jak2 and STATI phosphorylation in 100 nM concentrations of Ang II
in 5 minutes is maximum and the observed phosphorylation through AT1 reseptor
was demonstrated using AT1 receptor inhibitor losartan. We observed that, VSMCs
cultured in a high glucose environment for 48 hours increases both basal and Ang II
induced Jak2 and STAT1 proteins than low glucose environment. We used in our
experiments spesific PDGF- receptor inhibitor AG1295 and PKC inhibitor
GF109203X and found that high glucose levels increased Ang II stimulated Jak2 and
STAT1 phosphorylations independent of PDGF- receptor and PKC. According to
our findings Ang II stimulated Jak2 ve STAT1 phosphorylation does not proceed via
PDGEF receptor. It is also demonstrated in this study that PKC does not effect Jak2
and STAT1 phosphorylation.

Key Words: Angiotensin II, high glucose, vascular smooth cells, Jak2,
STATI1, PDGEF- receptor, Protein kinase C.
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GIRIS ve AMAC

Diyabetes mellitus, pankreasin insiilin salgisinin veya etkisinin yetersizligi ile
olusan endokrin ve metabolik bir hastaliktir (1). Diyabetin en onemli mortalite ve
morbidite sebebi vaskiiler komplikasyonlardir (2). Diyabet ile iliskili bu
komplikasyonlardan en sik goriilenleri, vaskiiler fonksiyon bozuklugu ve
aterosklerozisdir (3,4).

Anjiyotensin II (Ang II), renin-angiotensin sisteminin bir major efektor
peptididir. Ang II renin ile birlikte calisan, kan basincinin kontroliinde 6nemli rolii
olan bir maddedir. Ayrica Ang II, damar diiz kaslarina cesitli etkiler gosteren ¢ok
fonksiyonel bir peptiddir; vazomotor tonusu diizenler, hiicre biiyiimesi ve apoptozisi
regiile eder, hiicre gocii ve ekstraseliiler matriks degisimini etkiler, proinflamasyonu,
diger biiyiime faktorlerini (6rnegin, Platelet tiirevli biiyiime faktorii, PDGF) ve
endotelin 1 gibi vazokonstriktorleri stimiile eder (5).

Ang II, AT1 ve AT2 olarak adlandirilan iki reseptoriine yiiksek afinite ile
baglanir (5). Yapist ve fonksiyonu iyi anlasilmis olan AT1 reseptorii, G proteinine
bagl reseptorler arasinda olup 7 transmembran heliksden olusur. Ang II’'nin AT1
reseptorleri iizerinden bir cok sinyal iletim yolunu uyararak vaskiiler fonksiyonlarin
kontroliinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (5,6,7).

Vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH) proliferasyonu, Ang II’yi iceren bir ¢ok
hormon ve biiyiime faktorleri tarafindan stimiile edilmektedir (8, 9). Yiiksek glukoz
kosullarda iiretilen VDKH kiiltiirleri normol glukoz kosullardaki kiiltiirlere gore daha
hizli prolifere olduklar1 gozlenmistir (9). Ang II uyarimli mitojen uyarimli protein
kinaz (MAPK; Mitogen-activated protein kinases) aktivasyonu, hiperglisemik
kosullar altinda yapilan diiz kas hiicre kiiltiirlerinde artmis olarak bulunmustur (10).
Yiiksek  glukoza cevaben @ MAPK  yolunun aktivasyonu = VDKH’lerin
proliferasyonunu, gen ekspresyonunu ve biiylimesini arttirabilir (10, 11). Diyabetik
aterosklerozisin altinda yatan temel nedenlerden biri hipergliseminin indiikledigi
vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH) proliferasyonudur (3, 10). Vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunun Ang II ile indiiksiyonunu iceren diger bir yol, Jak-STAT (Janus
kinases-Signal transducers and activators of transcription)’dir (9).

Interferon- o (IFN-a)’min genleri hizlica indiikleme o6zelligi Jak-STAT
yolunun kesfine yol agmustir (11). Ligandlar (Ornegin hematopoetinler, Ang II,



interferonlar), dimerik reseptorlerine baglandigi zaman reseptorler iligkili Jak’lara
uygun konformasyonel degisiklige ugrarlar. Takiben Jak’lar spesifik tirozin
motiflerinden fosforlanarak aktive olurlar. Bu motifleri tamiyan STAT’lar, Jak-
bagimh tirozin fosforilasyonu ile aktive olurlar (11). STAT lar aktive olduklari
zaman reseptorlerinden ayrilirlar ve karsilikli olarak etkileserek dimerize olurlar.
Klasik olarak sadece aktive ve dimerize STAT lar DNA’ya baglanabilme ve hizh
niikleer transkripsiyona neden olabilmektedir. Nukleusda bir ¢ok STAT dimeri,
artirict DNA bolgelerinden (enhancer) GAS (gama-activated site) ailesi iiyelerini
tanir ve onlara baglanir (12,13). Saatler icinde ligandlarin stimiile ettigi sinyaller
azalir ve STAT lar tekrar sitoplazmaya doner (14).

Diyabette uzamis hiperglisemi, diyabetin indiikledigi vaskiiler hastaliklarin
komplikasyonlarin ~ gelismesinde anahtar rolii  oynayabilmektedir. Kronik
hiperglisemi, protein kinaz C (PKC)’nin kronik aktivasyonu, ileri diizeyde glike
olmus son iiriin (AGE; advanced glycation end products)’lerin olusumunun artmast,
poliyol yolunun uyarimi, reaktif oksijen iiriinleri (ROS)’lerin artmis iiretimi gibi bir
cok mekanizma ile vaskiiler inflamasyonu diizenleyerek, biiyiime faktorleri ve
sitokinlerin gen ekspresyonlarini degistirerek, trombosit ve makrofaj aktive ederek
diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (15). Bu
konuda yapilan deneysel calismalar igerisinde Natarajan ve arkadaslari tarafindan
1992’de yapilan bir ¢calismada, hiperglisemik kosullar altinda vaskiiler diiz kas hiicre
kiiltiirlerinin, normoglisemik kosullara gore hizli prolifere olduklar1 gosterilmistir
(16). Vazoaktif bir peptid olan Ang II'nin, vaskiiler fonksiyon bozuklugunda
vaskiiler diiz kas hiicresinde hiicre biiylimesi, migrasyon ve hipertrofiyi iceren bir
cok etkileri bulunmaktadir (17). Ayrica hipergliseminin Ang II ile uyarimli vaskiiler
diiz kas hiicre proliferasyonuna katkida bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (9). Bu
baglamda hiperglisemi ve Ang II'nin indiikledigi sinyalizasyonunun iligkisi
gosterilmistir (10). Yine Natarajan ve arkadaslarinin 1999°da domuz aortik vaskiiler
diiz kas hiicresinde yapilan calismasinda, kisa etkili (0,5 saat) hiperglisemik
kiiltiirlerde normoglisemiye gore Ang II'nin stimiile ettigi ERK 1/2 ve p38 MAPK
fosforilasyonunu yaklagsik iki kat fazla bulunmustur (10). Benzer sekilde Marrero ve
arkadaslarinin  1999°da rat aortik diiz kas hiicrelerinde yaptiklart calismada,
hipergliseminin Ang II ile indiiklenmis Jak-STAT sinyalizasyonu {iizerine olan
etkileri arastirllmistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen
hiicre kiiltiirlerinde, normoglisemik kiiltiirlere gore, Ang II uyarimli Jak ve STAT
fosforilasyonunun artis1 goriilmiistiir. Hiperglisemik kosullarda ozellikle Jak2’nin,
hem fosforilasyonunda hem de ATI1 reseptorii ile kompleks olusumunda artis
gozlenmistir (18). Arastirmalarda hipergliseminin potansiyel etkileri sonucu tespit
edilen bu artislarin mekanizmasindan bahsedilmemistir. 1992°de Williams ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢calismada, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin 20 mM glukoz



konsantrasyonunda Ang II’nin reseptoriine baglanmada down regiilasyona ugradigi
gozlenmistir (19). Ayrica baz1 calismalarda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
hipergliseminin artan PDGF-f3 reseptor ekspresyonu ile iligkili oldugunu ve PDGF-
BB aracili vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gog¢iinii, biiyiimesini ve DNA sentezini
artirdigin1 gostermislerdir (20, 22). Bununla birlikte Ang II, dogrudan reseptor tirozin
kinazlardan (RTK) PDGF reseptoriine baglanmamasina ragmen aktive
edebilmektedir (5). Vignais ve arkadaglarinin 1996’da c¢esitli hiicre dizisi
kiiltiirlerinde yaptig1 calismalarda, PDGF reseptorlerinin aktivasyonu bir ¢ok Jak-
STAT ailesinin fosforilasyonunu aktive etmektedir (21).

Diyabetik hayvanlarin  bircok dokularinda artan PKC aktivitesi ve
diacilgliserol (DAG) seviyeleri gosterilmistir (23). Aortik ve vaskiiler hiicrelerde
diyabetik ratlarda hiperglisemiye cevap olarak PKC-BII ve PKC-{ izoformlarinin
aktive olduklar1 gosterilmistir. Tavsan aortik VDKH’in 27,5 mM glukoz ile 5 giin
inkiibasyonu sonrasi total PKC aktivitesinde artis goriilmiis ve bu artis PKC genel
inhibitorii ile baskilanmistir. Ancak hipergliseminin PKC iizerine akut etkileri
oldukga farklidir. Ciinkii VDKH dizilerinin 25 mM glukoz ile 6 saat inkiibasyon
sonrast PKC-BII’'nin mRNA seviyeleri ve protein ekspresyonu azalmig, PKC-BI
seviyeleri degismemistir (6). VDKH’lerinde Ang II uyarimli Jak-STAT
aktivasyonunda PKC’nin rolu hakkinda bulgular yetersizdir.

Hiperglisemi ve Jak-STAT yolunun her ikisininde vaskiiler diiz kas hiicrelerin
proliferasyonuna Onemli katkilari1 bulundugu bildirilmektedir (18). Ancak
VDKH’lerinde hiperglisemi ile artan Ang II uyarimli Jak-STAT sinyalizasyonun
hangi mekanizma iizerinden gerceklestigi konusunda bulgular yetersizdir. Yiiksek
glukoz ile artan Ang II uyarinmli Jak-STAT sinyalizasyonu i¢in muhtemel
mekanizmanin PDGF reseptorleri iizerinden sagladigi Srivastata tarafindan One
stiriilmektedir (23). Bunu ortaya koymak i¢in bu ¢alismada rat aortik VDKH’leri,
hiperglisemik ortamda Ang II uyarimli Jak-STAT yolaginda PDGF- reseptoriiniin
rolii arastirildi. ilk asamada hiperglisemik ve normoglisemik ortamlarda inkiibe
edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, Ang II uyarimhi Jak2 ve STATI
fosforilasyonunu gozlendi. Hiperglisemik ve normoglisemik kosullarda Ang II
uyarimi ile PDGF-f reseptoriin etkisi, spesifik reseptor inhibitoriinii kullanarak
(AG1295) sinyal iletiminde Jak2 ve ve STAT]1 fosforilasyonuna bakildi. Ayrica bu
yol {iizerinde PKC fonksiyonunu gostermek icin genel PKC inhibitorii olan
GF109203X ilave edilerek Jak2 ve STATI fosforilasyonu gozlendi. Elde edilen
bulgular degerlendirilip literatiir bilgileri dogrultusunda yorumlandi.



GENEL BIiLGILER

Diyabetes mellitus, pankreasin insiilin salgisinin mutlak veya kismi
yetersizligi veya insiilin etkisinin yetersizligi ile olusan, karbohidrat, lipid ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterize, endokrin ve metabolik bir hastaliktir
(1). Diyabetin en 6nemli mortalite ve morbidite sebebi vaskiiler komplikasyonlardir
(2). Diyabet ile iliskili bu komplikasyonlardan vaskiiler fonksiyon bozuklugu ve
aterosklerozis en sik goriilenleridir (3,4). ilerlemis glikolize son iiriin olusumu ile
ortaya ¢ikan makromolekiillerin non-enzimatik modifikasyonu, glikosorbitol ve
miyo-inozitol metabolizmasindaki degisiklikler, oksidan olusumunda artis ve bu
oksidatif stresin bir¢ok sinyal yollarini aktive etmesi, ekstraseliiler matriks molekiil
tiretimindeki artis ve endotel hiicreleri tarafindan intima tabakasina yerlesen
lipoprotein molekiillerinin oksidasyonu ile olusan okside LDL’ nin bir dizi
zincirleme olay1 tetiklemesi gibi bircok mekanizmalarin diyabetik vaskiiler
komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Diyabetik aterosklerozisin
altinda yatan temel nedenlerden bir digeri hipergliseminin indiikledigi vaskiiler diiz
kas hiicre proliferasyonudur (23).

2.1. Vaskiiler Duvar

Vaskiiler duvar, histolojik olarak ii¢ farkli katdan (tunika) olusmaktadir. En
icteki tabaka damarin i¢ ylizeyini doseyen bazal membranin iizerinde tek siral
endotelyal hiicrelerin olusturdugu intima tabakasidir. Bazal membranin altinda
seyrek diiz kas hiicreleri icerebilen gevsek bag dokunun olusturdugu subendoteliyal
tabaka ile endoteliyal hiicrelere esneklik ve saglamlik saglayan internal elastik
lamina bulunur. Bu lamina, damar duvarinin derinlerinde yer alan hiicreleri
besleyecek ve cesitli maddelerin diffiizyonunu saglayacak bicimde aralikli bir yapi
(fenestrae) gosterir. Orta tabakada (tunika medya) baslica heliks bi¢ciminde dizilmis
diiz kas hiicrelerin konsantrik tabakalarindan ve hemostatik vaskiiler tonusa énemli
katkis1 olan elastin fiberlerden olusmaktadir. En dis katman ise (tunika adventisya)
longitudinal dizilimli kollagen ve elastik liflerden olusan damarlarin etrafim1 saran
fibro-elastik bir bag dokusudur. Ayrica adventisya tabakasinin etrafin1 saran 6zellikle
biiylilk damarlarin innervasyonunu saglayan vasomotor sinirler ve damarlarin
beslenmesini saglayan vaso vasorumlar (damarin damar1) bulunmaktadir (24) (Sekil
2.1.1.).
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Sekil 2.1.1.: Arteriyal Duvarin Segmetleri. Arterial segmentler icten disa dogru tek katli endotel
hiicreleri (intima), diiz kas hiicre tabakasi (media), fibroblast ve elastik fiberlerin
(adventisya) olusturdugu yapilardan meydana gelmistir (25).

2.1.1. Endotel Hiicreleri

Vaskiiler endotel, arter duvari ile kan elemanlar1 arasinda tek sira dizilmis
hiicrelerden olusan, viicudun en Onemli sekretuvar organlarindan biridir. Endotel
hiicre tabakasinin biitiinliigli normal vaskiiler fizyolojisi icin Snemlidir, ¢iinkil
endotel fonksiyon bozuklugu vaskiiler patolojilerde kritik bir faktordiir (26). Endotel
hiicreler yiiksek bir sentez kapasitesine sahiptir. Normal hemostatik kosullarda
endotel hiicreleri yalnizca fonksiyonel bir bariyer degil ayn1 zamanda tromboresistan
bir ylizey saglayarak koagiilasyon kaskadinda major rol oynayan pek ¢ok vazoaktif
madde ile bag dokusu yapilarinin sentezinden sorumlu metabolik olarak aktif bir
dokudur. Hasarlanmamis endotel yiizeyi heparan siilfatla kapli olmasina ve
salgiladig1 prostasiklin (PGI), nitrik oksit (NO), doku plazminojen aktivator (tPA)
gibi anti-trombotik ve fibrinolitik faktorleri ile bu fizyolojik fonksiyonlarint meydana
getirmektedir (27). Endotel fonksiyon buzuklugu, plazma lipoproteinlerin
subendotele gecisinin ve kan kaynakli 1okositlerin adhezyonun artis1 ile
sonu¢lanmaktadir. Bunlara ilaveten lokal pro- ile anti-trombotik faktorlerin, biiylime
faktorleri ile inhibitorlerin ve vazoaktif (dilatator ve Kkonstriktor) maddelerin
aralarindaki dengesizlikte s6z konusudur (Sekil 2). Ayrica endotel hiicreleri
aterogenezde rol oynayan cok sayida maddenin ve bag dokusu elemanlarinin
sentezinden sorumludur. Bunlarin arasinda endotelin, anjiyotensin doniistiiriicii



enzim gibi vazoaktif aminler, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), fibroblast
biliylime faktorii gibi biiylime faktorleri ve tiimor nekrozan faktor-o (TNF-a) ve

interlokin-1 (IL-1) gibi endotel proliferasyonunu inhibe eden maddeler de vardir
(27).

Tablo 2.1.1.: Vaskiiler hastaliklarda endotel fonksiyon bozuklugu: VDKH’lerin proliferasyon ve
migrasyonunu stimiile eden biiyime faktorlerin, prokoagiilan faktorlerin ve
inflamatuvar hiicrelerin komotaksisine katkida bulunan inflamatuvar faktorlerin
salinimi ile sonuglanmaktadir. Bununla birlikte endotel hiicrelerin normal hemostatik
kosullarda sentezledigi prostasiklin ve tPA gibi anti-trombotik faktorlerin ve vaskiiler
tonusun devamliligini saglayan NO gibi vazo-relaksanlarin sekresyonu da

azalmaktadir.
Artan Faktorler Azalan Faktorler
- Prokoagulan Faktorler - Anti-trombotik Faktorler
(VWEF, TXA,, PAF, PAI-1, 2) (PGI2, Trombomodulin, tPA, Heparan
- Kontraksiyon Siilfat)
(ACE, TXA,, Lokotrienler, Radikaller, | - Relaksasyon
Endotelin) (NO, PGI/E,, EDHF)

- Biiylime Faktorleri

(PDGF, EGF, IGF, TGF-B, GM-CSF)
- Inflamasyon Medyatorleri

(IL-1, 6, 8, MCP-1 ve 2, MCH)

2.1.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri (VDKH)

VDKH’leri vaskiiler duvarda en ¢ok bulunan hiicre tipidir. VDKH’leri,
vaskiiler tonusun ve arteriyal kontraksiyonun devamliligini saglamada en 6nemli rolii
tistlenmektedir. Ancak bu hiicreler in vivo ve in vitro degisik fenotiplerde eksprese
edilebilmektedir. Normal arter duvarinda bulunan VDKH’leri total sitoplazmasinin
%70-80 oraninda kontraktil filamentlere sahip oldugundan kontraktil fenotip olarak
tanimlanmistir. Bu hiicreler dinlenme halindeki arterlerin tonusunun devamliligini
saglamaktadir. Kontraktil tip VDKH’leri golgi cisimcigi, serbest ribozomlar ve
ribozomal endoplazmik retikulum gibi birka¢ organellere sahiptir (28). Bu hiicreler,
endotelin, katekolamin, anjiyotensin II gibi vazokonstriktorlere ve prostaglandin E,
PGI,, NO, noropeptitler, 16kotrienler gibi vazodilatatorlere yanit verirler. Bununla
beraber, PDGF gibi mitojenlere kayitsizdir (30).

Bununla beraber balon kateterizasyon sonrasi arteriyal hasar gibi ¢evresel
etkenlere cevaben kontraktil tip VDKH’leri fenotip degisiklige ugramakta, medya
tabakasindan internal elastik laminaya ve sonrasinda intima tabakasina dogru prolife
olmaktadir. Sentez fonksiyonu olan bu hiicreler sentetik tip olarak adlandirilir.
Sentetik tip VDKH’leri az miktarda miyofilamentler icermesine ragmen biiyiik
oranlarda golgi cisimcigi, serbest ribozomlar ve ribozomal endoplazmik retikulum



icerdiklerinden dolay1 ekstraseliiler matriks iiretiminde aktif goérev almaktadirlar. Bu
fenotip aterosklerotik lezyonlarda bulunan gruptur ve kontraktil fenotipin aksine
vazoaktif maddelere yanitsiz kalirken, PDGF gibi mitojenler tarafindan uyarilarak
lezyonun proliferatif asamasinda aktif rol alirlar. Bu yiizden, diiz kas hiicrelerinin
intimada birikmesi, ilerlemis lezyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir (30).

2.1.3. Adventisya

Adventisya biiyiik oranda fibroblastlardan olusmasina ragmen basit yapisal
bir tabaka degildir. Adventisya damarin sempatik ve parasempatik innervasyonunu
iceren bolgedir. Bu sinirlerden salinan noérotransmitterler vazomotor tonusun
diizenlemeye yardimci olmakta ve damarin endotel disfonksiyon periyodunda
kompansatuvar bir vazodilatasyonu saglamaktadir. Adventisya mast hiicrelerini de
iceren bolge olup akut koroner sendromunda plak riiptiirii ile bu hiicrelerin ac¢iga
ciktigi gosterilmistir. Bununla birlikte adventisyal fibroblastlarin liimene dogru
migrasyon 0zelliginin oldugu, mitogenleri ve serbest radikalleri salgiladigi dolayisi
ile ateroskleroz patogenezine katkida bulundugu bildirilmistir (31).

2.1.4. Ekstraseliiler Matriks

Normal damar duvarinin hiicreleri proteoglikanlar, hiyaluronan, kollagen ve
elastik elementlerden olusan ekstraseliiler matriks (ECM) icinde gomiiliidiirler.
VDKH’leri tarafindan sentezlenen elastin fiberleri damar duvarlarinin bir¢ok
tabakalarin1 ayirmakta ve pulsatil kan akimina uyum igin gerekli olan arteriyal
esnekligi saglamaktadir. Subendotelyal boslukta yer alan proteoglikanlar, bir veya
daha fazla polisakkaritlere baglanmis bir cekirdek proteini iceren hidrofilik
molekiillerdir. Bunlar doku yapisinin korunmasi ve gecirgenligin saglanmasinda rol
almaktadirlar (32). Hiyaluronanlar ECM i¢inde yiiksek agirlikli polisakkaritler olup
yiikksek miktarda suya baglanarak viskoz gel halindedirler. Bu sayede ECM disardan
basing¢lara kars1 direng gosterebilmektedir. Heparan siilfat proteoglikanlar, ECM’in
bir parcasidir ve glikozil fosfotidil inositol capalar: araciligi ile hiicre membranlarina
gomiiliidiirler. Boylelikle hiicreler arasinda yakin iliski kurmaktadir. Heparan siilfat
yapi olarak heparinlere benzemektedir. Bunlar VDKH’lerin proliferasyonunu hem in
vivo hem de in vitro ortamda inhibe ettigi bilinmektedir. Genel olarak ECM, vaskiiler
doku hiicrelerine yapr iskeleti saglamaktadir. Ayrica ECM, VDKH’lerinin
proliferasyon ve migrasyonunu engelleyici sakin bir durumun devamina katkida
bulunmaktadir.

2.2. Anjiyotensin II (Ang II)

Bir oktapeptid olan Ang II, renin anjiyotensin sisteminin (RAS) aktif bir
bilesenidir. Ang II sistemik olarak klasik RAS ve lokal olarak ta doku RAS aracili
tretilmektedir. Klasik RAS’ta kan basincinin azalmasi sonucu bdobreklerden



sentezlenen renin, dekapeptid olan anjiyotensin I (Ang I)’1 olusturmak i¢in hepatik
kaynakli anjiyotensinojeni (Renin substrati) N- terminalinden keser. Anjiyotensin I,
akcigerde dipeptidil karboksipeptidaz olan anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(Angiotensin-converting Enzyme, ACE) tarafindan aktif olan Ang II' ye
doniistiiriiliir. Bu doniisiim viicudun bir¢ok boliimlerinde goriilmekte birlikte biiyiik
oranda kanin akcigerlerden gecisi sirasinda gerceklesir (Sekil 2). Ayrica Ang I, {i¢
doku notral endopeptidaz (NEP 24.11, NEP 24.15, NEP 24.26) tarafindan
heptapeptid olan Ang-(1-7)’ye cevrilebilir. Ang II aminopeptidazlar tarafindan Ang
III ve Ang IV’e yikilir (33, 34). Ang II, arteriyal diiz kas hiicrelerinde
vazokonstriksiyon, adrenal gland hiicrelerinden aldosteron salgilatarak kan basincini
yiikselterek kan basincini diizenler.

Renin-Anjictensin
Sistemi (RAS)

Karaciger

l

Anjiotensinojen

-
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v

Anjiotensin |
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Angiotensin
Donugturdacu Enzim

v
Anjiotensin 1l

‘/ & Akciger
€ > € D

Arterival DUz Adrenal Gland
Ka=s Hicrslkeri Hicreleri

Sekil 2.2.1: Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem Semasi. Dolasimdaki renal kokenli renin, hepatik
kokenli anjiotensinijeni pargalar ve bir dekapeptit olan anjiotensin I (Angl)’i olusturur.
Akcigerdeki ve dokulardaki ACE, Ang I'i Ang II’ye doniistiiriir (33).

RAS ilk kesfedildigi donemlerde dolasim sisteminin bir komponenti olarak
diistiniilmiis, ancak RAS’1n bir¢ok bileseninin dokularda da (lokal doku RAS) varligi
gosterilmistir. Ornegin plazmada bulunan ACE aym1 zamanda intertisyum ve
intraseliilerde de bulunmaktadir. Doku ACE, biitiin major organlarda (kalp, beyin,
adrenal bez, bobrekler, karaciger, iireme organlart ve kan damarlarinda)
bulunmaktadir (35). Renin hari¢, RAS’1in tiim bilesenlerinin damarsal yapilarda
tiretildigi gosterilmistir. Vaskiiler renin olmamasina ragmen, intertisyumda Ang
II’nin lokal tiretimi doku ACE tarafindan diizenlenmektedir.



Ang II olusumunun ACE bagimli yollarina ek olarak ACE bagimsiz yollarin
da patolojik durumlarda ©nemli katkilarimin olabilecegi gosterilmistir. Serin
proteazlara benzer kimotripsinin (kimaz), insan kalbinde Ang I'in Ang II'ye
doniisiimii i¢in 6nemli bir yol olabilecegi gosterilmistir (36, 37). Kimaz ve ACE
bagimsiz yol insan damar dokusunda ve doku karotid arterinde de gosterilmistir (38)

Ang II, fizyolojik kosullarda kan basinci ve sivi hemostazim1 diizenleyen
potent bir vazokonstriktor olarak tanimlanmig, fakat simdilerde Ang II, hiicre
bliylimesi, apoptoz, migrasyon, inflamasyon ve fibrosizi igeren vaskiiler
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alan bircok hiicresel olayr etkileyen
multifonksiyonel bir hormon oldugunun farkina varilmistir (39).

2.2.1. Anjiyotensin II Reseptorleri

“Intraseliiler sinyalizasyon yolu” terimi, birbiri ile iliskili molekiiller
kaskadlar1 ile proteinlere bilgi transferini icermektedir. Boylelikle membran
reseptorlerinden intraseliiler proteine bilgi transferi saglanmakta, hiicre aktiviteleri
diizenlemektedir. Ang II, memeli hiicrelerinde yiiksek afiniteli plazma membran
reseptorleri AT1 ve AT2 aracilidi ile etkilerini gostermektedir. AT1 ve AT2 reseptor
tipleri klonlanmis ve farmakolojik olarak karakterize edilmistir. Bu reseptorlerin her
ikiside G proteinine bagli reseptorler arasinda olup 7 transmembran heliksinden
olusur. AT1 ve AT2 reseptorleri farmakolojik olarak spesifik antagonistleri ile
inhibisyonuna gore ayirt edilmistir (Tablo 2.2.1). Diger iki Ang reseptorleri AT3 ve
AT4 alt tipleri de tanimlanmistir. Ancak bu reseptorler farmakolojik olarak tam
karakterize edilememistir. Bu reseptor alt tipleri (AT3 ve AT4) sadece hiicre
dizilerinde gozlendiginden dolayr memeli Ang II reseptorlerinin siniflandirmasina
girmemistir (40).

2.2.2. AT1 Reseptorii

Insanlarda sadece bir tip AT1 reseptorii tanimlanmus iken kemirgenlerde iki
alt tip ATI1 reseptorii (ATla ve ATIb) tanimlanmistir. Bu zamana kadar ATI1
reseptoriiniin Ang II'nin bir¢ok fizyolojik etkilerine aracilik ettigi ve bu alt tipin Ang
IT uyarimli vaskiiler fonksiyonlarin kontroliinde baskin rol oynadigr gosterilmistir
(41). Vaskiiler yapilarda AT1 reseptorii baglica diiz kas hiicrelerinde sentez
edilmektedir. ~ Adventisyada diiz kasa oranla diisik seviyede ve endotelde
saptanamayacak oranda eksprese edilmektedir. Kalpte kardiyomiyositlerde ve
fibroblastlarda AT1 reseptorleri bulunmaktadir (42). G proteinleri, GDP’nin GTP ile
yer degistirmesi ile o ve Py alt iiniteleri serbestlesmekte ve bu sayede alt iletim
yollarina etkilerini gostermektedir. AT1 reseptorleri, Gg/11, Gi, Ggi2, Gai3’li iceren
cesitli heterotrimerik G proteinleri ile etkilesim igerisindedir. AT1 reseptoriiniin



transmembran biriminin amino terminal uzantisi ile birinci ve tigiincii ekstraseliiler
halka segmentleri, reseptor ile G proteinin iliskilerinden sorumlu bolgelerdir.
Ornegin G, aktivasyonu fosfolipaz C (PLC) aktivasyonu ile sonuglanmakta iken G,
cGMP olusumu ile sonuglanmaktadir. G protein bagimli reseptorlerin intrensek
tirozin kinaz aktiviteleri olmamasina ragmen serin ve treonin birimlerinden G protein
reseptor kinaz (GRK) ailesi araciligi ile fosforillenmektedir. AT1 reseptorleri hem
bazal kosullarda hem de Ang II stimulasyona cevaben fosforillenmektedir. Janus
kinazlar (Jak ve TYK2), Src ailesi kinazlar ve fokal adhezyon kinazlar’t (FAK)
iceren ¢esitli tirozin kinazlar AT1 reseptorlerini fosforile etmektedir (43).

2.2.3. AT2 Reseptorii

Ang reseptoriiniin ikinci major izoformu olan AT2, fetal dokularda fizyolojik
olarak yiiksek seviyelerde eksprese edilmekte ve dogum sonrasi bu ekspresyon hizla
azalmaktadir (44). AT2 reseptor geni tek X kromozomu iizerine lokalizedir. AT2
reseptorii 7 transmembran tipinde, G protein bagimli ve 363 aminoasitten olusan bir
reseptordiir. AT2 reseptorii ATIA veya ATIB reseptorleri ile aminoasit dizilimi
bakimindan diisiikk oranda (%32) benzerlik gostermektedir (45). AT2 reseptorii
vaskiiler yapilarin adventisya tabakasinda baskin olarak bulunmakta iken media
tabakasinda saptanabilir orandadir (46). Yetiskinlerde AT2 reseptor ekspresyonu
pankreas, kalp, bobrek, bobrekiistii bezleri, beyin, ovaryum ve vaskiiler yapilarda
saptanabilir (44). AT2 reseptorleri, yetiskinlerde vaskiiler ve kardiyak hasar sonrasi,
yara iyilesmesi sirasinda ve renal obstriksiyon gibi patolojik durumlarda yeniden
sentezlenmesi, AT2 reseptoriiniin dokularin yeniden sekillenmesinde biiylime ve
veya gelisimde rol aldigin1 desteklemektedir. AT2 reseptoriin fonksiyonel rolleri tam
olarak bilinmemesine ragmen fizyolojik kosullarda hiicre biiyiimesini inhibisyonu,
apoptoz ve vazodilatasyonun uyarimi ile ATI1 aracili etkilerini antagonize
edebilecegi bildirilmistir (47). Ayrica diger bir calismada AT2 reseptorlerinin
kardiyak hipertrofi ve inflamasyon ile iligkili olarak patolojik olaylara katkida
bulundugunu ortaya koymuslardir (48). AT2 reseptorleri, protein fosfotazlarin
aktivasyonu ve proteinlerin defosforilasyonu, nitrik oksit-cGMP sisteminin
diizenlenmesi, fosfolipaz A2 nin (PLA2) stimiilasyonu ve arasidonik asit salinimu,
sfingolipid kaynakli seramidler gibi dort major yolda gorev almaktadir (49).
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Tablo 2.2.1. : AT1 ve AT2 Reseptor Alt Tiplerinin Karakterizasyonu (1).

Anjiyotensin ReseptOr Alt Tiplerinin (AT; ve AT,) Karakterizasyonu

AT1 AT2
Geni at; at,
Kromozomu kromozom 3 kromozom X
Yapisl 350 aminoasit 7 363 aminoasit olugan 7
transmembran heliksinden transmembran heliks (rat,
(rat, insan) insan)
Ang IT’ nin baglandig| N terminal bOlgesinin
aminoasit bOlgesi ekstraselUler halkasl 1,
ekstraselller halkasi 3
Molekuler agirligi ~50 kDa ~ 44 kDa
Etki sirasl Ang II > Ang III Ang I = Ang III
Agonistleri Bilinmiyor CGP42112A
(yUksek konsantrasyon)
Antagonistleri Losartan, irbesartan, PD123319, PD123177
valsartan, candesartan,
tasosartan, telmisartan,
eprosartan
Effektdr Gy G protein
Sinyali ileten aracilarl PLC, Ca**kanallarl, tirozin cGMP, fosfatazlar
kinazlar, MAP kinazlar, PLD,
PLA,
Yerleri VDKH, akciger, karaciger, Fetal dokular, beyin, kendini
beyin, bObrek yenileyebilen dokular

2.3. Ang II’nin Hiicre ici Sinyalleri AT1 Reseptorleri Aracih Indiiklenmektedir
Ang II, dogrudan etkilerini Ang II reseptorleri lizerinden gostermekte iken,
indirek etkilerini diger faktorlerin salinimi (vazoaktif ajanlarin ve biiyiime faktorleri)
ile saglamaktadir. ATI reseptorii bir ¢ok spesifik sinyal kaskadlarn ile iligki
halindedir. Ang II cesitli biyolojik etkilerini bu sinyal yollar1 ile gostermektedir.

2.3.1. Fosfolipidler Aracili AT1 Sinyalizasyonu (Sekil 2.3.1)

Fosfolipaz C’nin Ang II Sinyal fletimindeki Rolii: Ang II stimiilasyonu ile
en hizli bir sekilde belirlenebilen olaylardan biri fosfotidilinositol-4,5-bifosfatin
(PtdInsP2) PLC’ye bagimli hidrolizidir (50). PLC ile iliskili en az 3 izoform vardir:
PLC-B, PLC-y, PLC-3. PLC-f izoformlar1 G proteinlerinin o ve Py alt iiniteleri ile
diizenlenirken (51), PLC- y izoformlar tirozin fosforilasyonlari ile diizenlenir (52).
PLC-&nin diizenlenmesi ise hiicre ici Ca*™ ile saglanmaktadir. Klasik olarak AT1
reseptOriiniin uyarimi ile PLC bagiml fosfotidilinositol-4,5-bifosfat hidrolizi hizli bir
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sekilde salinan inositol trifosfat (IP3) ve daha uzun siireli salinan membrana bagimli
DAG olusumu ile sonu¢lanmaktadir. DAG, PKC’nin stimiilasyonuna, IP3 ise
sarkoplazmik retikulumdan Ca®* un serbestlenmesine neden olmaktadir (53). Ang II
uyarimi ile IP3 olusumunun bir kismi tirozin kinaz bagmli yollar ile de
olusmaktadir. VDKH’lerinde artmis intraseliiler Ca** kontraksiyona neden olmakta
iken PKC aktivasyonu Na*/H" degistirici ile hiicre ici pH’y1 diizenlemektedir (50,
54). izole VDKH’lerinin kontraksiyonu kiiciik resistan arterlerde de oldugu gibi PLC
aktivasyonu ile koreledir. ATl reseptorleri iizerinden fosfolipaz C (PLC)’nin
aktivasyonu ve ardindan hiicre ici Ca*” seviyelerinin artmast ile kalmodulin aktiflesir
ve ardindan miyozin hafif zincir kinaz aktifleserek kontraksiyonu gerceklestirirler
(50, 55).

Fosfolipaz D’nin Ang II Sinyal iletimindeki Rolii: PLD, fosfoinositol
iceren fosfolipidleri 6rnegin fosfotidilkolinleri hidroliz etmektedir. VDKH’ler ve
kardiyomyositlerde PLD’nin uzun siireli aktivasyonu, uzamis ikincil mesajlarin
olusumu icin en 6nemli kaynaklardan biridir. PLD ile fosfotidilkolinin hidrolizi,
fosfotidik asit olusumuna takiben fosfotidik asit fosfohidrolaz ile DAG’un {iiretimine
neden olmaktadir (56). DAG, PKC’nin fizyolojik aktivatorii olup aym1 zamanda
arasidonik asitin kaynagidir. PLD ile AT1 reseptoriiniin baglantisinin molekiiler
mekanizmas1 Gg, ve bunlarla iligkili Ggi2 alt tiniteleri, Src ve RhoA’y1 icermektedir
(57). VDKH’lerinde PLD’nin Ang II sinyalizasyonu VDKH’lerin proliferasyonu,
kardiyak hipertrofi ve vaskiiler kontraksiyonu ile iliskilidir. Bu etkiler NAD(P)H
oksidazin stimiilasyonu ile siiperoksit anyonun vaskiiler olusumunu artiran fosfatidik
asit ve diger PLD metabolitleri aracili meydana gelmektedir. NAD(P)H oksidaz,
tirozin kinazlarin, Raf’1in ve hiicre i¢i kalsiyumun diizenlenmesini aktive etmektedir.
Kardiyovaskiiler sistemde, Ang II uyarimli biiyiime ve yeniden yapilanma
(remodeling) ile iligkili uzun siireli sinyalizasyon olaylar1 biiyiik bir kismu PLD
aracili cevaplara bagimhdir (39).

Fosfolipaz A,’nin Ang II Sinyal fletimindeki Rolii: Ang II uyarimu ile
PLA, aktivasyonu hiicre membran fosfolipidlerinden arasidonik asitin
serbestlesmesinden sorumludur. Serbestlenen arasidonik asit siklooksijenaz,
lipooksijenaz ve sitokrom P450 oksijenazlar tarafindan vaskiiler ve renal dokularda
bir ¢ok farkli eikozanoidlere metabolize olmaktadir. Siklooksijenazlar prostaglandin
(PG) PGH; olusumunu katalize etmektedir. PGH;’den tromboksan sentaz ile de
tromboksan, prostasiklin sentaz ile PGI, (yada prostasiklin) veya degisik enzimler ile
PGE,, PGD, veya PGF,, meydana gelmektedir (58). Lipoksijenazlar 5-, 12-, 15-
HPETE’lerin olusumunu katalize etmektedir. HPETE’lerden nonenzimik ve
peroksidaz katalizi ile HETE’ler olusmakta, HETE’lerden de lokotrienler meydana
gelmektedir. Sitokrom P450 oksijenazlar, arasidonik asiti epoksidasyon reaksiyonu
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ile epoksieikozatrienoik asitlere katalize etmektedir. Yine P450 oksijenazlar, ® ve o-
1 hidroksilasyonu ile 20- ve 19-HETE, alilik oksidasyon ile de diger HETE’leri
olusturmaktadir (39).

PLA2 kaynakli eikozonoidler, kan basincinin diizenlenmesinde onemli olan
renal ve vaskiiler mekanizmalar etkilemektedir. VDKH’leri ve endotel hiicrelerinde
bu etkiler ATI1 reseptorleri aracili olmakta iken neonatal rat kardiyak miyositler,
noronal hiicrelerde ve proksimal renal tubiil epitel hiicrelerde Ang II uyarimli PLA,
aktivasyonu AT2 reseptorii aracilidir. Vaskiiler PLA, nin Ang II aracili aktivasyonu
hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonuna, Ca’*-kalmodulin bagimli protein kinaz II ve
mitojen aktiviteli protein kinazlara (MAPK) bagmhdir (58, 59). PLA, ve
metabolitleri Ras-MAPK-bagimli sinyal yollarim1 aktive etmesi pozitif geribildirim
mekanizma ile PLA, nin aktivitesinin artirmakta, boylece ilave arasidonik asit
salinmaktadir. Ang II kaynakl eikozanoidler, vaskiiler kontraksiyonu ve biiyiimeyi
muhtemelen MAPK ve redoks sensitiv yollar ile diizenlemektedir. Bazi damar
yataklarinda PGE, ve PGI, gibi vazorelaksan PG’ler, Ang II aracili kontraksiyonu
azaltmaktadirlar. VDKH’lerinin Ang II aracili etkilerini lipooksijenaz kaynakli
eikozonoidler de etkilemektedir. Kiiltiire hiicrelerde 12-HETE, Ang II'nin Ca*t
izerine gecici stimiilan etkisini kolaylastirmaktadir. Lipoksijenaz inhibitorleri Ang
I’'nin vazokonstriktor etkilerini zayiflatmakta ve hipertansif ratlarda kan basincim
azaltmaktadir (60).

 —
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Sekil 2.3.1.: Fosfolipid tiirevi ikinci mesajcilar: Ang II tarafindan aktive edilen fosfolipazlardan
kaynaklanir. Fosfolipaz A (PLA), Fosfolipaz C (PLC) ve Fosfolipaz D (PLD) tarafindan
katalizlenen reaksiyonlarin Uriinleri gosterildigi gibi ana fosfolipid tiirevi ikinci
mesajcilardir (39).
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2.3.2. AT1-Aracih Tirozin Fosforilasyonu

Ang II sinyalizasyondaki son gelismeler, AT1 reseptor aktivasyonun artmis
protein tirozin fosforilasyonu ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir. Bu yollar,
karakteristik olarak biiyiime faktorleri ve sitokinler ile iliskilidir. Ang II’nin potent
vazokonstriktor etkilerinin yani sira mitojenik ve inflamatuvar benzeri etkilerine
sahip bir hormondur. Ang II, PLC-y, Src-ailesi kinazlar, JAK, FAK, Ca2+—bag1mh
tirozin kinazlar (6rn; Pyk2), p130Cas ve fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) gibi bir ¢ok
non-reseptor (intrensek tirozin kinaz aktivesi olmayan) tirozin kinazlar1 aktive
etmektedir. Ayrica Ang I, EGFR, PDGFR ve IGFR gibi reseptor (intrensek tirozin
kinaz aktivesi olan) tirozin kinazlarin aktivitelerini de etkilemektedir (39).

2.3.3. Non-Reseptor Tirozin Kinaz Aktivasyonu (Sekil 2.3.2)

Non-reseptor tirozin kinazlarin, G-protein-bagimli reseptorler (GPCRs, G-
protein-coupled receptors) tarafindan aktive edildigini gosteren birka¢c mekanizma
bulunmustur:

Birincil olarak, heterotrimerik G-protein o subuniti (G,) veya B/y subunit
dimeri (Gg,) tirozin kinaz aktivasyonuna aracilik etmektedir. ATIR tarafindan
Gyq'nun aktivasyonu intraseliiler Ca” artisina ve PKC aktivasyonuna yol acarak Src,
fokal adhezyon kinaz (FAK), prolinden zengin tirozin kinaz 2 (Pyk2) gibi tirozin
kinazlarin aktivasyonunu diizenlemektedir (61). Gg,, PI3K-y gibi alt iletim yolu olan
efektorlerini aktive ederek tirozin kinazlar1 aktive etmektedir (62). Yapilan son
arastirmalar heterotrimerik G-protein B altbiribimin (Gg) p184 neu ve EGF reseptor
gibi tirozin fosforile proteinlerle etkilesebilerek alt iletim sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna neden olabilecegini gostermistir (63). AT1R’nin Ang II tarafindan
aktivasyonu JAK2, SHC ve Src’nin  Gg, altbirimine baglanarak alt iletim yolaklarin
aktivasyonuyla sonuclanir (64).

Ikincil olarak, ATIR ve diger sinyal molekiillerinin dogrudan etkilesimi
tirozin kinaz aktivitesini diizenler. Omegin, SHP2, ATIR’nin C terminaline
baglanarak JAK2 ve ATIR arasindaki iliskiyi diizenleyerek JAK2-aracili tirozin
fosforilasyonunu etkilemektedir.

Ugiinciil olarak, Src’nin AT1R uyarmmyla aktivasyonu heniiz tam olarak
aciklanamamis bir mekanizmayla meydana gelmektedir (63).

Src Ailesi Kinazlar: Bu zamana kadar en az 14 Src iliskili kinaz
tanimlanmistir. Src ailesi kinazlardan 60 kD’luk c-Src prototip olup VDKH’lerinde
yogun bir sekilde eksprese edilmektedir. c-Src VDKH’lerinde Ang II ile hizlica
aktive olmakta ve Ang II'nin indiikledigi PLC-y ve IP3 olusumunda onemli rol
oynamaktadir. Src, hiicre i¢i kalsiyum ve PKC, integrin aracili hiicre adhezyonunda
bir sinyal molekiil olan p130Cas’m Ang II aracili fosforilasyonunu diizenlemektedir.
Ayrica Src diger alt basamak proteinlerde (pp120, p125Fak, paksilin, JAK2, STATI,
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G,, kaveolin ve Shc) oldugu gibi Pyk2’nin ve ekstraseliiler sinyal diizenleyici
kinazlarmn (ERK) Ang II aracili aktivasyonu ile de iliskilidir (26). Insan resistan
arterlerden izole edilen VDKH’lerinde yapilan bir caligmada c-Src Ang II uyarimh
Ca™ mobilizasyonun diizenlenmesinde 6nemli olabilecegi gosterilmistir. Bununla
birlikte c-Src, sigir endotel hiicrelerinde plazminojen aktivasyonun Ang II aracili
diizenlemesine aracilik etmektedir (53). c-Src’nin aktivasyonu hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmesinde, fokal adhezyon olusumunda, hiicre biiylimesi ve
migrasyonunda gereklidir (65).

Src, Ang II’'nin MAPK aktivasyonuna aracilik etmesinde énemli bir rol oynar
clinkii Src kinaz aktivasyonunun inhibe edilmesi Ang II aracii ERKI1/2
fosforilasyonunun bircok hiicre tipinde tama yakin durmasina neden olmaktadir.
PLC-yl, VDKH’de ATIR aktivasyonuna cevaben tirozin fosforile hale gecer. Bu
aktivasyon, Src aktivasyonunun alt iletim yolu olarak ortaya cikar. c-Src ve PLC-y
arasindaki iliski Src bagimli bir mekanizmayla Ang II uyarimiyla tirozin fosforile
hale gecen bir protein olan p97 tarafindan diizenlenir (66). Hiicre iskeleti iizerinde
Ang II aracili etkilerde de c-Src’nin rolii oldugu bulunmustur.

Janus Ailesi Kinazlar ve STAT Aktivasyonu (Sekil 2.3.3.): IFN-o’nin
genleri hizlica indiikleme 6zelligi Jak-STAT (Janus kinases-Signal transducers and
activators of transcription) yolunun kesfine yol agmustir. Sitozolik tirozin kinazlarin
janus kinaz (JAK) ailesi, ki bunlar geleneksel olarak interlokinler ve interferonlar
icin sitokin reseptorleri ile eslesmis olduklar diisiiniilmektedir, 120-130 kDa
arasinda molekiiler agirliga sahip dort tiyeden olusmaktadir; JAKI, JAK2, JAK3 ve
TYK2 (67). JAK proteinleri mRNA ekspresyonunun anahtar mediyatorleridir ve
“erken biiyiime cevap genleri” olarak karakterize edilmistir. Ligandlar (Ornegin
hematopoetinler, Ang II, interferonlar), dimerik reseptorlerine baglandigi zaman
reseptorler iligkili Jak’lara uygun konformasyonel degisiklige ugrarlar. Takiben
Jak’lar spesifik tirozin motiflerinden fosforlanarak aktive olurlar. Bu motifleri tipik
SH2 birimlerinden taniyan STAT’lar ve diger sinyal iletim proteinler, reseptorleri
tarafindan tanmirlar ve Jak-bagiml tirozin fosforilasyonu ile aktive olurlar. Herbir
reseptor alt ailesi tarafindan tanmman STAT grubu, spesifik biyolojik cevabin
belirlenmesinde kritik basamagi olusturur. STAT’lar aktive olduklar1 zaman
reseptorlerinden ayrilirlar ve karsilikli olarak SH2 birimlerinin fosfotirozini ile
etkileserek dimerize olurlar. Klasik olarak sadece aktive ve dimerize STAT’lar
DNA’ya baglanabilme ve hizli niikleer transkripsiyona neden olabilmektedir (12,
68). Nukleusda bir cok STAT dimeri, artirict gen bolgesi (enhancer) olan GAS
(gama-activated site) ailesi iiyelerini tanir ve onlara baglanir (11). Yani, Jak-STAT
yolag1 hiicre yiizey reseptorleri ile hiicre biliylimesine yol acan  niiklear
transkripsiyonel olaylar arasinda onemli bir baglantidir. Saatler i¢inde ligandlarin
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stimiile ettigi sinyaller azalir ve STAT’lar tekrar sitoplazmaya doner. Bu tasima
crml/ran-GTPaz’in aracilign ile ve STAT defosforilasyonunu gerektiren bir
mekanizma ile gerceklestirilir (69).

Klasik sitokin reseptorlerinde oldugu gibi ATI1 reseptorii, JAK ailesi
tiyelerinden JAK2 ve TYK?2’yi stimiile etmektedir (70). AT1 reseptorii aracili JAK
aktivasyonu, STAT proteinleri p91/p84 (STATI1a/B), pl13 (STAT2) ve p92
(STAT3)’iin fosforilasyonunu stimiile etmektedir. Ang II uyarimi ile STAT1’in
niikleer translokasyonu ve tirozin fosforilasyonu i¢cin JAK2 ve Src ailesi kinazlardan
pS9Fyn gereklidir. pS9Fyn hem JAK2 hem de STATI i¢in bir liman (docking)
protein olarak gorev  yaparak JAK2 aracih STAT1 fosforilasyonunu
kolaylastirmaktadir. STAT1 ve STAT3’lere kars1 antikorlarin elektroporasyonu ile
VDKH’lerin Ang II’ye cevaben gelisen proliferasyonunu azaltmis iken diger
biliylime faktorlerine karsi proliferasyon azalist goriilmemistir. Bu durum STAT
proteinlerin Ang II indiiklii hiicre proliferasyonunda temel bir rol oynayabilecegini
desteklemektedir (71). Jak-STAT sinyalizasyon yolunun erken biiyiime cevap
genlerini aktive etme Ozelligi Ang II'nin vaskiiler ve kardiyak biiylime, yeniden
yapilanma ve tamir etkileri icin muhtemel bir mekanizma olabilecegini akla
getirmektedir (72).

Ang II stimulasyonuna cevaben aktive olan STAT ve aktivatorlerini de iceren
coklu sinyallesme yolaklarinin harekete ge¢mesinde JAK aktivasyonu gereklidir.
Jak—STAT yolagmin Ang II tarafindan aktive edilmesi akut miyokard enfarktiisii
sonrasi iskemik miyokartda kardiyak hipertrofi i¢cin 6nemlidir (73). Ang II, JAK2 nin
ATIR ile olan iligkisini stimiile etmektedir. ATIR nin karboksil ucu bolgesindeki
YIPP motifi Ang II'nin JAK?2 ile fiziksel etkilesimini diizenler. Son veriler, Ang II
tarafindan indiiklenen Tyr1007/1008’deki JAK?2 fosforilasyonu Ang II tarafindan
stimule edilen Ca** ve PKC-8 aktivite artisina bagimli oldugunu gostermistir (74).
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Cytoplasm

Sekil 2.3.3: Jak-STAT sinyal yolu: Ligandlar, dimerik reseptorlerine baglandigi zaman iliskili
Jak’lar uygun konformasyonel degisiklige ugrarlar. Takiben Jak’lar spesifik tirozin
motiflerinden fosforlanarak aktive olurlar. Bu motifleri tantyan STAT’lar, Jak-bagiml
tirozin fosforilasyonu ile aktive olurlar. STAT lar aktive olduklar1 zaman reseptorlerinden
ayrilirlar ve karsilikh olarak etkileserek dimerize olurlar.. Nukleusda bir ¢ok STAT dimeri,
artirict DNA bolgelerinden (enhancer) GAS (gama-activated site) ailesi tiyelerini tanir ve
onlara baglanir (68).

Fokal Adhezyon Kinaz (FAK) ve Prolinden Zengin Tirozin Kinaz 2: Ang
II, FAK bagiml sinyal yollar: ile hiicre migrasyonunu, hiicre seklinde ve hacminde
degisiklikleri uyarmaktadir (75). Hiicre adhezyonunda Ozellesmis FAK
komplekslerinin, sinyal transdiiksiyon mediyatorlerinin bir araya toplanmasinda
gorev aldig1 aydinlatilmistir. FAK komplekslerine lokalize olan en iyi tanimlanmis
tirozin kinaz, 125 kD’luk FAK’ dir. Bir diger FAK iiyesi hiicre adhezyon kinaz-b
olarak adlandirilan, kalsiyum bagimli bir tirozin kinaz olan Pyk2’dir. FAK,
ekstraseliiler matriks bagimli tirozin otofosforilasyon gostermekte ve SH2
birimleriyle iki non-RTK olan c-Src ve pS9 Fyn (pp59) ile fiziksel olarak iligkilidir
(76). FAK’1n c-Src ile iliskisi FAK’1n tirozin fosforilasyonuna neden olmakta, bu da
FAK’imm GTP-GDP degistirici protein, Sos ve Ras ile iligskili olan Grb2’ye
baglanmasina neden olmaktadir. Bu durum da ERK 1/2 aktivasyonu ile
sonu¢lanmaktadir. VDKH’lerinde Ang II'ye cevaben FAK fosfotirozin igerigindeki
artis hizli bir reaksiyon seklindedir. Ang II uyarimi ile FAK’in aktivasyonu,
ekstraseliiller matriks, talin ve paksilinin (hiicre morfolojisi ve hareketinin
diizenlenmesinde rol alan) fosforilasyonu ile fokal adhezyon bolgelerine
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translokasyonuna neden olmaktadir (76). VDKH’lerinde ATl uyarimhi FAK
aktivasyonu ayrica Ang aracili hipertrofik cevaplarda da rol almaktadir. ATI1
reseptorii ile FAK arasindaki baglant1 bilinmemektedir, fakat GTPazlarin Rho ailesi
bu iliskide 6nemli olabilir (39).

FAK, bir multiprotein kompleks icerisinde paxillin, tensin ve p130Cas’a bagl
olarak bulunur (77). Ang II ile uyarim, bu proteinlerin tirozin fosforilasyonunu hizli
bir sekilde arttirarak hiicre iskeletinde degisikliklere yol acar. Bu bulgular Ang II
aracili hiicre sekli degisikliginde FAK’1n gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. Ang
I, FAK ve Src arasindaki iligkiyi arttirir. Src, Ang II aracihi FAK tirozin
fosforilasyonu’nun {ist iletim yolu diizenleyicisi olarak fonksiyon goriiyor olabilir
(78).

Adhezyon kinaz-f} olarakta adlandirilan diger bir FAK aile iiyesi Pyk2, hiicre
adhezyon fokal tirozin kinaz ve kalsiyum bagimli tirozin kinazlar ile iliskilidir. AT1
reseptorii ile aktive olan Pyk2, artmis hiicre i¢i Ca’"’a bagimhdir. Pyk2, FAK
ailesinden Ca®* duyarli bir tirozin kinazdir. Pyk2, MAPK aktivasyonuyla uyarilan G-
protein-bagimli reseptoriin iist iletim mediyatorii olarak tanimlanmistir (79). Aktive
c-Src ve Yes dogrudan Pyk2’yi Tyr579, Tyr580 ve Tyr881 noktalarindan
fosforilleyerek, Grb2’nin Pyk2’ye baglanmasini saglayarak Pyk2 kinaz aktivitesini
arttirir (80). FAK ve Pyk2’nin Src’den bagimsiz aktive olduklar1 da rapor edilmistir.
Ornegin, integrinler, multiprotein sinyal kompleksini olusturmak icin Pyk2 ve FAK
gibi non-reseptor tirozin kinazlar1 bir araya getirerek islev gormektedirler. VDKH’de
Ang II uyarnmi sonucu olusan kemotaktik cevap Pyk2 ve ERKI1/2’nin
fosforilasyonuyla iligkilidir (81). Bu gozlemler hiicre go¢iinde ve biiylimesinde Ang
II sinyal yolaklarinda Pyk2 ve FAK’in 6nemli rollerinin olduguna isaret etmektedir
(39).

p130Cas: pl130Cas Ang II ile aktive olan ve hiicre iskeletenin yeniden
yapilanmasinda rol alan bir tirozin kinazdir (82). Bu protein, prolinden zengin
birimleri, SH3 birimi ve Src ve Crk’nin SH2 birimleri i¢in baglanma motiflerini
icerdigi icin bir adaptor molekiil olarak gorev yapmaktadir. Integrin aracili hiicre
adhezyonu icin p130Cas, FAK, paksilin, tensin gibi sinyal molekiillerin bir araya
gelmesi gerekmektedir. Kiiltire VDKH’lerinde Ang II, p130Cas fosforilasyonda
gecici bir artis1 uyarmaktadir. Bazi arastiricilar bu fosforilasyonun c-Src, PKC ve
Ca®*’a bagimh oldugunu ve normal hiicre iskeleti sebekesi icin gerekli oldugunu
bulmuglardir (65). Ang II uyarimhi p130Cas aktivasyonun fonksiyonel énemi tam
olarak bilinmemesine ragmen, p130Cas a-aktinin ekspresyonu, hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve adhezyonunu diizenleyebilmektedir.

Fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K): PI3K, p85 adaptor ve pl110 katalatik alt
tinitelerden olusan heterodimerik bir enzimdir. PI3K, inositol lipidlerinin D-3
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pozisyonundan  fosforillemektedir. PI3K’in  major iriinleri  apoptozisin
regiilasyonunu, farklilagmayi, membran degisimlerini ve hiicre iskeletinin
organizasyonunu etkilemektedir. Ayrica PI3K, VDKH’lerin biiyiimesinin
diizenlenmesinde de onemli rol oynamaktadir. Karakteristik olarak reseptor tirozin
kinazlarla iligkili olan PI3K, aym zamanda ATI1 reseptorii ile de aktive
olabilmektedir (83. 84). VDKH’lerinde Ang II, PI3K’in aktivitesini,
fosforilasyonunu ve migrasyonunu stimiile etmektedir. Ayrica Ang II, PI3K’1n p85
alt iinitesini, periniikleer alandan sitoplazma ve hiicre iskeletine dogu
translokasyonunu da uyarmaktadir. Kiiltiire edilmis rat hiicrelerinde PI3K’in
inhibitorleri, Ang II'nin uyardig1 hiperplaziyi engellemistir (83). Bu durum PI3K’in
VDKH biiyiimesinde non-RTK’lar1 diizenlenmesinde ©nemli rolii oldugunu
desteklemektedir. PI3K i¢in bir cok molekiiler hedef bulunmustur, bunlardan en
onemlisi Akt/PKB’dir. PI3K’in VDKH’lerinde Ang II'nin aktive ettigi en Onemli
asagi iletim yolu Akt/PKB’dir. Akt p70-s6 kinazi aktive ederek protein sentezini
diizenlemektedir. Aortik hiicrelerde Akt, Ca** kanal akimlarim uyararak Ang II
aractli Ca” cevaplarim diizenlemektedir. Ayrica Akt, Bcl-2 ile c-Myc nin
ekpresyonu ve kaspazlarin inhibisyonu ile VDKH’ler apoptozisden koruyarak
hiicrelerin hayatta kalimimi (survival) artirmaktadir (84). VDKH’lerinin Ang II
sinyalizasyonda PI3K’1n gercek rolii tam anlasilamamasina ragmen PI3K, mitogenez
ve apoptozis dengesinin kontroliinde 6nemli kompleks bir yoldur.
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Sekil 2.3.2: Tirozin kinaz yollar: vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II tarafindan uyarilir: Ang
I'nin aktive ettigi Src, ERK bagimli sinyal yollar1 ve PLC-y tarafindan diizenlenir.
ATIR baglanan Ang II, JAK2/TYK2’yi aktive eder. JAK2/TYK2, STAT proteinlerini
fosforiller ve bu proteinler nukleusa transloke olarak gen transkripsiyonunu baslatir. Ang
II ayrica fokal adhezyon kinazi (FAK) aktive eder ve FAK’1n fosforilasyonu Src ile
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iligkilidir. FAK ve ATI1R arasindaki iligki tam olarak bilinmemekle birlikte RhoA ve
GTP ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Pyk2 ve CADTK (Ca™ bagiml tirozin kinaz)
kalsiyum bagimli yollar iizerinden Ang II ile aktive edilir. Aktive edilmis Pyk2, Src ve
Erk-bagimli sinyal kaskadlarmi diizenler. p130Cas muhtemelen Ca* bagimh yollar
araciligiyla, Ang II tarafindan hizlica aktive edilir. Fosforile olmus p130Cas belkide o-
aktin ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ang II tarafindan aktive
olan PI3K, Akt/Protein kinaz B aktivasyonuna neden olur ki bu durum hiicrenin
yasamsal olaylarim1 ve p70 S6- kinaz aktivasyonunu uyarir (39).

2.3.4. Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK)

Artan son kanitlar AT1 reseptor aktivasyona cevaben gelisen mitojenik
cevaplarin RTK aktivasyonu ile gelisebilecegini desteklemektedir. Ang II dogrudan
RTK’lara baglanmamasina ragmen aktive edebilmektedir. Bu transaktivasyon yollari
epidermal biiylime faktor reseptor (Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR),
PDGFR ve insiilin biiyiime faktor reseptor (Insulin Growth Factor Reseptor;
IGFR)’ler icin gosterilmistir. RTK’larin Ang II uyarnmli transaktivasyonlarin
mekanizmalari, tirozin kinazlarin aktivasyonunu (Pyk2 ve Src) ve redoks sensitiv
olaylar1 icermektedir (72). EGFR’iin transaktivasyonu Ca®* bagimli gerceklesirken,
PDGEFR transaktivasyonu Ca*"dan bagimsiz gerceklesmektedir.

In vitro kamtlar AT1 reseptoriiniin indiikledigi PDGFR ve EGF reseptor
transaktivasyonun, Ang II'nin bazi trofik etkileri icin ©Onemli oldugunu
gostermektedir. Ornegin AT1 reseptorii aracith EGFR aktivasyonu alt iletim
yollarindan ERK1/2’nin aktivasyonuna ve VDKH hiperplazisine neden olmaktadir
Rat VDKH’lerinde EGFR kinaz inhibitorleri, hem Ang II uyarimli niikleer
protoonkogen ekspresyonunu hem de c-Fos proteinindeki artis1 engellemistir. Ang 11
aracili EGFR transaktivasyonu ayni zamanda protein sentezini uyaran ribozomal
protein p70 ile de iligkilidir (85).

Ang II, EGF reseptoriiniin Ca® bagimli transaktivasyonunu indiikler ve
VDKH’de MAPK aktivasyonuna yol agmak iizere pre-aktive c-Src ve alt iletim
adaptorler icin bir platform olarak islev goriir (85). Ang II tarafindan indiiklenen
Ca2+—bag1ms1z EGF reseptor transaktivasyon yolaklarinin oldugu da varsayilmistir
(86). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) Ang II aracihigiyla EGF’nin Ca**-baghi
transaktivasyonunu gerceklestirir. Ca®* artimiyla aktive olan Ca**/calmodulin kinase
Il’ye bagli bir mekanizmayla Pyk2 ve Src kinaz ailesinin aktivasyonu gergeklesir ve
bu EGF reseptor transaktivasyonu i¢in gereklidir (63). EGF reseptoriiniin karboksil
ucu Ang II aracili EGF transaktivasyonunda gereklidir. EGF reseptoriiniin PDGFf
reseptoril tarafindan da aktive edilebildigini gostermistir (87). PDGFB-EGF reseptor
heterodimerlerinin dagilmasi hem EGF reseptor transaktivasyonunu hem de PDGFf
aracili ERK1/2 aktivasyonunu belirgin olarak inhibe etmistir. Ang II tarafindan
transaktive edilen PDGFpB reseptor transaktivasyonu Ca’"’dan bagimsizdir fakat
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ROS’a ihtiya¢ duymaktadir (88). Hepotositlerde Ang II tarafindan PDGF-f reseptor
transaktivasyonu, Src aktivasyonunu ve endojen PDGF- reseptor aktivasyonunu
icermektedir. Ca**/kalmodulin bagimli tirozin kinaz ve PKC bagimli yolaklar Ang II
tarafindan stimule edilen PDGFp reseptor transaktivasyonunu saglar ve Src ve FAK
aktivasyonu Ang II reseptorii ve ERK1/2 arasindaki baglantinin saglayicis1 olarak
islev goriir (89).

2.3.5. Mitojen Aktive Edici Kinaz Sinyal iletim Yolu (Sekil 2.3.4)

Mitojen aktive edici kinazlar (Mitogen- activated protein kinase; MAPK)
serin/treonin protein kinazlarin bir ailesidir ve hiicre i¢i protein fosforilasyonlart ile
hiicre dis1 sinyallerin nukleusa iletimine aracilik ederler. Bu yolla transkripsiyonel
faktorler aktive olarak gen ekspresyonlar1 artar ve hiicresel cevap olusur. Memeli
MAP Kinazlar1 6 ana alt ailede toplanir;

1) ERK 1/2 (sirasiyla p42-kDa MAPK ve p44-kDa MAPK olarak da bilinir)

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

3) p38 MAPK,

4) ERK®6, p38 benzeri MAPK,

5) ERK3 ve

6) ERKS (Big MAPK 1 olarakta adlandirilir) (90).

MAPK bagimli sinyal yollar1 hiicre biiyiimesi, apoptosiz, hiicresel
farklilasma, transformasyon ve vaskiiler kontraksiyondan sorumludur. ERK1/2
biiyiime ve farklilagmay1 uyarilarina cevap verirken, JNK ve p38 MAPK genellikle
sitokinlere ve hiicresel strese cevap verir (90). Kiiltiire VDKH’lerinde Ang II, MAPK
ailesinden ERKI1/2, JNK’lar ve p38’i aktive etmektedir (91. 92). MAPK
aktivasyonun uyarimi tipik olarak MAPK kinaz’in (MEK olarak da bilinir)
fosforilasyonunu icermektedir. MEK, Raf-1 iceren diger MEK kinaz tarafindan
diizenlenir. Ang II ile aktive olan MAPK’larin sinyalizasyon yollar1 birbirinden
farklidir. En 1yi karakterize edilen MAPK kaskadi Raf-Ras-MEK-ERK1/2’dir (39).

ERK’ler bir kez fosforile edildiginde nukleusa transloke olurlar,
transkripsiyon faktorleri fosforlanir ve gelen sinyalle, ilgili hiicre dongiisiiyle iliskili
proteinlerin gen ifadeleri diizenlenir (93). VDKH’lerinde ERK’lerin alt basamak
hedefleri S6 ribozomal proteini fosforlayan serin/treonin protein kinaz pp90r5k’d1r ve
protein sentezini uyarir (43). ERK1/ERK2 aktivasyonu, temelde proto-onkogen
ekspresyonun artis1 ve AP-1 trankripsiyon faktoriiniin aktivasyonuyla sonuglanir ki
muhtemelen VDKH’lerinde protein sentezi kadar hiicre siklusunun ilerlemesini de
diizenler (94). Ang II uyarimli MAPK’1n diger alt basamak hedefleri, siklooksijenaz-
2, kontraksiyon diizenleyici protein h-kaldesmon (kaldesmonun yiiksek molekiiler
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agirhikli formu), miyelin temel protein, mikrotiibiil-iliskili protein, Ca** kanallar1 ve
Na*/H" degistiricileridir (95).

ERK’lere ek olarak Ang II, INK/SAPK leri aktive etmektedir. INK/SAPK’lar
VDKH’lerinin biiylimesini ya biiyiimeyi inhibe ederek ya da apoptozi uyararak
diizenlemektedir (96). VDKH’lerinde Ang II, ERK1/2 ve JNK/SAPK’leri farkli
sinyalizasyon yollarindan uyarmaktadir. ERK fosforilasyonu hem Ca** bagimli hem
de c-Src’yi iceren Ca”* bagimsiz yollardan ve atipik PKC izoformu PKC-& tarafindan
aktive olmakta iken JNK/SAPK lar klasik PKC izoformunu ve Src’den farkl: tirozin
kinazi iceren Ca++ bagimli yollardan aktive olmaktadir (97). Ang II her iki yoluda
aktive etmektedir, ancak zit biiylime etkilerine sahiptir. ERK’ler kolaylastirici,
JNK/SAPK’lar ise inhibe edici etkileri s6z konusudur. Bu sinyal yollar1 ve iligkili
hiicresel fonksiyonlar, kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili vaskiiler hasarlarda
onemlidir (39).

Ang II ayn1 zamanda vaskiiler p38 MAPK’da fosforile etmektedir. p38
MAPK, inflamatuvar cevapta, apoptozisde ve hiicre biiylimesinin inhibisyonunda
onemli rol oynamaktadir (98). p38 MAPK, kardiyak hipertrofi, iskemi/reperfiizyon
hasari, ateroskleroz, hipertansiyonda arteriyal remodeling gibi bir ¢ok patolojilerle
iligkilidir. VDKH’lerinde Ang II uyarimli p38 MAPK, redoks duyarli sinyalizasyon
yollarinin temel bir komponenti olarak 1iligki halindedir (98).

Ang II uyarimli MAPK inaktivasyon,u MAPK fosfataz 1 (MKP-1) tarafindan
defosforile edilerek yapilmaktadir. Ang II, MPK-1’1, tirozin fosfotazlart AT2
reseptorii tizerinden aktive etmektedir. Bu reseptor alt tipi hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu ve apoptozis ile yakindan iliskilidir. Buna gore AT1 reseptorii ERK
bagimh yollardan biiyiimeyi aktive etmekte iken, AT2 reseptorii bu etkiyi MPK-1
tizerinden engel olmaktadir.
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Sekil 2.3.4: VDKH’lerinde Ang II Uyarimyla p42/p44 MAPK Bagimh Sinyal Yollarmn Ust
Basamak Diizenlenmesi. ERK fosforilasyon yolu Ang II'nin ATI1 reseptoriine
baglanmasi ile baslar ve ardindan Shc-Grb2-Sos (She’nin tirozin fosforilasyonuyla)
olusur. Kiiciik G protein Ras-GDP-/GTP guanin niikleotidi degisir. Aktive olan Ras-
GTP Ser/Thr kinaz, Raf (MAPK kinaz kinaz; MAPKKK) ile interaksiyona girer ve
hiicre membranina transloke olur. Raf’in aktivasyonu MEK (MAPK/ERK kinaz)
izerinde bulunan iki serin birimini fosforile eder ardindan sirasiyla Thr/Tyr birimleri
fosforillenir ve MAP kinazlarin 44-(ERK2) ve 42-(ERK1) izoformlar1 aktive edilir.
ERK’lerin fosforilasyonu farkli hiicre i¢i protein hedeflerini fosforiller ve aktive eder.
ERK’ler MKP-1’in aktivasyonu ile defosforile olurlar (39).

2.3.6. Kiiciik G Proteinleri (Rho Ailesi)

Son c¢alismalarda VDKH’lerinde ATI1 reseptorleri monomerik kiiciikk (21
kDa) guanin-niikleotid baglayan proteinleri (kiicik G proteinleri) aktive ettigi
gosterilmistir. Kiiciik G protein ailesi 5 alt iiyesinden (Ras, Rho, ADP ribozilasyon
faktorleri, Rab ve Ran) olusmaktadir. Bunlar hiicresel cevaplarn diizenlemek icin
molekiiler anahtarlar olarak gorev yapmaktadirlar. Rho alt ailesi (RhoA, Racl ve
Cdc42) Ang II sinyal iletim yollan ile iliskilidir. RhoA’nin GDP baglayan formu
inaktif konumda ve genelde sitoplazmada lokalizedir. RhoA’nin aktive olabilmesi
icin post translasyonal modifikasyona yani GDP baglayan bolgenin GTP ile yer
degistirmesi gerekmektedir (99). RhoA’nin en 6nemli alt iletim yolu Rho kinazdir.
Rho kinaz, miyozin hafif zincir fosfotazin miyozin baglayan alt {nitesinin
fosforilasyonu aracili VDKH’lerinin kontraksiyonunu artirmaktadir (100). G protein
bagimli reseptorler aracili bir ¢ok vazoaktif ajanlar, RhoA/Rho kinaz iizerinden hiicre
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ici kalsiyumunda meydana getirdikleri degisikler ile kontraktil mekanizmanin
duyarhiligimi artirmaktadir. Bununla birlikte RhoA, ateroskleroz ile iliskili AT1
uyarimli biiyiime sinyalizasyon yollarinda rol oynamaktadir. Rat VDKH’lerinde Ang
II, RhoA/Rho kinaz bagimli mekanizmalarla protein sentezini ve c-fos
ekspresyonunu Erk’ler veya p70S6 kinaz aktivasyonundan bagimsiz olarak
artirmaktadir. Ayrica RhoA, AT1 aracili PLD aktivasyonunda da 6nemli oldugu
gosterilmistir. Ang II’nin aktive ettigi diger bir G protein Rac 1’dir.

VDKH'’lerinde Racl, p21 aktiviteli kinazin ve JNK’nin iist iletim yollarinin
diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. Ayrica Racl, Ang II aracili gen
ekspresyonunda ve NAD(P)H oksidaz aktivitesini diizenlenmesinde de gorev
almaktadir (99).

2.3.7. Reaktif Oksijen Tiirlerin Olusumu

Hidrojen peroksit (H,O,) ve siiper oksit anyonu (.O;’) gibi reaktif oksijen
tiriinleri, vaskiiler tonus, hipertansiyon, ateroskleroz, inflamasyon ve iskemi
reperfiizyonda hiicreler arasi ve hiicre iginde ikincil mesajcilar olarak gorev
yapmaktadir. Vaskiiler olmayan dokularda ksantin oksidaz, mitokondriyal oksidaz ve
arasidonik asit, oksidatif molekiillerin ana kaynaklaridir. Vaskiiler dokularda ise
mitokondriyal olmayan membranla iligkili NAD(P)H oksidaz .O, anyonun major
kaynagidir (101). Bu enzim NADH’dan veya NADPH’dan molekiiler oksijene
transfer etmekte ve siiperoksit anyonu olusmaktadir. ROS iiretimi, Ang II iceren bir
cok sitokin ve biiylime faktorii tarafindan diizenlenmektedir. Kardiyak, vaskiiler diiz
kas, endotel, adventisyal ve mezengimal hiicrelerde Ang 1I, NAD(P)H oksidaz
aktivitesini uyararak siiperoksit anyonun iiretimini artirmaktadir (39). Bu etki
devamlidir, dolayisiyla hiicre biiyiimesi gibi uzun etkili sinyalizasyonuna katkida
bulunmaktadir. Ang II tarafindan VDKH’lerin biiylimesi, kismen p38 MAPK ve
JNK aktivasyonu aracili temel bir redoks sensitiv komponenti icermektedir (98). Ang
IT aracili inflamatuvar cevapta 6nemli diger redoks sensitiv yolak, Akt/PKB ve Nf-
kB aktivasyonu aracili olmaktadir (101).

23.8. Ang 1II, Proto-onkogen ve Biiyiime Faktorlerin Ekspresyonun
Artirmaktadir

Ang II'nin uzun siireli etkisi ile diizenlenen hiicresel biiyiime, adhezyon,
migrasyon, fibrosis ve kollajen degisimi protein sentezini icermektedir. Insan ve rat
kaynakli VDKH’lerinde Ang II, c-fos, c-jun, c-myc, erg-1, VL-30 ve proto-
onkogen/aktivasyon protein [ komleksi igceren bir ¢ok proto-onkogenin
ekspresyonunu uyarmaktadir (102). Erken cevap genlerinin Ang II tarafindan
stimiilasyonu, PDGF, EGF, transformin biiyiime faktorii-B, IGF-1 gibi biiyiime
faktorleri; ET-1 gibi vazokonstriktor ajanlari, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin ve
integrinler gibi adhezyon molekiilleri; TNF-o, monosit kemoatraktan protein-1 gibi
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kemotaktik faktorlerinin artmis gen ekspresyonu ve iiretimi ile iliskilidir (102).
Kardiyovaskiiler dokularda bu ajanlar indirek olarak Ang II'nin inflamatuvar ve
trofik etkilerine katkida bulunabilmektedir. Ang II, damar duvarlarinin ekstraseliiler
matriksinin major elemanlart olan fibronektin, kollajen tip 1, tenaskin,
glukozaminoglikanlar,  kondroitin/dermatan  siilfatlar ~ve  proteoglikanlarin
ekspresyonunu artirmaktadir. VDK, mezensimal ve endotel hiicrelerinde Ang II,
hiicre migrasyonun diizenlenmesinde ve yikiminda ve ekstraseliller matriks
doniistimiinii  etkileyen plazminojen aktivator-1’in  aktivite ve seviyelerini
artirmaktadir. Ang II ayni zamanda ekstraseliiler matriksin yikimindan sorumlu
matriks metalloproteazlarin aktivitesini de diizenlemektedir (102). Bundan dolay1
Ang II ekstraseliiler matriksin yapisal komponentlerini ve ekstraseliiler matriksi
yikan diger faktorlerin liretimini uyararak vaskiiler yapiy1 etkilemektedir (39).

2.4. Hiperglisemi ve Ang II Uyarimh Sinyalizasyon

Molekiiler diizeyde bir cok sinyal iletim yolu oksidatif stres ile aktive
olmakta, boylece hiicre proliferasyona ve biiyiimesine katkida bulunmaktadir (23,
104). Ayrica VDKH’lerinde bu yollarin bazilar1 hiperglisemiye cevaben
uyarilmaktadir. Baz1 calismalarda hiperlisemi ve Ang II uyarimli sinyal yollari
arasinda iliski bulunmustur. VDKH’lerinde hiperglisemi, Ang II uyarimhi ERK1/2,
p38 MAPK ve Jak/STAT aktivasyonu, normoglisemik hiicrelere gore artmis olarak
bulunmustur. Hiperglisemiye cevaben ROS iiriinlerinin olusumu protein tirozin
fosfotaz (PTPaz) aktivitesini inhibe ederek diizenlemektedir (103). Hiicresel
PTPaz’1n inhibisyonu fosforilasyon defosforilasyon dengesini fosforilasyona dogru
kaydirmaktadir. Bu durumda reseptor ve non-reseptdr tirozin kinazlarin bazal
aktivitelerinin artmasi, 1ilgili substrat proteinlerin tirozil fosforilasyonunu
artirmaktadir. Dolayis1 ile MAPK yolu ve transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna
yol agmaktadir (23). Ozetle, sinyal yollar1 hiperglisemiye cevaben aktive olmaktadir.
Eger bu yollar uygun bir sekilde diizenlenmezse VDKH’lerin anormal biiylimesine,
migrasyona ve proliferasyona neden olabilecek potansiyeldedir. Boylelikle diyabetde
vaskiiler disfonksiyona neden olabilmektedir (Sekil 2.4.1.).
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Diyabet
'

Hiperglisemi

*
Reaktif Oksijen Uriinleri
¥

PKC, MAPH, Transkripsiyon Faktirler, PI3-K, PKB

Yaskiiler Hiicre Biniime, Migrasyon, Proliferasyon, Hipertrofi

'
Vaskiiler Disfoksiyvon

'
VASKULER HASTALIKLAR

Sekil 2.4.1.: Diyabet iliskili vaskiiler hastaliklara neden olabilecek ana basamaklar (23).
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MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal ve Kimyasal Malzemeler
Hank’s Balanced Salt Solutions (HBSS), kalsiyum klorid (CaCl,), hepes,
elastaz, kollejenaz, soya tripsin inhibitor, bovine serum albumin, fetal bovine serum,
L-glutamin, penisilin-streptomisin ve DMEM Sigma’dan satin alindi.

Tripsin-EDTA, ICN’den satin alindi.

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

Hiicre kiiltiiriinde aktivator olarak kullanilan Anjiyotensin II Sigma’dan,
inhibitor olarak kullamilan AG1295, GF109203X Calbiochem’den satin alindi. AT1
antagonisti losartan, Merck Sharp&Dohme firmas: tarafindan hediye edildi.

Hiicre lizat tamponunda kullanilan proteaz inhibitor kokteyli Calbiochem’den
satin alindi.

Immiinohistokimyasal analizler i¢in Dako marka immiinohistokimya Kkiti
kullanildi. Immiinohistokimya igin kullanilan primer ve sekonder antikorlar
Sigma’dan alindi.

Protein ol¢iimleri i¢in Bio-Rad marka protein deney kiti kullanildi.

Western blot i¢in Bio-Rad marka Mini-Protean Western Blot seti kullanildi.

Sinyallerin belirlenmesinde kemiliiminesan olarak Bio-Rad kit kullanildi.

Membran olarak 0,2 pm por genisligindeki Bio-Rad marka nitroseliiloz
membran kullanildi.

Membranlar filme aktarilirken Amersham marka yiliksek kaliteli film
kullanildi. Filmlerin gelistirilmesi esnasinda Illugater marka developer ve fiksatif
kullanildi.

Metanol Merck’den alindi.

Western blot isleminde kullanilan diger kimyasal malzemeler Sigma’dan
satin alindi.

Primer ve sekonder antikorlar Cell Signalling Technology, Biosource
International ve Upstate Biotechnology firmalarindan satin alindi.
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3.2. Gerecler ve Arastirmanin Yiiriitiildiigii Birimler

Spektrofotometre : Thermo Labsystems Multiskan Spectrum, 1500
Santrifiij : Heraeus Instruments Megefuge 1.0 R
Santrifiij : Niive NF 800

Inkiibator - SL Shel Lab CO, Incubator
Sonikator : Bandelin sonopuls UV 2070
Buzdolaplari : Indesit (+4, -20 °C)

Calkalayici : Stovall, The Belly Buttum

pH Metre : Schott CG 840

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

Gii¢ Kaynag : Power Pack 300, Bio-Rad

Inverted mikroskop : Zeiss, Olympus

Kiiltiir Kabini : Bilser Marka

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezinde
steril edildi.

) Deneyde kullanilan 250-350 g agirhiindaki erkek wistar ratlar Akdeniz
Universitesi deney hayvanlarindan temin edildi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin izolasyon islemleri, Akdeniz Universitesi
Deney Hayvanlar1 Biriminde yapildi.

Primer hiicre kiiltiirii islemleri ve protein olciimleri Akdeniz Universitesi
Merkez Laboratuvari’nda yapildi.

Immiinohistokimya ve Western Blot teknikleri Biyokimya Anabilim Dali’nda
yiiriitiildi.

3.3. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu (105)

3.3.1. Kullamlan Soliisyonlar

Transfer Ortami: Soliisyon 0,2 mM olacak sekilde 2,94 mg CaCl, tartilip
10 ml HBSS i¢inde ¢oziildii. Cozelti steril 0,22 pum’lik filtrelerden gegirildi ve 90 ml
steril HBSS eklenip final hacim 100 ml’ye tamamlandi. Total hacimde % 2 oraninda
2 ml penisilin-streptomisin (PS) antibiyotigi eklendi ve + 4 °C’de sakland.

Enzim Ayrisma Soliisyonu (EAS): Final hacim 4 ml olacak sekilde steril
HBSS soliisyonu icerisinde (Ca**-Mg*™ icermeyen) 0,2 mM Ca*® (CaCl,), 15 mM
Hepes (pH: 7,2-7,3), 0,0625 mg/ml elastaz, 0,25 mg/ml soya tripsin inhibitor (STI),
0,5 mg/ml kollajenaz, 2,0 mg/ml bovine serum albumin (BSA) ¢6ziildii. Bunun icin
asagidaki stok soliisyonlar hazirlandi.

CaCl, : Soliisyon 0,2 mM olacak sekilde, 10 ml HBSS soliisyonu igerisinde
2,352 mg CaCl, ¢oziildii. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden gecirildi ve steril olarak
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+4 °C’de saklandi. Final hacim 4 ml olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 0,5 ml
alinip enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

Hepes: Soliisyon 15 mM olacak sekilde, 10 ml HBSS icerisinde 143,1 mg
Hepes ¢oziildii. Cozelti 0,22 pm’lik steril filtreden gecirildi ve steril olarak +4 °C’de
saklandi. Final hacim 4 ml olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 1 ml alinip
enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

Elastaz: Steril toz seklinde bulunan 5 mg tip E pankreatik elastaz (90 U), 5
ml HBSS’de ¢oziiliir. Stok soliisyon, 10 adet 0,5 ml’lik steril plastik tiiplere boliindii
ve -20 °C’de sakland1. Her plastik tiip 2 kullanimlik olacak sekilde ayarlandi. Her
tiipte 0,0625 mg/ml elastaz olacak sekilde, 250 pl stok soliisyon enzim ayrisma
soliisyonu ile 4 ml’ye tamamlandi.

ST1 : Soliisyon 0,25 mg/ml olacak sekilde, 5 ml HBSS soliisyonu icerisinde 5
mg STI Tip I-S tartihp c¢oziildii. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden gecirildi ve +4
9C’de saklandi. Final hacim 4 ml olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 1 ml
alinip enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

Kollajenaz Tip I-A: Steril toz seklinde bulunan 100 mg kollajenaz (125 U),
12,5 ml HBSS’de coziildii. Stok soliisyon 25 adet 0,5 ml’lik steril plastik tiiplere
béliindii ve -20 °C’de saklandi. Her tiip 2 kullanimlik olarak ayarlandi. Her tiipte 0,5
mg/ml kollajenaz olacak sekilde, 250 pl stok soliisyon, enzim ayrisma soliisyonu ile
4 ml’ye tamamlandi.

Bovine Albumin : Soliisyon 2 mg/ml olacak sekilde, 5 ml HBSS soliisyonu
icerisinde 80 mg albumin tartihip coziildii. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden
gecirildi ve +4 °C’de saklandi. Final hacim 4 ml olacak sekilde her kullanimda bu
stoktan 0,5 ml alinip enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

Bu stoklardan alinan hacimler, final hacim 4 ml olacak sekilde Tablo
3.3.1.’deki gibidir.

Tablo 3.3.1.: Enzim Ayrigsma Soliisyonu Bilesenleri ve Miktarlar

STi | Hepes | Ca*™ | BSA | Elastaz | Kollejenaz | HBSS | TOPLAM

1 ml 1 ml 0,5ml | 0,5ml | 250 wl 250 ul 0,5 ml 4 ml

3.3.2. Metod

Hiicrelerin izolasyonu: Ratlar, steril kosullar altinda eter anestezisi
uygulanarak torasik aorta ve abdominal aortanin iist kismi disseke edildi. Aorta buz
icindeki steril bir petri kabi icine alindi. Petriye transfer medyumu konuldu.
Enjektore ¢ekilen 5 ml transfer medyumu ile aortanin i¢ ¢eperi yikandi. Bu sayede
kan ortamdan uzaklastirildi. Bu asamadan sonraki tiim islemler UV ile steril edilmis
ayr1 bir odada, buz i¢inde ve disseksiyon mikroskobu altinda, steril mikro-cerrahi set
yardimiyla yapildi. Aorta segmenti transfer medyumu igeren temiz bir parafinli petri
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kabina alindi. Aorta, boyuna olacak sekilde toplu igneler yardimiyla parafin bloga
tutturuldu. Disseksiyon mikroskobu altinda steril mikro doku makasi ve ince uclu
pens yardimiyla aortanin dis kismindaki yaglar ve venoz yapilar temizlendi. Aorta
boyuna kesildi ve dikdortgen seklinde acilarak hafif gerilmis vaziyette uglarindan
toplu igneler ile parafin bloga tutturuldu. Aortanin dis kismindaki kilcal damarlar
kesilerek alindi. Kalan yag parcalari tamamen temizlendikten sonra steril bir bistiiri
yardimiyla aortanin dis1 kazindi. Yaklasik olarak aortanin distaki 1/3’liik kismi bu
sekilde temizlendi. Bu sayede, dis damar duvarindaki adventisya dokusunu ortamdan
uzaklagtirildi. Disseksiyon mikroskobu altinda adventisya dokusu ortamdan
uzaklastirdiktan sonra petri kabi icerisindeki aortun i¢ kismi pamuklu bir ¢ubuk ile
hafifce siyrildi. Bu islem birka¢ kez tekrarlandi. Bu sayede aortun liimenine bakan
tek katli epitel dokusu ortamdan uzaklastirildi. Adventisya ve endotel ortamdan
uzaklastirildiktan sonra aorta transfer medyumu ile yikandi ve icinde steril transfer
medyumu bulunan 1,5 ml’lik plastik tiipe alindi. Plastik tiip, buz icinde hiicre
kiiltiiriiniin yapildig1 ortama tagindi.

3.4. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii (105)

3.4.1. Kullamlan Soliisyonlar

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Dengeli Tuz Soliisyonu): Kalsiyum
ve magnezyum icermeyen HBSS soliisyonu 0,4 g/l potasyum klorid, 0,06 g/L.
potasyum fosfat, 8,0 g/l sodyum klorid, 0,04788 g/L. sodyum fosfat, 1,0 g/LL D-
glukoz icermektedir.

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

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu: Soliisyon, 10,000 U penisilin, 10 mg
streptomisin icermektedir.

Kiiltiir Ortamu (Besi Yeri) Hazirlanmasi: Besi yeri olarak Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) kullanildi. Soliisyon 425 ml medyum iizerine 50
ml fetal bovine serum (%10), 5 ml (%1 v/v) penisilin-streptomisin, L-glutamin 0,584
g/L. olacak sekilde, 20 ml saf DMEM’de c¢oziilerek hazirlandi. Soliisyon steril
filtrelerden gecirildi ve her siseye 10 ml konuldu. Konsantrasyonu 25 mM olacak
sekilde 5,9625 g Hepes tartildi ve 20 ml saf DMEM i¢inde ¢oziiliip steril filtrelerden
gecirildi. Her siseye 20 ml konuldu. Sonucta toplam 500 ml’lik besi yerleri
hazirlandi.

3.4.2. Metod

Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii: Plastik tiip icindeki temiz aorta ve transfer
medyumu steril kiiltiir kabini icerisinde 15 ml’lik doku petrilerine transfer edildi.
Transfer medyumu otomatik pipet ile cekilerek ortamdan uzaklastirildi. Aorta iki
adet steril bistiiri yardimiyla toplu igne basi biiyiikliigiinde kiiciik pargalara ayrildi.
Bu sayede enzimle reaksiyona girecek olan dokunun yiizey alani arttirilmis oldu.
Daha 6nceden hazirlanms ve 37 °C sicakliga getirilmis 4,0 ml EAS petriye eklendi.
Petrinin etrafi parafilm ile sarildi ve 37 °C’lik etiivde, 45 dakika hafifce calkalanarak
inkiibe edildi. Bu siire icerisinde diiz kas dokusu, enzimler yardimiyla diiz kas
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hiicrelerine ayristirilmaya ¢alisildi. 45 dakika sonunda petri etiivden ¢ikarildi ve steril
kiiltiir kabini icerisine alindiktan sonra 10 ml’lik plastik enjektore cekilen doku
stispansiyonu 5-6 kez 14 um’lik ¢elik u¢lu kaniilden gecirilir. 14 pm’lik metal kaniil
diiz kas hiicrelerinin mekanik etkiyle birbirinden ayrilmasini kolaylastirmak icin
kullanildi. Petri kabina EAS’nin 2 kat1 (8 ml) medyum eklendi. Bu sayede enzim
konsantrasyonu diliie edilmis oldu. Toplam hacmi 12 ml olan hiicre siispansiyonu 15
ml’lik steril plastik tiiplere alindi ve 200g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra steril ortamda siipernatan kismi tamamen ¢ekilerek atildi. Dipteki pellet 10 ml
medyum ile tekrar resiispanse edildi. 200g’de 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki
slipernatan atildi. Bunun amaci ortamda diliie halde kalan ve dokuyu yikan enzimleri
(elastaz, kollejenaz) tamamen ortamdan uzaklastirmaktir. Hiicre pelletleri 1s1 ile
inaktive edilmis 3 ml DMEM ile resiispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonu 12,5
cm”lik doku kiiltiir flaskina transfer edildi. Bu flask 37 °C’de nemlendirilmis %5
CO,-% 95 atmosfer hava iceren inkiibatérde inkiibe edildi. Hiicrelerin tutunmalarim
kolaylastirmak i¢in ilk 24 saat hiicrelere dokunulmadi. Primer kiiltiir 2. giinden
itibaren rutin olarak her giin invert kontras mikroskopi ile incelendi. Ilk hiicrelerin
flaskta goriinmesi icin 3-5 giin beklendi. Bu zaman igerisinde hiicrelerde herhangi bir
enfeksiyonun olup olmadigi kontrol edildi. ilk hiicreler tutunmus olarak flaskta
goriindiigii giin veya en geg¢ 4-5. giiniin sonunda ortamdaki doku yikintilar1 ve hiicre
atiklarin1 ortamdan uzaklastirmak icin bir defaya mahsus olmak iizere hiicreler 3 ml
medyum ile bir kez yikandi. Daha sonra hiicreleri taze medyum ile beslemek
amaciyla 5 ml 37 OC sicaklikta medyum eklendi. Medyumlar 24-72 saat araliklar ile
rutin olarak degistirildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon): Hiicreler 75 cm”lik hiicre
kiiltiirii  flasklarinda biiyiitiildii. Pasajlanacak olan hiicrelerin bulundugu Kkiiltiir
kabinin medyumu ¢ekildi. Hiicreler 37 0C’ye getirilmis 10 ml steril PBS ile 1 kez
yikandi. Daha sonra PBS aspire edildi. 1 ml 1X tripsin-EDTA flaska konuldu ve 37
C’lik etiivde 2-3 dakika inkiibe edildi. Uzerine 10 ml medyum eklendi ve 4-6 sefer
10 ml’lik steril pipetden gecirildi. Toplam 11 ml’de bulunan hiicreler 1’er ml
seklinde 10 tane 60 mm’lik petrilere ve 1 tane 75 cm”lik flaska pasajlandi. 24 saat
sonra medyumlar1 degistirildi.

Hiicre Saymmm ve Hiicre Canlihigir Testi: Hiicre kab1 icerisindeki hiicreler
tripsinize edildi ve santrifiij sonrasi dipte olusan pellet 3 ml medyum ile siispanse
edildi. 100 pl hiicre siispansiyonu, 100 ul % 0,5’lik tripan blue ile siispanse edildi.
Hiicreler Thoma lamina alindi ve mikroskopta 20X’lik biiylitmeyle incelendi.
Membrant mavi boyanan hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler canli olarak kabul
edildi.

Hiicre sayimi icin dipte kalan pellet 1 ml medyum ile siispanse edildi.

Resiispansiyondan Thoma lamina damlatildi ve 5 farkli alan sayilip toplandi. Toplam
say1 5’e boliindii ve ¢ikan deger 10° ile carpilip 1 mlI’deki hiicre sayisi hesaplandi.
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3.5. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinositokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1. Hiicrelerin Iimmiinohistokimya Preparatlar1 Haline Getirilmesi

Deneyde kullanilan lamlar % 70’ lik alkolden gecirildi. Distile su ile yikandi,
kurutuldu ve otoklavlandi. Steril lamlar iizerine steril ortamda 2 alan isaretlendi. 25
cm”lik hiicre flaski tripsinize edildi ve santrifiij sonrasi dipte kalan pellete 2 ml
medyum eklenildi ve resiispanse edildi. Isaretli alanlara bu siispansiyondan 100 pl
ekildi. Lamlar biiyiik steril petrilere konuldu ve agzi1 kapali olacak sekilde etiivde
inkiibe edildi.

Preparatlarin bir giin sonra medyumu degistirildi ve hiicre yogunluklari
kontrol edildi. Hiicreler tamamen cama tutunduktan ve ylizeyi kapladiktan sonra
hiicre medyumu cekildi ve Ca**-Mg** icermeyen HBSS ile yikandi. Steril PBS ile
tekrar yikanan lamlar oda 1s1sinda kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar -20 0C’ye
kaldirildi. Preparat {izerinde tutunan hiicre olup olmadigin1 anlamak ig¢in
hemotoksilen eozin boyasiyla preparatlarin bir kismi boyandi1 ve hiicre dagilimlarina
bakildi.

Immiinohistokimyasal analizler icin preparatlar 4 gruba ayrildi.

p—

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

2. Izotip kontrol icin sekonder antikor olan fare kaynakli IgG2a’nin 1/800 ve
1/1600 diliisyonlar: ¢aligildi.

3. Endotel hiicrelerini gostermek icin Von Willebrand faktor primer antikorunun
1/500 ve 1/1000 diliisyonu calisildi.

4. Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gostermek i¢in diiz kas a-aktin primer antikorun

1/800 ve 1/1600 diliisyonu calisildi.

3.5.2. Kullamlan Soliisyonlar

Immiinohistokimya icin hazir kit, diiz kas boyamalari icin fare kokenli o-diiz
kas spesifik aktin antikoru, endotel boyamalar1 icin fare kokenli Von Willebrand
faktor antikoru, antikor diliisyonlar i¢in antibody diliient, sekonder antikor olarak da
fare kokenli horse radish peroksidaz enzimiyle isaretli [gG2a antikoru kullanildi.

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer salin, 10 X konsantre): TBS soliisyonu
hazirlamak icin 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 ml distile suda ¢oziindii. Soliisyonun

pH’s1 HCl ile 7,4°e ayarlanir. Final hacim 1000 ml olarak distile su ile tamamlandi.

TBS (1 X): TBS stok soliisyondan (10X ) 100 ml alinip 1L’ ye tamamlandi.
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3.5.3. Metod
Immiinohistokimyasal analiz icin asagidaki protokol takip edildi.
Hazirlanan preparatlar aseton tanklarina konuldu ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi.
Aseton tanklarindan ¢ikarilip 20 dakika oda 1s1sinda kurutuldu.
TBS ile oda 1sisinda 3 kez 5 dakika yikandi.
5 dakika bloklama soliisyonuyla blokland.
Primer antikor damlatilip 45 dakika beklendi.
3 kez TBS ile 5 dakika yikand.
Sekonder antikor eklenip 30 dakika beklendi.
3 kez TBS ile 5 dakika yikandi.
Sekonder antikora baglanmasi i¢in enzim (biyotin- HRP kompleksi) verildi ve 30
dakika inkiibe edildi.
Enzime Amino Etil Karbizol (AEC) substrat1 verilip 3-5 dakika inkiibe edildi.
Preparatlar TBS ile yikandi, kurutuldu ve kayser jelatin ile kapatilip karanlikta
buz dolabinda saklandi.
Preparatlar mikroskop altinda incelenip fotograflanda.

YV VYV VVVVVVVY VY

3.6. VDKH Kiiltiirlerinin Western Blot Analizi icin Lizatlarinin Hazirlanmasi

3.6.1. Kullamlan Soliisyonlar

Enzim Ayrisma Tamponu: Enzim ayrisma tamponu 25 mM Tris HCI, pH
7,4, %1 Triton X-100, %10 Gliserol, 10 mM sodyum pirofosfat, 50 mM NaF, I mM
Na3;VO,, 1 mM Fenilmetilsiilfonil florid, 10 pgr/ml Leupeptin icermektedir.

PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre): 10 X konsantre PBS i¢in 2 g
KCl, 80 g NaCl, 14,4 g Na,HPO,, 2 g KH,PO, tartilip 1L distile suya tamamlandi.
pH’s1 7,4’e ayarlanir. Kullanim esnasinda 1:10 oraninda sulandirildi.

3.6.2. Kullamlan Aktivatorler

Anjiyotensin II: Toz halindeki 1 mg Ang II 9,5 ml distile suda ¢oziildii (1x
10* M) ve 100 ul’lik aliquatlara béliiniip -20 °C’de saklandi. Kullamim esnasinda 2
ml serum icermeyen medyuma 100 nM konsantrasyon i¢in 20 ul eklendi.

3.6.3. Kullanlan Inhibitorler

Losartan: Toz halindeki losartan 4,6201 mg tartilip 10 ml PBS icinde
¢oziildii (10° M). 500 pl'lik aliquatlara boliiniip -20 °C’de saklandi. Inhibisyon
ortaminda 10~ M olacak sekilde diliie edilerek kullanildi.

AG1295: Toz halindeki 5 mg PDGF-Beta reseptor inhibitorii 4 ml DMSO
icinde ¢oziildii (10 mM). 50 ul’lik aliqualtara béliiniip -20 °C’de saklandi. Inhibisyon
ortaminda 10 uM olacak sekilde diliie edildi (87).

GF109203X: Toz halindeki 250 ug PKC inhibitorii 1 ml DMSQO’da ¢oziildii

(5 mM). 100 pl'lik aliquatlara béliiniip -20 °C’de saklandi. inhibisyon ortaminda 5
uM olacak sekilde diliie edildi (106).

33



3.6.4. Metod

VDKH’leri 60 mm’lik petrilere pasajlandi. % 80-90 yogunluga gelinceye

kadar normoglisemik hiicreler normoglisemik (5 mM) medyumda, hiperglisemik
hiicreler hiperglisemik medyumda (25 mM) beslendi.

1. Yogunlugu % 80’e gelen hiicreler steril PBS ile bir kez yikandi.

2. Serum icermeyen 3 ml normolisemik ne hiperglisemik DMEM (pH 7.4)
hiicrelere eklendi ve 48 saat inkiibe edildi.

3. 60 mm’lik petriler deneye uygun inhibitdr ve aktivatorler ile belirli zaman
periyotlarinda inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyonu bitirmek icin buz iizerinde medyum hizli bir sekilde aspire
edildi.

5. 3 ml 1X PBS ile 2 kez yikand1 ve PBS ortamdan uzaklastirildi.

6. 300 pl buz soguklugunda ayrisma tamponu eklendi.

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

8. Ultrasonik homojenizator ile 9000 rpm’de 10 saniye sonike edildi.

9. Santrifiijde +4 C’de 150000 rpm’de 10-15 dakika santrifiij edilir.

10. Temiz siipernatan kismi western blot analizi i¢in kullanildi.

3.7. Protein Miktarimin Tayin Edilmesi

3.7.1. Protein Olciim Kitinin Prensibi

Bu yontem ilk defa 1976 yilinda Analytical Biochemistry dergisinde Bradford

tarafindan gosterilmistir. Proteinler asidik ortamda coomassie brillant blue G-250’e
baglandiklari zaman 595 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Verdigi
absorbans spektrofotometrede ol¢iilmektedir.

3.7.2. Kullanilan Malzemeler

Hiicre Lizis Tamponu:

10 mM Tris, pH 7.4,

100 mM NacCl (Sodyumkloriir),

1 mM EGTA (Etilenbis (oksietilennitrilo) tetraasetikasit),
1 mM EDTA (Etilen diamin tetra asetikasit),
1 mM NaF (Sodyumflorid),

20 mM NasP,07 (Sodyumpirofosfat)

2 mM Na3VO, (Sodyumortovanadat),

0.1 % SDS (Sodyum dodesil siilfat),

1 % Triton X-100,

10 % Gliserol,

1 mM PMSF (Fenilmetansulfonilflorid).

Hiicre Lizis Tamponu, yukaridaki konsantrasyonda olacak sekilde 1L hazirland1

ve 15’er ml’lik plastik tiiplere boliindii. Hiicre lizis tamponu kullanilmadan 6nce taze
olarak proteaz inhibitdr kokteyli (calbiochem, cat# 539131, 1x kokteyl 1uM
Leupeptin, 1pg/ml Aprotinin, 1pM E-64, 500 uM EDTA, 500 puM AEBSF
icermektedir ) eklendi.
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3.7.3. Protein Miktar Tayininda Kullanilan Standart Grafigin Hazirlanmasi

Immunglobulinler 1.34 mg/ml olarak kitin i¢inde hazir verildi. Bu stoktan 2,
4, 8, 12, 16, 20 ul alinarak 1 ml’de diliisyonlar yapilarak standarlar hazirlandi.
Hazirlanan standartlarin konsantrasyonlar: sirasiyla 26.73 pg/ml, 21.38 pg/ml, 16.08
pg/ml, 10.72 pg/ml, 5.36 ug/ml, 2,68 pg/ml’dir. Standartlarin sirasiyla absorbans
degerleri 0.568, 0.499, 0.365, 0.292, 0.205, 0105°dir.

Protein 6l¢iimii i¢in kitin icinde hazir olarak verilen protein boyama reagent
5:1 oraninda karistirilarak hazirlandi.

Standart soliisyonundan 10 pl ve 1ml protein 6l¢iim kitinden pipetlenerek
karistinildi. Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
standartlar kendi koriine karst 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede ayni anda
okundu. Tiim protein standartlart ¢ift calisildi ve sonuglarin ortalamalar1 alindi.
Okunan absorbans degerlerine gore standart grafigi cizildi (Sekil 3.7.1). Elde edilen
dogru yardimiyla sonuglar mililitredeki mikrogram protein miktar1 olarak saptandi.

Protein Standart Grafigi v = 4, 962y - 3 542
R =0,0923

- M
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ﬁ o
: o
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Sekil 3.7.1.: Protein Standart Grafigi

3.7.4. Numunelerin Protein Miktar Tayini:

Hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan lizatlar protein tayini i¢in kullanildi. Bio-Rad
protein Ol¢iim kiti 1:5 oraninda diliie edildi. Hazirlanan her bir lizattan 5 ul alinip
diliie edilmis protein 6l¢iim kitinin 1 ml’sine pipetlendi. Oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda numuneler ¢ift kontrollii olarak
spektrofotometrede 595 nm’de koriine kars1 okundu. Elde edilen absorbans degerleri,
standart grafigin yardimi ile 6rneklerin mililitresindeki mikrogram protein miktarinin
tayininde kullanilda.
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3.8. Jak2/STAT 1 Fosforilasyonun SDS-PAGE ve Western Immiinoblot Analizi:

Rat aortik diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Ang II uyarimi sonrasinda MAPK
fosforilasyonu ve bu fosforilasyonda PLC ve PKC’ nin rolii western blot teknigi
uygulanarak belirlendi.

3.8.1. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Ayrisma jeli tamponu ( Resolving Buffer ) (1,5 M Tris pH 8,8): Tris 9,085
g tartildi ve 20 ml distile su icinde ¢oziildii, pH 1,5 M HCl ile 8,8 e ayarland1 ve final
hacim 50 ml’ye tamamlandi. 0,2 g SDS tartilip soliisyona eklenip ¢oziildii. Soliisyon
+4 °C’de saklandi.

Yiikleme jeli tamponu ( Stacking Buffer ) (0,5 M Tris, pH 6,8): Tris 6,05
g ve 40 ml distile su icinde ¢oziildii, pH 1IN HCl ile 8,8’e ayarlandi. 0,4 g SDS tartilir
ve soliisyonda ¢oziildii. Soliisyon +4 °C’de saklandiginda 1 ay stabildir.

Akrilamid - Bisakrilamid Soliisyonu: Akrilamid 30 g ve bisakrilamid 0,8 g
tartildi, 100 ml distile su i¢inde ¢oziindii.

Amonyum persiilfat (%10; APS): Amonyum persiilfat 50 mg tartildi ve 0,5
ml distile su i¢inde ¢oziindii.

TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin): Amonyum persiilfattan
serbest radikaller olugsmasini  saglayarak akrilamid ve bis akrilamidin
polimerizasyonunu katalizleyen hazir soliisyon kullanildi.

3.8.2. Jelin Hazirlanmasi ve Gerekli Kimyasallarin Miktari
Bu calismada, ayrisma ve yiikleme kisimlarindan olusan iki farkli akrilamid
jel kullanildi.

Ayrisma Jeli (%10’luk): %9’ luk ayrisma jeli Tablo 3.8.1°de verilen
miktarlarin karistirilmasi ile elde edildi.

Tablo 3.8.1.: Ayrisma jeli tamponu ve miktarlari

% 9
Distile Su 8,7 ml
Resolving buffer (pH: 8,8) 5 ml
Akrilamid 6 ml
% 10 APS 0.1 ml
TEMED 0,025 ml
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Yiikleme Jeli (%5): Yiikleme Jeli Tablo 3.8.2° te verilen miktarlarin

karigtirilmasi ile elde edildi.

Tablo 3.8.2.: Yiikleme jeli tamponu ve miktarlari

% 5
Distile Su 3,050 ml
Stacking buffer (pH: 6,8) 1,250 ml
AKrilamid 0,650 ml
% 10 APS 0,025 ml
TEMED 0,005 ml

3.8.3. Jelin Dokiilmesi islemi

Jelin dokiilecedi camlar, iizerlerinde olabilecek partikiillerin jeli bozmamasi ve
proteinlerin diizgiin bir sekilde yliriimesini saglamak i¢in distile su ile yikandi, %
70’lik alkolden gecirildi ve kurutuldu.

Camlar hazir hale geldikten sonra on ve arka cam birlestirildi ve kiskaclar
yardimu ile sikistirildi.

Kiskaglara yerlestirilmis camlar jelin sizintisin1 engellemek icin camlarin alt
kismi bantlarin iizerine gelecek sekilde dikey olarak yerlestirildi ve {iisteki
mandala tutturularak iyice sikistirildi.

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

Jelin hava ile temasini kesmek ve diizgiin donmasini saglamak igin jelin
tizerindeki bos birakilan kisma distile su yavas yavas dokiildii.

Jel oda 1s1sinda yaklasik 60 dakika sonra katilagti. Ust jelin (yiikleme jeli) ilk 3
solisyonu karistirildi. Alt jelin iizerindeki distile su bosaltilarak kurutma kagidi
ile kurutuldu.

Iki cam arasma 10 kuyucuklu tarak yerlestirildi. Ust jele, APS ve TEMED
eklendi ve hizli bir sekilde karistirilarak iki cam plak arasina taraklarin ig¢inde

hava kalmayacak sekilde dokiildii.

Ust jel oda 1sisinda tamamen donduktan (yaklasik 20 dakika) sonra camlar
kiskacglarin icerisinden ¢ikarildi ve jel artiklar1 temiz bir kagit pecete ile silindi.

Jelin icerisinde bulundugu camlar iizerinde kutuplarin bulundugu kiskaclarin
icine yerlestirildi ve hemen elektroforez tankina alindi.
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3.8.4. Elektroforez islemi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Rediiklenmemis Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X
konsantre):Laemli tamponu i¢in 10 ml gliserol, 10 ml % 10 SDS, 1,25 ml 1 M pH
6,8 Tris, 7,5 ml B-merkaptoetanol ve brom fenol blue karistirilip 50 ml distile suya
tamamlandi. Numune ile 1:5 oraninda diliie edilir.

Calisma Tamponu ( Elektroforez Running Buffer, SX Stok Soliisyon): Tris
15 gr, 72 gr Glisin, 5 g SDS tartilir, 1000 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Elektroforez
asamasinda bu stok soliisyon 1:5 oraninda diliie edilmelidir.

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

e Ornekler ¢oziindiikten sonra protein konsantrasyonlarma gére 50 pg protein
olacak sekilde her numune 1.5 ml’lik ependorflara pipetlendi. Uzerine 5X laemli
sample buffer numunelerin hacimlerine gore ayarlanarak eklendi. Ornekler boya
ile iyice karistirildi.

e Hazirlanan oOrnekler 5 dakika kaynatildi. Bu islem esnasinda plastik tiiplerin
kapaklarinin agilmamasi icin etrafi parafilm ile sarildi.

Elektroforez islemleri

e Elektroforez tanki, elektroforez tamponu ile dolduruldu ve camlar arasindaki
taraklar cikartildi. Taragin olusturdugu kuyucuklarin igerisine girebilecek ince
ucla enjektor ile hava pipetlenerek kuyucuklar temizlendi.

e Jlk kuyucuga molekiil agirhiklart bilinen proteinlerden olusan karisim
pipetlendikten sonra diger kuyucuklara da 6rnekler yiiklendi.

e Orneklerin yiiklenmesi tamamlandiktan sonra uygun kutuplar baglanarak tankin
kapagi kapatildi. Tank gii¢ kaynagina baglandi ve akim 80 V, 65 mA ayarlanarak

elektroforez edildi.

e Yiikleme boyas jelden ¢iktiginda elektroforez sona erdirildi. Bu siire yaklasik 2
saat kadar siirdii.

® Yiikleme jeli kesilerek atildi.

® Proteinleri iceren ayirma jeli protein transfer tamponuna konuldu. Bu asamadan
sonra jel, proteinlerin membrana transferi i¢in hazir hale geldi.
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3.8.5. Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

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

Metanol: Transfer sirasinda membranin §ismesi ve yapisan proteinlerin
korunabilmesi i¢in gereklidir.

islemler :
¢ Nitroselilloz membran, kurutma kagitlar1 ve siingerler buz soguklugundaki
bloting tamponu ile 1slatildi ve 2-5 dakika tamponda bekletildi.

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

e Siingerin iizerine yine transfer tamponu ile doyurulan 3 adet kurutma kagidi
konuldu.

e Transfer kagidinin iizerine alt ve iist kistmlarina dikkat edilerek jel yerlestirildi.
e Jel iizerine nitroseliiloz membran yerlestirildi.
o Uzerine 3 adet daha transfer tamponu ile doyurulan kurutma kagid1 konuldu.

e Son olarak iizerine transfer tamponu ile doyurulan bir siinger daha konuldu ve bir
silindir yardimi ile sandvigin icindeki hava kabarciklar1 alindi. Sandvig¢ aparati
tizerinden sikistirilarak kapatildi.

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

e 1,5saat +4 °C’de 80 V’ta ve yaklasik 350 mA’de magnetik balik ve magnetik
karistirict yardimiyla karistirllarak ve her 30 dakika bir buz kabi degistirilerek
yiiriitiildii.

e 1,5 saat sonra sandvi¢ tanktan cikartildi ve bdylece membran antikor ile
isaretlemeye hazir hale getirildi.

3.8.6. Membranlarin Antikor ile isaretlenmesi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer salin, 10X konsantre): TBS soliisyonu
hazirlamak icin 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 ml distile suda ¢oziiniir. pH, HCI ile
7,4’e ayarlanir. Final hacim 1000 ml olarak distile su ile tamamlandi.

TBS (1 X): TBS stok soliisyondan (10X ) 100 ml alinip 1 L’ye tamamland.
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TBST (1X): TBS stok soliisyondan (10X) 100 ml alinip 1 L’ye tamamlandi.
Bu soliisyona 1 ml Tween-20 eklendi ve iyice karistirildi.

% 5’ lik Siit Tozu Cozeltisi (Bloklama Cozeltisi): %5’lik bloklama ¢ozeltisi
icin 0,5 gr yagsiz siit tozu tartilarak 10 ml TBS icerisinde ¢oziildii. Soliisyon 10
dakika magnetik karistiricida karistirilarak tam ¢éziinmesi saglandi.

Fosfo- Jak2 ve STAT1 Primer Antikoru: Primer antikor -20 °C’de
saklandi. Kullanim esnasinda 1:1000 diliisyon kullanildi. 5 ml TBST icinde 0,25 gr
yagsiz siit tozu ¢oziindii ve 5 ul primer antikor eklendi.

HRP (Horse - Radish Proxydase) konjuge anti-rabbit Sekonder
Antikoru: Enzim isaretli, rabbit kokenli sekonder antikor -20°C’de saklandi. 1:2000
oraninda diliie edilerek kullanildi. Bloklama ¢ozeltisinin 10 ml’sinde 5 pl sekonder
antikor ¢oziindii.

ECL (Enhanced Chemiluminescence): ECL-1 ve ECL-2 olmak iizere Kit
icinde bulunan kromojenik soliisyon 1:1 oraninda karistirildi. Kit +4 °C’de saklandi.

islemler:
e Membran, temiz ve membranin siabilecegi biiylikliikte bir petri kabinda TBST

ile yikandi.

¢ Membranin yiizeyini ortecek sekilde bloklama cozeltisi ilave edilerek 1 saat oda
1s1sinda ¢alkalayicr tizerinde hafifce ¢calkalandi.

e TBST ile 10 dakika 3 kez yikandi.

e Primer antikor ile membran yaklasik tiim gece +4 °C’de hafifce calkalayict
tizerinde calkalandi.

e Siire sonunda antikoru iceren ¢ozelti dokiildii ve membran 10 dakika da bir 3 kez
TBST ile hafifce calkalandi. Boylece zayif olarak baglanan ya da baglanamamis

antikorlar membran iizerinden temizlendi.

e Yikama islemi bittikten sonra TBST ortamdan uzaklastirildi ve enzim isaretli
sekonder antikor ile membran 1 saat calkalandi.

e | saat sonunda tekrar TBST ile 10 dakikada bir 3 kez yikama islemi yapildi.

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

e Membranlar izl bir sekilde temiz ve diizgiin bir yiizeye yerlestirildi. Uzerine
1:1 oraninda karistirilan ECL-1 ve ECL-2 tiim yiizeyi kaplayacak sekilde yayildi.

e Membranlar ECL ile yaklasik 3 dakika bekletildi.
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¢ Siirenin sonunda membran iizerindeki ECL temiz bir kagit peceteye emdirildi ve
membranlar strec film iizerine yerlestirildi

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

¢ Bu asamadan sonraki islemler karanlik odada yapildi.

3.8.7. Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi

Kullanilan Soliisyonlar:
Hyperfilm: Kemiliiminesan sinyallere yiiksek afiniteli film kullanildi.
Developer: Developer 1:10 oraninda diliie edilerek kullanildi.

Fiksatif: Fiksatif 1:10 oraninda dilue edilerek kullanildi.

Islemler:
e Kasete bantlanan membranin iizerine karanlik odada film konuldu ve 5 dakika
beklendi.

e Siirenin sonunda kaset acildi ve film membranin iizerinden almip karanlikta
developer icine konuldu. Filmin iizerinde sinyaller goriiniinceye kadar hafifce
salland.

¢ Daha sonra film developerdan alinip fiksatife konuldu. Bu asamadan sonra 151k
acilabilir.

¢ Fiksatiften ¢ikan film distile suyla yikandi ve kurumasi icin temiz bir yere asildi.
Filmler protein standartlarina gore degerlendirildi.
3.8.8. Sinyallerin Grafik Haline Doniistiiriilmesi
Filme aktarilan sinyaller, bilgisayar ortaminda Windows XP isletim
sisteminde calisan Scion Image programu ile grafik haline doniistiiriildii. Bir bandin

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

4.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu

VDKH’lerin izolasyonu ve primer kiiltiirii yapildiktan sonra hiicrelerin diiz kas
hiicresi oldugunu gosterebilmek amaci ile VDKH’lerin 2. kusak primer kiiltiirlerine
immiinohistokimya teknigi uygulandi. Primer Kkiiltiire aktarilan hiicreler lamlar
tizerinde iiretildi ve immunohistokimyasal karakterizasyon i¢in uygun preparatlar
haline getirildi.

Immiino preparatlar 4 gruba ayrilarak calisildi.

1. Kontrol Grubu: Immiinohistokimyasal analizlerde kontrol amaciyla
kullanildi. Kontrol gruplarinda hi¢bir boyamanin olmamasi boyamalarin primer
antikora spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1.1).

2. Izotip Kontrolii: Boyanmalarin sekonder antikordan kaynaklanmadigini
gostermek amaciyla kullanildi. Preparatlarda boyamanin olmamast sekonder
antikordan kaynaklanan boyamanin olmadigini, boyanmalarin primer antikora
spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1.1-2).

3. Von Willebrand Faktor Grubu: Izole edilip kiiltiire aktarilan hiicrelerde
endotel hiicresi bulunup bulunmadigim1 gostermek amaciyla, Von Willebrand Faktor
primer antikoru kullanilarak hiicreler boyandi. Preparatlarda kirmizi boyal1 alanlarin
olmayist izole edilen hiicrelerde endotel hiicresi bulunmadigint gostermektedir (Sekil
4.1.1-3).

4. a-Aktin Grubu: Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gosterebilmek amaciyla diiz
kas hiicrelerinin o-aktin’leri, VDK hiicrelerine spesifik o-aktin primer antikoruyla

boyandi. Preparattaki kirmizi boyali alanlar o-aktin’e spesifik diiz kas hiicrelerini
gostermektedir (Sekil 4.1.1-4). Sekil 4.1.1-4’deki kiiciik pencerede tek bir hiicredeki
o-aktin fiberleri net olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.1.1.: Vaskiiler Diiz Kas Hiicre Kiiltiirlerinin Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu. 1,

kontrol gruplarini; 2, izotip kontroliinii; 3, endotel hiicrelerinin von willebrand faktor
boyamalarini; 4, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin o-aktin’lerini gostermektedir. Boyali
alanlar kirmizi renkli goriinmektedir.

4.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarnmh Jak2/STAT1
Fosforilasyonunun Western Blot Sonuclari

4.2.1. VDKH’lerinde Ang II’'nin Jak2 Fosforilasyonu Uzerine Doz ve Zaman
Bagimh Etkileri

VDKH Kkiiltiirlerinde, Ang II'nin Janus aktive edici kinazlar1 aktive eden en iyi
konsantrasyonunu bulabilmek i¢in hiicre kiiltiirleri 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1000
nM farkli Ang II konsantrasyonlari ile 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicre
lizatlarindan western blot teknigi ile Jak2 aktivasyonlari incelendi. Sonuclara gore
kontrol gruplarina kiyasla 100 nM’a kadar fosforilasyon artis1, 1000 nM’da ise 10 ve
100 nM’a gore kismen fosforilasyon azalist gozlendi. Bu sonuctan yola ¢ikarak
Jak2’yi en iyi aktive eden Ang II konsantrasyon degeri 100 nM olarak bulundu (Sekil
4.2.1).
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Sekil 4.2.1.: VDKH’lerinde Ang II’nin farkli konsantrasyonlarimin Jak2 aktivasyonu iizerine
etkisi: A) Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuclarin1 B) Jak2 fosforilasyondaki
goreceli  artiglar1  gostermektedir. VDKH  kiiltiirleri  Ang  I'nin  farkli
konsantrasyonlarinda (1, 10, 100, 1000 nM) 5 dakika inkiibe edildi ve Jak2
aktivasyonlar1 incelendi. Jak2’yi en iyi aktive eden Ang II konsantrasyonun 100 nM
oldugu saptandi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.)

Ang II'nin VDKH Kkiiltiirlerinde Jak2’yi 100 nM konsantrasyonda maksimum
aktive ettigi belirlendikten sonra bu konsantrasyonda hiicre kiiltiirleri 1, 5, 10 ve 30
dakika olmak iizere farkli siirelerde aktive edildi. Hiicrelerin Ang II uyarimli Jak2
aktivasyon siiresini belirlemek i¢in 100 nM Ang II ile farkl: siirelerde inkiibe edildi.
(Sekil 4.2.2). Kontrol grubunda bazal seviyede aktivasyon olurken 1. dakikadan
itibaren artarak baslayan 5. dakikada maksimum olan ve 30. dakikada azalan bir
aktivasyon seyri izlendi (Sekil 4.2.2). Sonug¢larrmiz 100 nM Ang I'nin 5.
dakikasinda Jak?2 aktivasyonun maksimum oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.2.2.: VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’nin Jak2 iizerine farkh siirelerde aktivasyonlari. A)
Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuglarimi B) Jak2 fosforilasyondaki goreceli
artislar1 gostermektedir. Hiicreler 100 nM Ang II ile farkli siirelerde (1, 5, 10 ve 30
dakika) stimiilasyon sonrast hazirlanan hiicre lizatlarindan Jak2 fosforilasyonlari
incelendi. Kontrol grubunda bazal seviyede aktivasyon goriildii. Jak2 aktivitesinde 1.
dakikadan itibaren artarak baslayan, 5. dakikada maksimum olan ve 30. dakikada azalan
bir seyir izlendi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.)

4.2.2. VDKH’lerinde Ang IT’nin Stat1 Fosforilasyonu Uzerine Doz ve Zaman ve
Bagimh Etkileri

Ang II’nin, vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Statl iizerine aktive eden en
1yl konsantrasyonunu belirlemek icin hiicre kiiltiirleri 1, 10, 100 ve 1000 nM farkli
Ang II konsantrasyonlar: ile 5 dk stimiile edildi. Inkiibasyon sonunda hazirlanan
hiicre lizatlarinda Statl aktivasyonlar1 western blot teknigi uygulanarak incelendi.
Western blot sonuglarina gore kontrol gruplarina gore 100 nM’a kadar fosforilasyon
artist saptandi. 1000 nM’da ise kismen fosforilasyon azalis1 gozlendi. Statl’i en iyi
aktive eden Ang II konsantrasyonu 100 nM olarak bulundu ($ekil 4.2.3).
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Sekil 4.2.3.: VDKH’lerinde Ang II’nin farkli konsantrasyonlarinin Statl aktivasyonu iizerine

etkisi: A) Statl aktivasyonuna ait western blot sonu¢larim1 B) Statl fosforilasyondaki
goreceli artiglar1 gostermektedir VDKH’leri 1, 10, 100, 1000 nM Ang II
konsantrasyonlariyla uyarildi. Uyarim sonrasi1 Statl fosforilasyonlar1 westen blot teknigi
ile incelendi. Statl’i en iyi aktive eden Ang II konsantrasyonun 100 nM oldugu goriildii
(Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.)

Ang II'nin VDKH’lerinde Janus kinazlarin alt iletim yolu olan Statl’i 100

nM konsantrasyonda maksimum aktive ettigi belirlendi. Hiicre kiiltiirleri 100 nM
Ang Il ile 1, 5, 10 ve 30 dakikalarda siirelerde aktive edildi. Aktivasyon sonunda
hiicre lizatlar1 hazirladi ve western blot teknigi uygulanarak Statl aktivasyonlari

incelendi. Yine Jak2 aktivasyonuna benzer sekilde kontrol grubunda bazal seviyede

aktivasyon goriiliirken 1. dakikada aktivasyon artis1 saptandi. 5. dakikada aktivasyon

maksimum seviyeye ciktiktan sonra 30. dakikada diisiis goriildii. (Sekil 4.2.4).

Western blot sonuglarimiz iist iletim yolu olan Jak2 fosforilasyonuna benzer sekilde
100 nM Ang II'nin 5. dakikasinda STAT1 aktivasyonunun maksimum oldugu
saptandi.
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Sekil 4.2.4.: VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’'nin STAT1 iizerine farkl siirelerde aktivasyonlari. A)
Statl aktivasyonuna ait western blot sonuglarint B) Statl fosforilasyondaki goreceli
artislar1 gostermektedir Hiicreler 100 nM Ang II ile yukaridaki siirelerde inkiibe edildi
ve STATI1 fosforilasyonlar1 incelendi. VDKH kiiltiirlerinde 100 nM Ang II'nin 5.
dakikada STATI’i maksimum fosforilledigi saptandi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir
tanesini gostermektedir.)

Bu asamadan sonraki bulgularda Jak2-STATI1 fosforilasyonu icin Ang II’nin
100 nM konsantrasyonu ve 5 dakikadaki siiresi kullanilmistir.

4.2.3. VDK Hiicrelerinde Ang II'nin ATl Reseptorii Uzerinden Jak2
Fosforilasyonu
Ang II'nin Jak2’yi fosforile eden sinyallerinin AT1 reseptorii iizerinden
gerceklestigi  gostermek icin  AT1 inhbitorii olan losartan kullanilarak Jak2
fosforilasyonuna baklildi (Sekil 4.2.5).

Birinci band higbir uyarim olmadan kontrol olarak kullanilan VDKH’lerini
gostermektedir.

Ikinci band da VDKH kiiltiirleri 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarim sonrasi
Jak?2 aktivasyonunu gostermektedir.
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Ug:ﬁncﬁ band da VDKH Kkiiltiirlerine 107 M, 10 dakika losartan eklendi ve
hiicreler Ang II ile 5 dakika aktive edildi. Hiicrelerde Ang II uyarimi oldugu halde
ATI reseptorii inhibe oldugu icin Jak2 fosforilasyonunun kontrol seviyesinde kaldig
saptandi.

p-Jak2 ™

Kontrol Ang II Ang II +
Losartan

p-Jak2
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Sekil 4.2.5. : VDKH Kkiiltiirlerinde Ang I’nin Jak2 fosforilasyonunda AT1 reseptoriiniin rolii.
A) Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuglarin1 B) Jak2 fosforilasyonundaki goreceli

Fosforglasyondaki Goreceli Artiglar

Kontrol Ang |l Ang Il + Losartan

artiglar1 gostermektedir. 1. band hicbir aktivasyon ve inhibisyonun olmadig: alan kontrol
hiicreleri, 2. band 100 nm Ang II ile uyarilan hiicreleri ve 3. band da 10 M losartan ile
inkiibe edildikten sonra 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarilan hiicrelerin western
sonuglarin1 gostermektedir (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir).

4.2.4. VDKH’lerinde Ang IT’nin AT1 Reseptorii Uzerinden Stat1 Fosforilasyonu

Ang II uyarimh Statl’i fosforile eden sinyallerinin AT1 reseptorii lizerinden
gerceklestigi gosterildi (Sekil 4.2.6.). Birinci band hi¢bir uyarim olmadan kontrol
olarak kullanilan VDKH’lerinin, ikinci band VDKH Kkiiltiirleri 100 nM Ang II ile 5
dakika uyarilan hiicrelerin, tigiincii band da 10° M, 10 dakika losartan eklendikten
sonra Ang II ile 5 dakika uyarilan hiicrelerin western sonuglarin1 gostermektedir.
Uciincii band da hiicreler Ang II uyarimi oldugu halde AT1 reseptorii inhibe oldugu
icin Statl fosforilasyonunun kontrol seviyesinde kaldigi gosterildi.

48



p-Statl p91 =
p-Statl p84 =

A Kontrol Ang II Ang Il +
Losartan

p-Stat1

40

35

30
25 1
20

15

10

51

Fosforilasyondaki Goreceli Artiglar

0
B Kontrol Angll Ang Il + Losartan

Sekil 4.2.6.: VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’nin Statl fosforilasyonunda AT1 reseptoriiniin rolii.
A) Statl aktivasyonuna ait western blot sonuclarin1 B) Statl fosforilasyondaki goreceli
artislart 1. band VDKH Kkiiltiirlerinde hi¢bir aktivasyon ve inhibisyonun olmadig: alan
kontrol olarak kabul edildi. 2. band da hiicreler 100 nm Ang II ile uyarildi ve Statl
fosforilasyonu izlendi. 3. band da hiicreler 10” M losartan ile inkiibe edildi ve ardindan
100 nM Ang II ile 5 dakika uyarildi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini
gostermektedir.)

4.2.5. VDKH’lerinde Yiiksek Glukozun Ang II uyarimh Jak2 Fosforilasyonuna

Etkisi

Yiiksek glukozun Ang II uyarimli Jak2 fosforilasyonuna etkisini arastirmak
icin %80-90 konfluent olmus hiicreler 48 saat serumdan yoksun normal glukoz (5.5
mM) ve yiiksek glukoz (25 mM) medyum icinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
hiicreler 100 nM Ang II ile 5 dakika aktive edildi. Aktivasyon sonunda hiicre
lizatlarinin Jak?2 aktivasyonlar1 incelendi. Ang II’ye cevaben yiiksek glukozda inkiibe
edilen hiicrelerin Jak2 aktivasyonu, normal glukozda inkiibe edilenlere gore artmis
olarak bulundu. Ek olarak yiiksek glukozda inkiibe edilen hiicrelerin bazal
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seviyelerindeki Jak2 aktivasyonu normal glukozda inkiibe edilen kontrol grubundaki
hiicrelere gore artis gozlenmistir (Sekil 4.2.7) .
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Sekil 4.2.7.: VDKH’lerinde Yiiksek Glukozun Ang II uyarimh Jak2 Fosforilasyonuna Etkisi. A)
Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuglarimi B) Jak2 fosforilasyondaki goreceli
artiglar1 gostermektedir. (NG:Normoglisemik, HG:Hiperglisemik ortam) flk 2 band
serumdan yoksun normal glukozlu, son 2 band ise yiiksek glukozlu serumdan yoksun
medyum ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin Ang II ile uyarim sonrasi Jak2’nin
aktivasyon sonuclarin1 gostermektedir  (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini
gostermektedir).

4.2.6. VDKH’lerinde Yiiksek Glukozun Ang II uyarimh Statl Fosforilasyonuna

Etkisi:

Yiiksek glukozun Ang II uyarimli Statl fosforilasyonuna etkisini arastirmak
icin hiicreler 48 saat normal glukoz (5.5 mM) ve yiiksek glukoz (25 mM) serumdan
yoksun medyum iginde inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben hiicreler Ang II ile 5
dakika uyarildi ve hiicre lizatlar1 hazirlandi. Lizatlardan elde edilen western
sonuglarina gore yiiksek glukozda inkiibe edilen hiicrelerin Ang II’ye cevaben Statl
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aktivasyonu, normal glukozda inkiibe edilenlere gore artmis olarak bulunmustur.
Ayrica yiiksek glukozda inkiibe edilen hiicrelerin bazal seviyelerindeki Statl
aktivasyonu normal glukozda inkiibe edilen kontrol grubundaki hiicrelere gore de
artis gozlenmistir (Sekil 4.2.8)

p-Statl po1 = -
p-Statl p84 =

Kontrol Ang II Kontrol Ang II
5 dk 5 dk
A ~ ~ ~ ~ -
Normal Glukoz Yiksek Glukoz
p-Stat1
S
o 80
< 70 |
8 60
o
:0 50
(&)
g 40
S 30
c
% 20
= 10 ORI
<)
'.g O T T T
LB NG-Kontrol NG-Ang 11 5 dk. HG-Kontrol HG-Ang II 5 dk

Sekil 4.2.8.: VDKH’lerinde Yiiksek Glukozun Ang II uyarimh Statl Fosforilasyonuna Etkisi: A)
Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuglarimi B) Jak2 fosforilasyondaki goreceli
artiglar1 gostermektedir. (NG:Normoglisemik, HG:Hiperglisemik ortam) {lk 2 band
normal glukozlu, son 2 band ise yiiksek glukozlu serumdan yoksun inkiibe edilen
hiicreleri gostermektedir. 48 saat inkiibasyon sonunda hiicreler 100 nM Ang II ile 5
dakika aktive edildi. Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirladi ve western blot ile
Statl aktivasyonlar: incelendi (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini géstermektedir).

4.2.7. VDKH’lerinde Ang II uyarimh Jak2 Fosforilasyonunda PKC ve PDGF-$3
Reseptoriiniin Rolii

Ang II uyarimli Jak2 fosforilasyonunda PKC ve PDGF- reseptoriiniin roliinii

arastirmak i¢in spesifik inhibitorleri GF109203X (PKC inhibitorii) ve AG1295

(PDGEF- reseptor inhibitorii) kullanildi. Hiicreler normoglisemik ve hiperglisemik

medyum icinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 hiicreler 100 nM Ang II ile

5 dakika stimiile edildi. Sekil 4.2.9. ve 4.2.10°da gosterildigi sirada; kontrol gruplari
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herhangi bir aktivator veya inhibitor kullanilmadigi bazal aktivitelerini
gostermektedir. Ang II gruplarinda hiicreler sadece 100 nM Ang II ile 5 dakika
aktive edildi .Ang II + DMSO gruplarinda hiicreler GF109203X’in ve AG1295’in
icinde ¢oziindiigii DMSO ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile 5 dakika
uyarildi. Ang + AG1295 gruplarinda hiicreler 10 uM AG1295 ile 30 dakika inkiibe
edildikten sonra Ang II ile 5 dakika uyarildi.. Ang II + GF109203X gruplarinda ise
hiicreler 5 uM GF109203X ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile 5 dakika
uyarildi.

Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirlandi ve western blot teknigi
uygulanarak Jak2 aktivasyonlari incelendi. Yiiksek glukoz ve diisiik glukozda inkiibe
edilen hiicrelerin Ang II uyariml Jak2 aktivasyonunda, PKC inhibitorii GF109203X
ve PDGF- reseptorii inhibitorii AG1295 sonrasi herhangi bir inhibisyon goriilmedi
(Sekil 4.2.9., Sekil 4.2.10).
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Sekil 4.2.9: VDKH’lerinde Ang II uyarimh Jak2 Fosforilasyonunda PKC ve PDGF-§
Reseptoriiniin Rolii: A) Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuclarini B) Jak2
fosforilasyonundaki goreceli artiglar1 gostermektedir. Hiicreler serumdan yoksun normal
glukozlu (NG) medyumda 48 saat inkiibe edildikten sonra Ang II ile 5 dakika uyarildi.
Yukarida sekilde gosterildigi gibi gruplar sirasiyla kontrol hiicreleri, 100 nM Ang II ile
uyarilan hiicreleri, DMSO ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreleri, AG1295 ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan hiicreleri,
GF109203X ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan hiicreleri
gostermektedir. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir).
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Sekil 4.2.10. : VDKH’lerinde Ang II uyarimh Jak2 Fosforilasyonunda PKC ve PDGF-§
Reseptoriiniin Rolii: A) Jak2 aktivasyonuna ait western blot sonuglarint B) Jak2
fosforilasyondaki goreceli artislar1 gdstermektedir. Hiicreler serumdan yoksun yiiksek
glukozlu (HG) medyumda 48 saat inkiibe edildikten sonra Ang II ile 5 dakika uyarildi.
Yukarida sekilde gosterildigi gibi gruplar sirasiyla kontrol hiicreleri, 100 nM Ang II
ile uyarilan hiicreleri, DMSO ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreleri, AG1295 ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan hiicreleri,
GF109203X ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan hiicreleri
gostermektedir. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gdstermektedir).

4.2.8. VDKH’lerinde Ang II uyarimh Statl Fosforilasyonunda PKC ve PDGF-8
Reseptoriiniin Rolii

Ang II uyarimlh Statl fosforilasyonunda PKC ve PDGF- reseptoriiniin roliinii
arastirmak icin spesifik inhibitorleri GF109203X ve AG1295 kullanildi. Hiicreler
normoglisemik ve hiperglisemik medyum icinde 48 saat inkiibe edildi ve Ang Il ile 5
dakika stimiile edildi. Sekil 4.2.11. ve 4.2.12.’deki gibi; kontrol hiicreler, sadece Ang
IT ile aktive edilen hiicreler, 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreler, 10 uM AG1295 ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreler, 5 uM GF109203X ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreler gosterilmektedir.
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Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirlandi ve western blot teknigi
uygulanarak Statl aktivasyonlar1 incelendi. Yiiksek glukoz ve diisiikk glukozda
inkiibe edilen hiicrelerin Ang II uyarimli Jak2 aktivasyonunda, PKC inhibitorii
GF109203X ve PDGF-f reseptorii inhibitorii AG1295 sonrasi herhangi bir
inhibisyon goriilmedi (Sekil 4.2.11., Sekil 4.2.12.).
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Sekil 4.2.11.: VDKH’lerinde Ang II uyarmmh Statl Fosforilasyonunda PKC ve PDGF-§
Reseptoriiniin Rolii: A) Statl aktivasyonuna ait western blot sonuglarin1 B) Statl
fosforilasyonundaki goreceli artiglar1 gostermektedir. Hiicreler serumdan yoksun
normal glukozlu (NG) medyumda 48 saat inkiibe edildikten sonra Ang II ile 5 dakika
uyarildi. Yukarida sekilde gosterildigi gibi gruplar sirasiyla kontrol hiicreleri, 100 nM
Ang II ile uyarilan hiicreleri, DMSO ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile
uyarilan hiicreleri, AG1295 ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreleri, GF109203X ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreleri gostermektedir. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir).

54



s RN e ——— g

p-Statl po1 =
p-Statl  p84 =

Kontrol Ang II AngII + AngII + Ang IT +
DMSO AG1295 GF109203X
~_ v
—
A ..
Yiiksek Glukoz
p-Stati
570
@
S 60
8 50
2
S 40
z
s 301
c
2.2
8
5101
(7]
20 ‘ ‘ ‘ ‘ !
B HG-Kontrol HG-Ang Il HG-Ang Il + DMSO HG-Ang Il + AG1295 HG-Ang Il + GF109203X

Sekil 4.2.12: VDKH’lerinde Ang II uyarimh Statl Fosforilasyonunda PKC ve PDGF-B
Reseptoriiniin Rolii: A) Statl aktivasyonuna ait western blot sonuclarini B) Statl
fosforilasyondaki goreceli artislar1 gdstermektedir. Hiicreler serumdan yoksun yiiksek
glukozlu (HG) medyumda 48 saat inkiibe edildikten sonra Ang II ile 5 dakika uyarildi.
Yukarida sekilde gosterildigi gibi gruplar sirasiyla kontrol hiicreleri, 100 nM Ang II
ile uyarilan hiicreleri, DMSO ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan
hiicreleri, AG1295 ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan hiicreleri,
GF109203X ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra Ang II ile uyarilan hiicreleri
gostermektedir. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini géstermektedir).
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TARTISMA

Ang II, vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerinde bir¢ok etkileri olan, damar
duvarin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiin kontroliinde rol alan ve vaskiiler
hastaliklarin altinda yatan patolojik mekanizmalar ile damar basincinin fizyolojik
diizenlenmesinde Onemli gorevleri olan bir oktapeptitdir (5). Ang II sinyal iletim
yollarinin incelenmesi vaskiiler hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasi ve yeni tedavi metotlarin gelistirilmesi acisindan 6nemlidir.

Bu calismada Ang IT uyarimli Jak2-STAT1 aktivasyonunda yiiksek glukozun
etkisine bakildi. Ayrica Ang II uyarimli Jak2-STATI1 aktivasyonunda PDGEF-
reseptor ve PKC enzimlerinin rolii de incelenmistir. Bunun i¢in rat aortik kdkenli diiz
kas hiicreleri izole edilmis ve primer kiiltiir ortamina aktarilmistir.

Izolasyonu ve primer kiiltiirii yapilan hiicrelerin diiz kas hiicresi oldugunu
gosterebilmek icin immiinohistokimya teknigi uygulandi. Hiicrelerin vaskiiler diiz
kas hiicresi icerigini gosterebilmek icin diiz kas aktin boyamalar1 yapilmistir. Izole
edilen hiicrelerin icgerisinde endotel hiicresi olup olmadigim1 anlamak amaciyla von
willebrand faktor boyamalar1 yapilmis ve hiicre iceriginde endotel hiicresi olmadigi
saptanmistir. Boyamalarin primer antikora spesifik oldugunu gostermek amaciyla da
izotip boyamalar1 yapilmis ve sekonder antikordan kaynaklanan istenmeyen
boyamalarin olmadig gosterilmistir.

Ang II'nin, VDKH Kkiiltiirlerinde Jak2 ve STAT1’i aktive eden en iyi
konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri Ang II'nin 1, 10, 100 ve
1000 nM farkli konsantrasyonlari ile 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kontrol gruplarina gore hem Jak2 hem de STATI fosforilasyonunda 100 nM’a kadar
artis saptanmustir. Uygulanan konsantrasyonlardaki fosforilasyon artislarindan en
yiiksek diizeyde aktive eden deger 100 nM olarak bulunmustur (Sekil 4.2.1.ve Sekil
4.2.3.).

Ang II’'nin VDKH Kkiiltiirlerinde Jak2 ve STAT1 yolunu maksimum aktive
ettigi 100 nM konsantrasyonda hiicre kiiltiirleri 1, 5, 10, 30 dakika siirelerde stimiile
edildi. Ang II'nin Jak2 ve STAT!’in siire bagimli aktivasyonu Amiri ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada gosterilmistir (18). Hem Jak2 hem de
STATI’in 100 nM Ang II’ye cevaben 1.dakikada baslayan, 5.dakikada maksimum
olan ve 30. dakikalarda ise etkisinin azaldig: bir aktivasyon seyri izlenmistir (Sekil
4.2.2., Sekil 4.2.4.). Sonuglar 100 nM Ang II'nin Jak2-STAT1 yolagini 5. dakikada
maksimum aktive ettigini gostermistir. Sonuc¢larimiz literatiirdeki calismadaki
sonuglar ile uyumludur (18).

Bu asamadan sonraki ¢alismalarda Ang II’nin 100 nM konsantrasyonunda ve
5 dakika inkiibasyon siiresinde deneyler yapilmistir.
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Ang II, VDKH’lerinde sentez edilen ATI reseptorii iizerinden birgok
fizyolojik etkilerine aracilik ettigi ve Ang II uyarimli vaskiiler fonksiyonlarin
kontroliinde 6nemli rol oynadig: bilinmektedir. Ang II'nin, VDKH Kkiiltiirlerinde Jak2
ve STATI yolunun AT1 reseptorii iizerinden aktive ettigi gostermek icin spesifik
ATI reseptor inhibitorii losartan kullanilmistir. Ang II uyarimli Jak2 ve STATI1
fosforilasyonu, 10° M losartanin 10 dakika inkiibasyonun sonrasinda kontrol
diizeyine inmistir (Sekil 4.2.5. ve Sekil 4.2.6.). Elde edilen sonuglar hem Jak2 hem
de STATTI’1 aktive eden Ang II sinyallerinin AT1 reseptorii tizerinden oldugunu ve
losartanin bu konsantrasyon ve siiresinin AT1 reseptoriinii bloke etmekte yeterli
oldugunu gostermistir. Ayrica Ang II’nin Jak2 tirozin fosforilasyonu, AT1 reseptorii
ve Jak2’nin kompleks olusumu ile beraber oldugu gosterilmistir (107). Bu kompleks,
Jak’in AT1 reseptoriiniin C-terminalin hiicre i¢i birimi 4 YIPP motifi ile iliskiye
girmesiyle olustugu bir baska caligmada gosterilmistir (108). Dahas1 Jak2 inhibitorii
AG490 veya STATI1 veya STAT3 karsi bloking antikorlarin elektroporasyonu
araciligl ile JAK?2 tirozin fosforilasyonunun inhibisyonu, Ang II uyarirmli VDKH
proliferasyonu ve DNA sentezini inhibe etmektedir (9). Bu sonuglar, 6zellikle AT1
reseptorii  gibi  G-protein-bagli reseptorlerin  mitojenik sitokin ve biiylime
faktorlerinin kullanmis oldugu tirozin fosforilasyon yolaklar1 iizerinden benzer
mekanizmayla etki ettigini gostermektedir (109).

Diyabetes mellitus ve aterosklerozis gibi kardiyovaskiiler komplikasyon riski
yiiksek hastaliklarda Jak-STAT sinyalizasyon yolaginin hiperaktif oldugu
bulunmustur (110). Ornegin, Amiri ve arkadaslarmin 1999°da rat aortik diiz kas
hiicrelerinde yaptiklar1 calismada, hipergliseminin Ang II ile indiiklenmis Jak/STAT
sinyalizasyonu iizerine olan etkilerini arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada yliksek
glukoz (25 mM) konsantrasyonunda 24 saat kiiltiire edilen VDKH’lerin daha hizli
prolifere oldugu ve kontrol grubu ile (normal glukoz, 5.5 mM) kiyaslandiginda JAK?2
ve STAT proteinlerinin yiiksek seviyelerde (iki katdan fazla) aktive olduklar
gosterilmistir (18). Benzer sekilde kendi laboratuvar sartlarimizda yiiksek glukoz ile
rat VDKH’leri inkiibe edildi ve Jak2-STATI1 fosforilasyonuna bakildi. Amiri ve
arkadaslar1 24 saat inkiibasyon sonrasi Jak-STAT fosforilasyonunda iki kattan fazla
artis bulmuslardir (18). Ancak biz, 24 saatlik inkiibasyonlar sonrasi hiicrelerde, Ang
IT uyarimli Jak2 ve STAT]1 fosforilasyonunda yiiksek glukoz aracili bir fosforilasyon
artist gozlemlemedik. Bununla beraber 48 saat inkiibasyon sonrasinda ise yiiksek
glukoz aracili Ang II uyarimh Jak2-STAT1 fosforilasyonunda bir artis gozlemledik.
Hem Jak2 hem de STATI fosforilasyonundaki bu artis Amiri ve arkadaglarinin
bulduklar1 gibi siddetli bir artis seklinde degil normoglisemik kosullardaki hiicrelere
gore %30-40 daha fazla gerceklesmistir (Sekil 4.2.7.ve 4.2.8.). Yine aynm calismada
hiperglisemi tek basina bazal Jak ve STAT fosforilasyonunu az bir oranda
artirmaktadir. Bizim sonuglarimizda da Ang II uyarimi olmadan yiiksek glukoz ile
muamele edilen hiicrelerde Jak2 ve STATI’in bazal fosforilasyonunda artis
goriilmiistiir (Sekil 4.2.7.ve 4.2.8.). Hiperglisemik kosullardaki bazal seviyelerdeki
bu artis, normoglisemik kosullardaki kontrol gruplarina gore Jak?2 icin 2 katdan fazla,
STATI icin ise 2 katina yakin bir fosforilasyon artis1 tespit edilmistir. Bununla
beraber, baska bir calismada yiiksek glukozun glomeriiler mezensial hiicrelerde
(GMC, Glomerular Mezangial Cells) JAK/STAT yolag1 aktivasyonuyla biiylimede
ve matriks depolanmasinda artisa neden oldugu gosterilmistir (111). Bu gibi veriler
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Jak/STAT yolaginin diyabetes mellitusda gozlenen artmis VDKH ve GMC
biiylimesinin altinda yatan olast mekanizmalardan birisi oldugunu diisiindiirmektedir.
Ancak, VDKH ve GMC’de, hem yiiksek glukoz hem de vazoaktif peptid aracili Jak-
STAT yolagmmin aktivasyonunun molekiiler —mekanizmas1i aydinlatilmay:
beklemektedir.

1992°de Williams ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada, VDKH’lerin 20
mM glukoz konsantrasyonunda Ang II'nin reseptoriine baglanmada down
regiilasyona ugradig1 gozlenmistir (19). Dolayisiyla bu calismaya gore beklenmesi
gereken yiiksek glukozun Ang II'nin indiikledigi sinyalizasyon cevaplarini
azaltmasidir. Yiiksek glukoz varliginda Ang II, reseptoriine baglanmada azalma olsa
bile, Ang II sinyalizasyonundaki artislar sadece Jak/STAT yolu i¢in degil, bazi non-
reseptor tirozin kinazlar (ERK 1/2 ve p38 MAPK) icinde gosterilmistir (10).

Baz1 calismalarda VDKH’lerinde hipergliseminin artan PDGF- reseptor
ekspresyonu ile iligkili oldugunu ve PDGF-BB aracili vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
gociinii, biiyiimesini ve DNA sentezini artirdigin1 gostermislerdir (20, 22). Ek olarak
AT]1 reseptor aktivasyona cevaben gelisen mitojenik cevaplarin RTK aktivasyonu ile
gelisebilecegini desteklemektedir. Ang II dogrudan RTK’lara baglanmamasina
ragmen aktive edebilmektedir. Bu transaktivasyon yollar1 EGFR, PDGFR ve
IGFR’leri i¢in gosterilmistir (39). Vignais ve arkadaslarinin 1996°da ¢esitli hiicre
dizisi kiiltiirlerinde yaptig1 calismalarda, PDGF reseptorlerinin aktivasyonu bir ¢ok
Jak/STAT ailesinin fosforilasyonunu aktive etmektedir (21). Biz bu ¢alismamizda
ozellikle yiiksek glukozda inkiibe edilen VDKH’lerin Ang II uyarimli Jak2 ve
STATI1 yolunda PDGF-P reseptor transaktivasyonun roliinii arastirdik. Bu baglamda
Ang II uyarimli Jak-STAT yolaginda hem normal glukoz hem de yiiksek glukoza
maruz birakilan hiicrelerde PDGF- reseptoriiniin roliinii arastirmak amagh spesifik
inhibitoric AG1295 kullamilmistir. Ang II ile uyarilmadan 6nce PDGF-B reseptor
inhibitorii 10 uM AG1295 ile 30 dakika inkiibe edildi. Deneyde kullanilan AG1295,
DMSO i¢inde ¢oziindiigiinden, ¢oziiciiniin diiz kas hiicreleri iizerinde herhangi bir
inhibitdr veya aktivator etkisinin olup olmadigimi saptamak amaciyla inhibitoriin
ortamda kaldig siirede (30 dakika) ve c¢oziicii miktarinda hiicreler DMSO ile inkiibe
edildi. (Sonugta hiicrelerin Ang II uyarimli Jak2-STATI1 fosforilasyonuna cevap
verdigi saptanmis ve DMSO’nun ortama olan etkisi elimine edilmistir.) Hem normal
glukoz, hem de yiiksek glukoza maruz birakilan hiicreler, PDGF-f reseptor
inhibitorii AG1295 sonras1 Ang II ile uyarilmistir. Normal ve yiiksek glukoza
birakilan hiicrelerde PDGF-B reseptor inhibitorii AG1295 sonrast Ang II uyariml
Jak2-STAT1 fosforilasyonunda herhangi bir inhibisyon goriilmemistir. Elde
ettigimiz bu sonuglar, VDKH’lerinde yiiksek glukoz tarafindan artan Ang II uyarimli
Jak2 ve STAT 1 yolaginin PDGF reseptorleri {izerinden saglanmadigini géstermistir
(Sekil 4.2.10.ve 4.2.12.).

Diyabetik hayvanlarin bir¢ok dokularinda artan PKC aktivitesi ve DAG
seviyeleri gosterilmistir (112). Aortik ve vaskiiler hiicrelerde diyabetik ratlarda
hiperglisemiye cevap olarak PKC-BII ve PKC-{_ izoformlarinin aktive olduklari
gosterilmistir. Tavsan aortik VDKH’in 27,5 mM glukoz ile 5 giin inkiibasyon sonrasi
total PKC aktivitesinde artis goriilmiis ve bu artis PKC genel inhibitorii ile
baskilanmistir (23). Bu baglamda, ozellikle yiiksek glukoz aracili Ang II uyariml
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Jak2 ve STATI1 yolaginda hem normal glukoz hem de yiiksek glukoza maruz
birakilan hiicrelerde PKC’nin roliinii arastirmak amaclh spesifik inhibitorii
GF109203X kullanilmustir. PKC inhibitorii’in PKC izoformlarindan PKC-a., -BI, -
BIL, -y’y1 inhibe ettigi bilinmektedir. VDKH’ler, Ang II ile uyarilmadan énce PKC
inhibitoriic 5 pM GF109203X’e 30 dakika inkiibe edildi. Deneyde kullanilan
GF109203X, DMSO i¢inde c¢oziindiigiinden, ¢oziicliniin herhangi etkisinin olup
olmadigini saptamak amaciyla hiicreler DMSO ile inkiibe edildi. (Sonugcta hiicrelerin
Ang II uyarimli Jak2-STAT1 fosforilasyonuna DMSO’nun herhangi bir etkisinin
olmadig goriilmiistiir.) Hem normal glukoz, hem de yiiksek glukoza maruz birakilan
hiicreler PKC genel inhibitorii GF109203X sonras1 Ang II uyarilmistir. Normal ve
yiiksek glukoza birakilan hiicrelerde PKC genel inhibitorii GF109203X sonras1 Ang
IT uyarimli Jak2-STAT1 fosforilasyonunda herhangi bir inhibisyon goriilmemistir
(Sekil 4.2.9., 4.2.10., 4.2.11.ve 4.2.12.) Sonuglarimiz VDKH’lerinde yiiksek glukoz
tarafindan artan Ang II uyarirmhi Jak2 ve STAT1 yolagimin PKC iizerinden
saglanmadigini gostermistir.

Son c¢alismalarda yiiksek glukoz aracili JAK2 aktivasyonuna aracilik ettigi
mekanizmalardan birinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) oldugu diisiiniilmektedir.
Ornegin, PDGF, ROS’u ikincil mesajc1 olarak JAK/STAT yolagimin aktivasyonunu
regiile etmek suretiyle rat fibroblastlarinda biiyiimeye yol agmaktadir (113). Ayrica,
arastirmacilar JAK ve STAT proteinlerinin Ang II tarafindan aktivasyonunun,
NAD(P)H oksidaz inhibitorii difenil iyodonyum ve NAD(P)H oksidazi nétralize
eden antikoru anti-p47 phox antikorunun elektroporasyonu ile anlaml bir sekilde
inhibe edildigini gostermislerdir. Bu veriler NAD(P)H oksidaz aracili ROS
tiretiminin Ang II’ye cevap olarak JAK2 ve STAT’lar1 aktivasyonuna katki
sagladigin1 diisiindiirmektedir (114). Tiim bu veriler JAK/STAT yolag1 hiicre igi
ROS’a duyarl1 olabilecegini ve hem yiiksek glukoz hem de Ang II, JAK2
aktivasyonunda ROS’u ikincil mesajc1 olarak kullanabilecegini gostermektedir. Bu
durum VDKH’lerinde NADPH oksidaz-aracili ROS iiretiminin Ang II’ye cevaben
JAK?2 ve STAT proteinlerinin aktivasyonuna katkida bulundugunu diistindiirmektedir
(115). Yukarida bahsedildigi gibi vaskiiler hiicreler vaskiiler hasarlanmada 6nemli
bir molekiil olan ROS’u NADPH araciligi ile iiretebilir. Ancak, yiiksek glukoz aracili
ROS iiretimi VDKH proliferasyonuna neden olurken ROS {iretimi ayni zamanda
endoteliyal fonksiyonlarin bozulmasina ve hiicre Oliimiine neden olabilmektedir
(116).

Bu calismamizin sonuglar1 gétermistir ki, VDKH’lerinde Jak2 ve alt iletim
yolu olan Statl fosforilasyonu Ang II’ cevaben artmaktadir. Aktivedeki bu artis en
iyi Ang II'nin 100 nM konsantrasyonunda ve 5. dakikasinda gerceklesmektedir.
Bununla birlikte yiiksek glukoz ile uzun siireli inkiibe edilen hiicrelerde Ang 11
uyarimhi Jak2 ve STATI1 fosforilasyonu normal glukozdaki hiicrelere gore artmis
olarak bulunmustur. Yiiksek glukoz aracili Jak2 ve STATI1 fosforilasyondaki bu
artis, Ang II uyarimi olmadan bazal diizeyde de goriilmiistiir. Yiiksek glukozun
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Jak/STAT sinyalizasyonuna hangi yol iizerinden etkili
oldugu konusunda bulgular yetersizdir Ozellikle yiiksek glukozda inkiibe edilen
hiicrelerde Ang II uyarimli Jak2 ve STATI sinyalizasyon yolundaki fosforilasyon
artistnin PDGF-B  reseptor transaktivasyonundan ve PKC’den bagimsiz olarak
gerceklestigi  gosterilmistir.  Yiikksek  glukozun  VDKH’lerinde  Jak/STAT
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sinyalizasyonuna hangi yol iizerinden gerceklestigini aciklayan daha ileri caligmalara
gereksinim vardir.
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SONUCLAR

Deneylerde kullanilan vaskiiler diiz kas hiicrelerin izolasyonu ve primer
kiiltiiri yapildi. Hiicrelerin diiz kas hiicresi oldugu immiinohistokimyasal
olarak boyamalar ile gosterilmistir.

VDKH kiiltiirlerinde Jak2 ve STATI1 yolagi, en iyi 100 nM Ang II
konsantrasyonunda aktive oldugu tespit edilmistir.

Jak2 ve STATI1 yolunun fosforilasyonu 100 nM Ang II’ye cevaben
1.dakikada baglayan, 5.dakikada maksimum olan ve 30. dakikalarda ise
etkisinin azaldig1 bir aktivasyon seyri izlenmistir.

Ang I'nin Jak2 ve STATI’i fosforile eden sinyallerinin AT1 reseptorii
tizerinden gerceklestigi  spesifik inhibitorii  losartan kullanilarak
gosterilmistir.

Yiiksek glukozda inkiibe edilen hiicrelerin Ang II uyarimi olmadan bazal
seviyelerindeki Jak2 ve Statl aktivasyonu, normal glukozda inkiibe edilen
kontrol grubundaki hiicrelere gore artis gozlenmistir.

Ang II'ye cevaben yiiksek glukozda inkiibe edilen hiicrelerin Jak2 ve
STATI1 aktivasyonu, normal glukozda inkiibe edilenlere gore artmis
olarak bulunmustur.

Hem yiiksek glukozda hem de normal glukozda inkiibe edilen hiicrelerde
Ang II uyarimhi Jak2 ve STATI1 sinyalizasyon yolundaki fosforilasyon
artistnin PDGF-P reseptor transaktivasyonundan bagimsiz gerceklestigi
PDGF-J reseptor inhibitorit AG1295 kullanilarak gosterilmistir.

PKC inhibitorii GF109203X ile yapilan deney sonuglarimiz, Ang II

uyarimli Jak2 ve STATI sinyalizasyon yolundaki fosforilasyon artiginin
PKC’den bagimsiz gerceklestigini gostermistir.
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Changes in nitrite, prostaglandin F,, and nitrotyrosine
levels in lipopolysaccharide-stimulated rats: functional
and histochemical implications in aorta

Abstract

We investigated the effects of lipopolysaccharide (LPS) stimulation on
plasma nitrite, nitrotyrosine and 6-keto prostaglandin F;, (PGF;,) levels and the
related resultant changes in function and histochemistry of aorta in rats.

5 mg/kg intravenous LPS was adminestered to the rats and plasma nitrite,
PGF,,, nitrotyrosine levels were analysed and compared with those in non-stimulated
rats. The distribution of nitrotyrosine in the aorta was studied
immunohistochemically. The contractile responses of aortic rings to phenylephrine
(PE) from both the LPS-stimulated and control rats were studied in the organ baths.

There were increases in plasma nitrite, PGFj,, and nitrotyrosine
concentrations of LPS-stimulated rats compared to non-stimulated rats.
Immunoreactivity of nitrotyrosine residues were detected in the endothelial and
smooth muscle cells in LPS-treated but not in control rat aorta . The contractile
responses to PE of the LPS-treated rat aortic rings were significantly reduced as
compared with those of control rat’s. Incubation of the aortic rings form LPS-treated
rats with cyclooxygenase inhibitor indomethacine or with a combination of
indomethacine and nitric oxide synthase inhibitor N®-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) increased the contractile responses to the levels observed in control rats
suggesting that both prostanoids and particularly nitric oxide (NO) are involved in

the reduced contractile responses in LPS-treated rats.



These results supported the view that LPS might caues an increment in both
NO and PGI, levels. This increment in the NO and PGI, levels may be responsible
from the reduction in responses of aorta to contractile agents in LPS-stimulated rats.
Increased peroxynitrite formation in LPS-stimulated rats may lead to nitration of the

tyrosil residues of the proteins in the aorta.

Key Words: Lipopolysaccharide , nitrite, nitric oxide, prostacyclin, nitrotyrosine.



Introduction

The homeostasis of vessels is maintained by the vasodilators and
vasoconstrictors. In the blood vessels, endothelial tissue produce mainly two
vasodilators, prostacyclin (PGI,) and nitric oxide (NO), which act synergistically on
vascular smooth muscles to keep blood vessels in a dilated state so that blood flows
in large vessels and the surface stays nonthrombogenic. NO stimulates the synthesis
of guanosine 3’°,5’-cyclic monophosphate (cGMP), which leads to vasodilation and
inhibition of platelete aggregation(l). The other important vasodilators are
bradykinin and endothelium-derived hyperpolarizing factor whereas endothelin,

angiotensin, and endothelium-derived contracting factor are the vasoconstrictors(2).

NO is one of the most interesting molecules which is produced with three
different nitric oxide synthases (NOS) from L-arginine. NO may react with
superoxide anion to form peroxynitrite, that can rapidly produce toxic substances
such as hydroxyl radicals. These reactive oxygene species promote lipid
peroxidation, and subsequent tissue injury if they are formed in excessive amounts.
During sepsis or hypertension, both NO synthesis and peroxynitrite production are
substantially enhanced in a variety of tissues leading to injury and inflammation(3).
Peroxynitrite modifies tyrosine residues in proteins to create nitrotyrosine, leaving
footprints detectable in vivo(4).The reaction of NO with superoxide anion occurs at a
diffusion-limited reaction rate and NO is the only molecule known to compete with

superoxide dismutase for its substrate in a biological compartment(5).

It is also well known that inflammatory states such as sepsis or endotoxemia

lead to the expression of an inducible form of NOS in vascular tissues(6) that results



in excessive NO production. The administration of bacterial lipopolysaccharide
(LPS) can stimulate the development of the sytemic inflammatory response
syndrome, which can compromise the function of many organ systems, resulting in

multiple organ failure.

The cardiovascular effects exerted by endogenously produced NO are often
mediated in conjuction with another important vasodilator and platelet inhibitory
eicosanoid released from the endothelium, namely, prostacyclin (PGI,) that is formed
by the cyclooxygenase (COX) enzyme system from arachidonic acid. PGI, exerts
vasodilator and antithrombotic effects by activating adenylate cyclase and increasing

the levels of cCAMP(7,8).

Administration endotoxins such as lipopolysaccharides increased reactive
oxygen radicals that can also activate iNOS in cardiac vascular endothelial and
smooth muscle cells, and cardiac myocytes(9). Not only NO but also PGI, levels
increase in human endothelial cell culture in response to endotoxin

administration(10).

In the present study, we aimed to investigate the effects of LPS stimulation
on plasma nitrite, nitrotyrosine and PGI, levels and the possible related resultant

changes in function and histochemistry of aorta in rats.



Materials and Methods

Experimental protocol

Male Wistar rats (n=20) weighing 250-300 g were used in this study and each
animal recieved the care that was described by Animal Research Ethical Council of
Akdeniz University. Animals were divided into control and LPS administered
groups. LPS from Escherichia coli (serotype 055:B5) was dissolved in sterile saline
administered intravenously at a dose of 5 mg/kg of body weight. Control rats were
injected with the same volume of sterile saline. Before decapitating the animals,
systolic and diastolic blood pressure was measured from the tail using MP 100-CE
(Biopac Systems, Ca, USA) probes.

The rats were stunned and sacrified by decapitation after 4 hours of injection.
Blood was collected from each animal.

Plasma was used for measurements of nitrits and prostaglandin Fj,. Nitrit
measurement was performed according the griess reaction described before(11).
Prostaglandin F;, was measured with a modified HPLC method described by Uysal
et al(12,13) with a flow rate of 1 ml/min of water:acetonitrilel:benzene:acetic acid
(767:230:2:1, v/v/v/v) as mobile phase. Plasma nitrotyrosine measurements were
made on HPLC with UV dedection at 365 nm using a 15 cm ODS18 (5 um) column
with 50 mM KH,PO, (pH 3.0)-methanol (92:8, v/v) as the mobile phase at 1ml/min
according described before(14).

The thoracic aorta was removed rapidly and transverse rings (3 mm long)
were cut and then mounted in thermostatically controlled (37°C) organ baths. The

organ baths contained 30 ml physiological salt solution (PSS) of the following



composition (in mM): NaCl 118, KCI 5.9, MgSO, 1.2, NaHCO; 25.5, NaH,PO4 1.2,
CaCl; 2.5 and glucose 5.6. The pH of the solution was 7.4 during bubbling with 5%
CO; in O,. Isometric tension was continuously measured with a force transducer
(FDT10-A, Commat Ltd., Turkey), connected to a computer-based data acquisition
system (TDA 97, Commat Ltd., Turkey). The tissues were maintained for 60 min
under a resting tension of 2 g which was found to be optimal for measuring the
changes in tension. The preparations were washed with PSS every 15 min during the
equilibration period. The presence of a functional endothelium was confirmed by the
ability of acetylcholine (10 M) to produce relaxation of tissues precontracted with
phenylephrine (PE, 10°® M). Each aortic ring was exposed to gradually increasing
concentrations of PE (10"9 to 10 M). ). In preliminary studies, we found no
significant alteration in responses of aortic rings to repeated cumulative PE
concentrations. To test the possible temporal changes in tension following PE
administration due to spontaneous relaxation of the vessels, time control
measurements were obtained with diluents following PE contractions. To evaluate
the possible roles of endogenous prostanoids and NO in PE-induced contractions,
concentration-response curves to PE were also obtained after 20 min incubation (for
both) of aortic rings with cyclooxygenase (COX) inhibitor indomethacin and a
combination of indomethacin (Indo, 10 M) and NOS blocker N®-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME, 107 M, n= 9 and 12 for each control and LPS groups,
respectively). Concentration-response curves were performed at intervals of at least
45 min.

Nitrotyrosine in the aortic tissue was dedected with immunohistochemical

methods in both groups. A section of aorta from each animal was fixed in formalin



and embedded in paraffin. After deparaffinization and rehydration tissue were
exposed to a 3% hydrogen peroxide/methanol solution to block endogenous
peroxidase activity. Sections were incubated in 10% normal goat serum to block
nonspecific antibody binding. Each section were incubated with nitrotyrosine
antibody and streptavidine-horseradish peroxidase with DAB to visualize positive
immunoreactivity. Nonimmune serum as controls showed no detectable
immunoreactivity in any treatment group.
Analysis of results

At the end of each experiment, aortic rings were detached from the recording
set up, blotted and weighed. The contractile response was expressed as milligrams
(mg) of tension developed per mg of tissue wet weight. All values are expressed as
means £ S.E.M. The concentration of agonist which elicited a 50% maximal
response was designated as the ECsp. These values were determined by regression
analysis of the linear portions of the log concentration-response curves. Sensitivity
was expressed as pD, (-log ECsp). Smooth muscle contractility was evaluated as the
maximally developed tension per unit tissue weight (Ey.x). Statistical analysis of the
results was performed using the analysis of variance and Student’s ¢-test. Wilcoxon
was used for analysing plasma measurements. P values lower than 0.05 were
considered significant.
Materials
All chemicals were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, Mo., USA).
Absolute ethanol was used to dissolve the indomethacine to make a solution of 107

M. All other drugs were dissolved in distilled water.



Results

Plasma nitrotyrosine, 6-keto prostaglandin F;, and nitrite concentrations were
increased in LPS stimulated rats compared to the control group (Figure 1). All results
showed an almost 3 fold increase. Nitrotyrosine concentration was 69.7 + 11.0 uM
(mean = S.E.M.) in control group, however we measured 172.1 = 20.1 uM in LPS
stimulated group. Plasma prostaglandin F;, had the same tendency, 6.48 = 1.51 uM
in control group and 17.34 £ 1.29 puM in LPS-stimulated group. The nitrite levels
were 19.3 £ 2.63 uM in control group and 42.4 £ 3.81 uM in LPS stimulated group.
The statistical calculations showed clearly the important difference between two
groups (p<0.01)

The distribution of nitrotyrosine residues in the aorta is shown in Figure 2.
The immunohistochemical staining showed that nitrotyrosine residues were more
stained closer to the endothelial layer and infused mostly in the smooth muscle cells
after 4 hours of LPS injection.

After 4 hour incubation of LPS injection we measured the tail systolic and
diastolic blood pressure and both the systolic and diastolic blood pressures showed a
marked decrease (p<0.05). Before LPS injection the systolic/diastolic blood pressure
was 110.0 £ 11.3/80.6 = 16.8 mmHg and after 4 hours of the LPS injection it was
79.9 £ 10.6/51.0 £ 8,1 mmHg.

PE-induced contractions were markedly impaired in aortic rings from LPS-
treated rats; both sensitivity and maximal response to PE were significantly lower in
LPS treated rats compared to control rats. Indo incubation did not cause a significant

alteration in sensitivity and maximal response of control rats to PE. On the other



hand, although there was no significant alteration in sensitivity, Indo incubation
caused a significant increment in maximal response and sensitivity to PE in LPS-
treated rats. Both sensitivities and maximal responses of “Indo + L-NAME”
incubated aortic rings from control and LPS-treated rats to PE were significantly
higher that their respective “Indo-incubated” and untreated controls. Increment in
maximal response to PE in LPS group was markedly higher (%138) than those seen
in control group (%43) together with approximately 3 and 4 times increases in

sensitivities to PE, respectively (Table I, Fig. 3).



Discussion

Administration of bacterial LPS influences many organs and ends up with
systemic inflamatory response syndrome (SIRS) with dysfunction of the
organs(15,16). Activation of macrophages and endothelial cells by endotoxins and
the subsequent formation of reactive oxygen and nitrojen species are of central

pathogenic importance in sepsis(17).

It has been shown in many studies that NO and its metabolites nitrite/nitrate
increase with LPS stimulation(18-24). The activity and the expression of iNOS were
reported to be increased in several tissues and different arteries following LPS
administration(24-26). In our study, we found that 4 hours of LPS stimulation
increased the plasma nitrite levels from 69.7 uM to 172.1 uM indicating that LPS-

stimulation has the ability to increase NO in rats.

Similarly, plasma PGI, levels increased following LPS stimulation. Both
iNOS and COX-2 expression increase after LPS injection. It has been reported that,
during LPS stimulation, the release of prostanoids is due to activation of COX-2 and
iNOS but not eNOS(27-29). Bishop-Bailey at al showed that in the cell culture,
vessels release first 6-keto-PGF;, and PGE; at the same rate, then they start to release
TXB, (28). In our study we measured plasma 6-keto-PGFj, as an indicator of PGI,
and found that there was an almost 3 fold increase in 6-keto-PGF;, level after 4 hours

of LPS-stimulation.

Zou and Ullrich proposed that PGI, synthase was inhibited by peroxynitrite

resulting in endothelial dysfunction that led to collapse of microcirculation, with



subsequent ischemia and finally a loss of organ function(30). In another study of the
same group, it was demonstrated that peroxynitrite nitrated the specific tyrosine
residues in the enzyme protein, resulting in an inactive enzyme protein(31). Szabo et
al demonstrated that injection of endotoxin leads to the expression of iNOS in
thoracic aorta together with increases in circulating levels of both nitrite and
immunoreactivity of nitrotyrosine in rats(19). In accordance, in the present study, we
showed that nitrotyrosine concentration in plasma increased almost 3 fold 4 hours
after LPS-stimulation. We also found a high immunoreactivity of nitrotyrosine both
in endothelial and smooth muscle cells of thoracic aorta in LPS-stimulated rats

compared to those of control rats.

It has been shown that cyclooxygenase was activated by NO and therefore,
NO could also have an indirect effect on PGI, production via cGMP (1,32,33). It is
also known that peroxynitrite activates COX and relaxation of aortic rings in rats(34,
35). Taken together, these data support the view that both peroxynitrite and NO are

important modulators of COX activity.

Chen et al demonstrated that endotoxemia for 6 h was associated with a
severe hypotension and vascular hyporeactivity to norepinephrine together with an
increase in plasma NO in vivo and aortic NO ex vivo (36). Similarly, we also found
that the contractile responses to PE were significantly decreased in LPS-treated rat
aorta compared to control rats. Additionally, incubation of thoracic aortic rings with
COX inhibitor indomethacin caused a significant increase in maximal contraction
response to PE in LPS-treated but not control rats. Furthermore, incubation of LPS-
treated rat aortic rings with both indomethacin and L-NAME caused a more marked

increase in responses to PE that was significantly higher than those observed in



control rats. After indomethacin and L-NAME incubation, the contractile responses
to PE in aorta from LPS-treated rats were similar to those seen in control rats
indicating that both prostanoids and NO, particularly the latter, are responsible for

the observed reduction in vascular responsiveness.

Taken together, our findings suggest that stimulation with LPS activates
cytokines and increases the plasma levels of NO and PGI, together with an increase
in immunoreactivity of nitrotyrosine in endothelial and smooth muscle cells of
thoracic aorta in rats. Nitrated tyrosil residues could trigger the activion of COX. The
increment in NO and PGI, might play a role in decreased vascular responsiveness
and hypotention in LPS treated rats. Further studies are needed to understand the

mechanisms of interactions between PGI,, NO and the smooth muscle proteins.
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Legends

Figure 1. The plasma levels of nitrotyrosine, 6-keto prostaglandin F;,, and nitrite in
control and LPS-stimulated group (*p<0.01 in all the three parameters compared to

control group, n=20).

Figure 2. Immunoreactivity of nitrotyrosine residues in control and LPS-stimulated

rat aortas (Figure represents one of five different experiments).

Figure 3. Contractile responses to phenylephrine in isolated aortic rings from LPS-
treated and control rats, alone and in the presence of indomethacine (Indo, 107 M)
and N®-nitro-L-arginine methyl ester (NAME, 10~ M). Vertical lines indicate SEM.

(n =9 and 12 for each control and LPS group, respectively).

Table I: Maximal contractile responses (Epn.x, mg tension / mg tissue) and
sensitivities (pD,) to phenylephrine in isolated aortic rings from LPS-treated and

control rats.
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Table I

Table I: Mazimal contractile responses (By g, 1oz tersion / mg tissue) and
senstivties (gD to phenyleplrine in isolated aottic rings fom LPS-treated and
cofitrol tats,

Groups 1l Fon akis pD2

Control g 487 £ 38 f.21£0.11
Cortrol+Indo g 486 + 36 6,32+ 0.05
Cortrol+Indo+L-HANE g A07+ 631 | 670+ 0.087
LP= 13 244 £ 16 a4 +£0.13
LP5+Indo 12 208+ 18 633013
LPE+ndo+H AME 13 582517 | A50+0.147

* P< 005, as corpared with respective control or LPS group. T P< 0.05, as cormpared
with respective “+ [ndo”™ group.



