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OZET

Ang Il uyarmml sinyal iletim mekanizmalar1 ve vaskiiler patolojilerdeki rolii
yillardir arastirilagelmektedir. Ang II, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitojenik
aktivite, proliferasyon, hiperplazi ve inflamatuvar bilesenlerin iiretimini artirmak ve
migrasyonu uyarmak gibi etkilerle, hipertansiyon ve aterosklerozun da aralarinda
bulundugu kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine katki saglar. Ang Il ve benzer
sekilde EGF ligandinin VDKH’nde hiicre biiyiimesi, apoptozis, inflamasyon ve
migrasyon ile sonuglanabilen ERKI1/2 yolagi gibi sinyal yolaklarmn1 uyardig:
bilinmektedir. Mevcut ¢alisma Ang II uyarimli EGFR transaktivasyonu olay1 ve
ATIR ile EGFR arasindaki olas1 mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla yapilmistir.
Calismamizda Ang I1 ya da EGF uyarimli ERK1/2 ve EGFR-Tyr1068 fosforilasyonlar1
farkli inhibitorler kullanilarak VDKH nde incelendi.

Deney sonuclarmin analiz edilmesiyle VDKH’nde Ang Il veya EGF uyarimi
ERK1/2 ve EGFR fosforilasyonunu uyarmaktadir. Ang II uyarimli ERK1/2
fosforilasyonu bir EGFR alt yolak olayidir. Ang II, ATIR iizerinden EGFR’1
transaktive ederek ERK1/2 aktivasyonuna yol agar. EGFR transaktivasyonu Ang
II’'nin neden oldugu ERK1/2 fosforilasyonu i¢in vazgecilmezdir. Ang II uyarimlh
EGFR transaktivasyonu HB-EGF salinmasi ile gerceklesir. Ang II, MMP aktivitesini
artrrarak ERK1/2 aktivasyonuna neden olurken EGF ayni etkiyi gostermez.

Sonug olarak, yapmis oldugumuz ¢alismadan elde edilen veriler 1s1¢8inda Ang
II'nin VDKH’nde EGFR transaktivasyonuna neden oldugu ve bu transaktivasyon
olay1 neticesinde ERK1/2 yolaginimn uyarildig1 belirlenmistir. Yakin gelecekte Ang
II’nin kardiyovaskiiler hastaliklardaki patofizyolojik etkilerini onlemek i¢in EGFR
inhibitor(ler)inin klinik olarak kullanilmasi bu alanda yapilacak olan daha ileri
arastirmalar sonucu s6z konusu olabilir.

Anahtar kelimeler: VDKH, Ang Il, EGF, ERK1/2, EGFR, transaktivasyon



ABSTRACT

Ang Il stimulated signal transduction mechanisms and the role of Ang Il in
vascular pathologies has been explored for years. Ang Il contributes to the
development of cardiovascular diseases including, hypertension and atherosclerosis
by enhancing the mitogenic activity, proliferation, hyperplasia, inflammatory
mediators production, and stimulating the migration of VSMCs. It is known well
Ang Il and, in a similar way, EGF ligand induces signaling pathways such as
ERKZ1/2 which may result in cell growth, apoptosis, inflammation and migration of
VSMCs. The present study was conducted to enlighten Ang Il-induced EGFR
transactivation event and possible mechanisms that links AT1R to EGFR. In our
study, Ang 1l- or EGF-induced ERK1/2 and EGFR-Tyr'®® phosphorylations were
emerged by using different inhibitors in VSMCs.

Analysis of experiments’ data shows that treatment of VSMCs with Ang Il or
EGF induces ERK1/2 and EGFR phosphorylation. Ang Il-induced ERK1/2
phosphorylation is a downstream event of EGFR transactivation. Ang Il
transactivates EGFR through AT1R leading to ERKZ1/2 activation. EGFR
transactivation is indispensable for ERK1/2 phosphorylation caused by Ang Il. Ang
I1-induced EGFR transactivation is mediated by the release of HB-EGF. Ang Il, but
not EGF, causes ERK1/2 activation by increasing the MMP activity.

In conclusion, the results of our study indicates that Ang Il leads to EGFR
transactivation and subsequent ERK1/2 pathway activation in VSMCs. It may be
clinically possible to use EGFR inhibitor(s) as a drug to abrogate the
pathophysiological effects of Ang Il in cardiovascular diseases after further studies
on this topic soon.

Key words: VSMC, Ang Il, EGF, ERK1/2, EGFR, transactivation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

KVH X Kardiyovaskiiler hastaliklar

VDKH : Vaskiiler diiz kas hiicresi/hiicreleri

Ang 11 : Anjiyotensin |1

RAS : Renin-anjiyotensin sistemi

ECM : Ekstraseliiler matriks

ATIR : Anjiyotensin tip 1 reseptorii

AT2R : Anjiyotensin tip 2 reseptorii

GPCR : G-protein coupled receptor (G-protein bagimli reseptor)
RTK : Reseptor tirozin kinazlar

EGF(R) : Epidermal biiylime faktorii (reseptorii)

MAPK : Mitojenle aktiflesen protein kinaz

HB-EGF : Heparin-baglayan EGF benzeri biiyiime faktorii
ACE : Angiotensin converting enzyme

(P)RR : Renin/prorenin reseptorii

NOS : Nitrik oksit sentaz

NO : Nitrik oksit

PTPs : Protein tyrosine phosphatase

ROS : Reactive oxygen species (reaktif oksijen tiirleri)
GIP : GPCR interacting proteins

ATRAP : AT1R-associated protein

ARAP1 : AT1R-associated protein 1

ATIP : AT2R-interacting protein

ATBP50 : AT2R binding protein of 50 kDa

PLC : Fosfolipaz C

PLD X Fosfolipaz D



INK
PDGF(R)
IGF-1R
PLA,
STAT
FAK
PYK2
PI3K
ADAM
ET-1/EDN1
TGF-p

bFGF/FGF2 :

MMP
PKC
TKIs
COX-2
HBSS
DMEM
STi
SDS
BSA
FBS
PSA
EDTA
EAC
PBS
TBS

c-Jun N-terminal kinazlar

Platelet derive biiyiime faktorii (reseptorii)
Insiiline benzer bilyiime faktorii-1 reseptorii
Fosfolipaz A;

Signal Transducer and Activator of Transcription
Fokal adezyon kinaz

Prolince zengin tirozin kinaz 2
Fosfatidilinozitol 3-kinaz

A Disintegrin And Metalloproteinase
Endotelin 1

Transforming growth faktor B

Temel fibroblast biiyiime faktorii

Matriks metalloproteinaz

Protein kinaz C

Tirozin kinaz inhibitorleri
Siklooksijenaz-2

Hank’s balanced salt solution

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Soya tripsin inhibitori

Sodyum dodesil siilfat

Bovin serum albiimini

Fetal bovin serumu

Penisilin-streptomisin antibiyotigi
Etilendiamin tetraasetik asit

Enzim ayrigma ¢ozeltisi

Phosphate buffered saline

Tris buffer saline
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GIRIS

Diinya Saglhk Orgiitiiniin 2003 yilinda yaymladig1 raporda diinya genelindeki
kardiyovaskiiler hastaliklara (KVH) bagli olarak yasamini yitirenlerin sayist 16,7
milyon kisidir. Bu 6liimlerin iigte birden daha fazla bir kism1 orta yash yetiskinleri
kapsamaktadir. Gelismis tilkelerde ve bazi gelismekte olan iilkelerde yetiskin erkek
ve kadin 6liimlerinin ilk iki nedenini kalp hastaliklari ve inme olusturmaktadir [1].

KVH’mm patogenezinden biri olan hipertansiyonun da goriilme siklig1 oldukca
fazladir. Diinya genelinde yaklagik 1 milyar insanin hipertansiyonlu oldugu tahmin
edilmektedir [2]. Onceki yillarda bobrek fonksiyon bozuklugu ve sempatik sinir
sistemi aktivasyon artismnin hipertansiyona yol ac¢tig1 diisiiniiliirken gilintimiizde
damar diiz kasinda gelisen yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin hastaligin
fizyopatolojik temelini olusturdugu diisiiniilmektedir [3].

Hipertansiyon patogenezi vaskiiler yeniden diizenlenme, endoteliyal disfonksiyon
ve hiperreaktivite ile karakterize vaskiiler degisiklikleri icerir. Bu bozukluklarin
altinda yatan hiicresel olaylar bozulmus vaskiiler diiz kas hiicresi (VDKH) bliyiimesi,
apoptozis, fibrozis, hiperkontraktilite ve kalsifikasyondur. Makrofaj infiltrasyonu ve
redoks sensitif pro-inflamatuvar gen artisi ile iligkili inflamasyonda vaskiiler yeniden
diizenlenmeye katkida bulunur [4]. Ayrica reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
oksidatif stres dogrudan hipertansiyona yol agmasa bile patogeneze katki saglar [5].
Damar diiz kasindaki diizenin bozulmasi ve bunun sonucunda damarmn fizyolojik
kasilma-gevseme fonksiyonunda ve kan akimindaki bozulma ise hipertansiyon
gelisiminden sorumlu olan fonksiyonel degisikliklerdir [3]. Kardiyovaskiiler
hastaliklara yol acan bir diger énemli unsur da ateroskleroz olup bati tarzi yasam
stilinin yayginlagsmasiyla biitiin diinya da artan bir trende sahiptir [6]. Bu sebeple
KVH’da hipertansiyon ve ateroskleroz patogenezinin anlagilmasi biiylikk 6nem
tasimaktadir.

Yapilan ¢alismalar sonucu anjiyotensin (Ang) II molekiiliiniin yukarida sayilan
patolojik durumlarda kritik bir rolii oldugu pek ¢ok ¢alismada gosterilmis olup halen
bu konu tizerindeki ¢alismalar devam etmektedir [7-10]. Ang Il molekiilii, renin-
anjiyotensin sisteminin (RAS) aktif bir bileseni olup su-tuz dengesi, kan basinci,
vazomotor tonus, hiicre biiylimesi, apoptozis/anoikis, hiicre migrasyonu ve
ekstraseliiler matriks (ECM) birikimini diizenleyen pleyiotropik ve multifonksiyonel
bir peptittir. Ayn1 zamanda pro-inflamatuvar bir ajan olup vazoaktif bilesiklerin ve
biiyiime faktorlerinin iretilmesini de uyarr [11]. Saglikli hayvanlara kiyasla
hastalikli hayvanlarin damar media tabakasinda Ang II reseptoriiniin yogunlugu 5 kat
daha fazladir [12, 13]. Ang II ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir role
sahiptir [14]. Bu ozelliklerine bagli olarak hipertansiyon, ateroskleroz, kalp



yetmezligi ve anjiyoplasti sonrasi restenoz olaylarinda da rol aldigi pek ¢ok
calismada gosterilmistir [15-19].

Ang |1, yukarida belirtildigi gibi bir¢ok fizyolojik cevabi regiile eder. Ang II’nin
etki ettigi ana hiicre VDKH’dir [20]. Klasik olarak bilindigi tizere Ang II hiicresel
diizeydeki etkilerini anjiyotensin tip 1 (AT1R) ve tip 2 (AT2R) reseptorleri ile
gerceklestirir. AT1R, VDKH’lerinde bol miktarda eksprese edilir ve Ang II’nin
(pato)fizyolojik etkilerine aracilik eden reseptor tipidir [21, 22]. Ang 11, bir G-protein
bagimli reseptor olan (GPCR) ATIR’e baglanarak ¢esitli sinyal iletim yollarini
uyarir. Bunlardan birisi de KVVH patogenezinde yer alan, damar media tabakasindaki
VDKH proliferasyonuna yol acan p44/42 MAPK aktivasyonudur. Ilging bir sekilde
Ang II’nin ¢esitli reseptor tirozin kinazlar1 (RTK) dogrudan reseptére baglanmasa
bile aktive ettigi pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir [20, 23, 24]. Ang Il bir RTK olan
epidermal bliylime faktorii reseptoriine (EGFR) dogrudan baglanmasa bile reseptor
dimerizasyonuna yani aktivasyonuna neden olur ve hiicreyi proliferasyona gotiiren
p44/42 MAPK yolunu uyarabilir [20]. Fakat Ang II’nin bu sinyal iletim yolunda
dogrudan ATIR iizerinden mi p44/42 MAPK’1 aktive ettigi yoksa EGFR
transaktivasyonu lizerinden mi aktive ettigi kesinlik kazanmamistir. Ayrica EGFR
transaktivasyonu iginde farkli mekanizmalar 6nerilmekte olup kesin olan mekanizma
icin tartigmalar stirmektedir. Liu ve ark. transaktivasyon i¢in Src-bagiml bir tirozin
fosforilasyonu Onerirken bir baska c¢alismada ise Hao ve ark. matriks
metalloproteinaz aracili bir yol 6nerilmis olup bu yolda heparin-baglayan EGF
benzeri biiytime faktoriiniin (HB-EGF) roliine vurgu yapilmustir [25, 26].

EGF reseptorleri immiinositokimyasal olarak insan aterosklerotik plaklarmdaki
intimal diiz kas hiicrelerinde gosterilmistir. EGF reseptorii ayrica kiiltiire rat aortik
diiz kas hiicrelerinde de gosterilmis olup proliferasyon ve DNA sentezine aracilik
edebilir. In vitro kosullarda EGF ve HB-EGF ligandlar1 diiz kas hiicrelerinde
mitojenik aktiviteye yol acabilir. Ayrica HB-EGF in vitro ortamda diiz kas
hiicrelerinin migrasyonunu uyarabilir [27]. Periferal kandaki monositler, makrofajlar
ve aterosklerotik lezyonlarda EGF i¢in reseptorlerin rollerinin anlasilmasi,
aterogenez ve diger kronik inflamatuvar islemlerde EGF siiper ailesi iiyelerinin
Onemini artirir.

Literatlir bilgisi 1s1¢inda ¢alismamizin hipotezi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
Ang II uyarimmm ATIR {iizerinden EGFR transaktivasyonuna neden oldugudur.
Hipotezimizi test etmek amaciyla, bu calismada Ang Il ve EGF ile uyarilan hiicrelere
cesitli  inhibitorler uygulayarak ERK1/2 (p44/p42 MAPK) ve EGFR
transaktivasyonunun hiicre i¢i sinyal iletim yollarindaki rollerinin anlasilmasina katk1
saglamak amaglandi. Boylelikle Ang II uyarimi sonucu ERKI1/2 yolunun
aktivasyonunun dogrudan ATIR {izerinden veya EGFR transaktivasyonu {izerinden
dolayli gerceklestigi gosterilmeye ¢alisildi. Ayrica bu reseptor transaktivasyonunda
MMP ve HB-EGF’nin olasi rollerinin de aktivasyona etkisi incelenmeye caligild1.

Calismamizin sonucunda hedeflenen amag¢ kardiyovaskiiler hastaliklar ve
hipertansiyon patolojisinde rol oynayan hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarinin
anlasilmasma katki saglamak ve bu mekanizmalarda rol oynayan EGFR
transaktivasyonu ile ERK1/2 yolunun iliskisinin aydinlatilmasma yardimci olmaktir.
Bunun anlagilmasi, KVH patogenezinin tam olarak aydinlatilmasi, KVH’lardaki risk



faktorlerinin etkileri, hastaligin prognozu ve tedavisinde Yyeni hedeflere katki
saglayacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Vaskiiler Duvar ve Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Vaskiiler duvar esnek ve aktif bir organ olup hiicresel ve hiicresel olmayan
yapilardan olusur. Vaskiiler yapidaki temel hiicreler endoteliyal hiicreler, vaskiiler
diiz kas hiicreleri ve fibroblastlardir [28]. Kalpten kani periferik dokulara tagima
gorevine uygun olarak elastik bir yapiya sahip olan arterler sekil 1’de goriildiigii gibi
icten disa dogru 3 tabakadan olusur: intima, media ve adventisya. Bu organ statik
olmayip bilesenleri (pato)fizyolojik uyaranlara yanit olarak artma-azalma seklinde
degisiklige veya yeniden yapilanmaya ugrarlar [28]. Intakt arteriyel media
aterosklerozis, restenoz ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde, damar duvarinin kasilma-gevseme, biiylime, gelisme, yeniden
diizenlenme ve onarmmini igeren bircok yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinden
sorumludur [28].

Elastik interna
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Sekil 2.1. Arter duvarmin yapisi [29].

VDKH’leri, temel fonksiyonlar1 kontraksiyon, kan damar1 gerilimi, kan basinci
ve kan akimini saglamak olan yiiksek derecede 6zgiillesmis hiicrelerdir. Eriskin kan
damarmdaki VDKH’leri diisiik proliferasyon hizina ve sentetik aktiviteye sahiptirler.
Diger hiicre tiplerinden farkli olarak VDKH’leri kontraktil fonksiyonlar1 ig¢in gerekli
olan kendine 6zgii kontraktil proteinleri, iyon kanallarin1 ve sinyal molekiillerini
eksprese ederler. Ayn1 zamanda VDKH’leri lokal ortam degisikliklerine yanit olarak



geriye doniisiimlii sekilde hiicre boyutunda, ekstraseliiler matriks {iretiminde,
kontraktil protein ekspresyonunda ve migrasyon yeteneklerinde degisiklik yapabilme
esnekligine sahip olan hiicrelerdir [3, 30, 31]. Hasar durumunda VDKH’lerinde
proliferasyon ve migrasyonun yanisira kollajen, elastin ve proteoglikanlari igeren
ekstraseliller matriks komponentlerinin sentez hizinda artigla karakterize olan
yeniden farklilagsma siireci baslar. Yeniden farklilagma ateroskleroz, stent takilmasi
veya by-pass sonrasi restenoz ve hipertansiyon gelisiminde roli olan temel
patofizyolojik mekanizmadir [3, 32].

2.2. Anjiyotensin 11, Klasik RAS ve Bu Alandaki Yeni Gelismeler

Ang II oligopeptidinin vaskiiler sistemde etki ettigi ana hiicre tipi yukarida
ozelliklerinden bahsedilen VDKH’leridir. Ang II iretiminin temelde iki kaynagi
vardir. Bunlardan birincisi klasik renin-anjiyotensin sistemi denilen sistemdir. Klasik
olarak RAS, anjiyotensinojenden Ang II molekiiliiniin iki basamakta enzimatik
olarak olustugu endokrin bir sistem olarak diistiniilmektedir. Kan basinci diistiigiinde
renal kaynakli olan 37 kDa’luk renin enzimi salgilanir ve bu enzim hepatik kaynakl
anjiyotensinojen oligopeptidinin  N- terminalinden 3 amino asit birimini
uzaklastirarak anjiyotensin I molekiiliinii olusturur. Anjiyotensin I, akcigerde
bulunan “Angiotensin Converting Enzyme” (ACE) tarafindan 2 amino asit birimi
uzaklastirilarak 8 amino asitlik aktif Ang II molekiiliine doniisiir. Ang II {iretiminin
ikinci kaynagi ise Ang II’nin kardiyovaskiiler sistemde lokal olarak tiretilmesidir
[21]. Sekil 2’de Ang II tiretimi sematize edilmistir.

Gilintimiize kadar Ang II’'nin RAS’m efektor peptidi oldugu diistiniilmiistiir.
Bununla beraber son yillarda RAS hakkindaki genel goriis ii¢ asamada
degismistir[4]:

i.  Fonksiyonel olarak aktif doku kokenli RAS’1n kesfi
ii.  Renin/prorenin reseptoriiniin [(P)RR] tanimlanmasi
iii.  Fonksiyonel olarak aktif Ang Il-tiirevi peptidlerin bulunmasi

RAS temelde akut olarak vazokonstriksiyon ile kan basincini artiran ve kronik
olarak ise aldesteron aracili hacim artisin1 saglayan hemodinamik bir regiilatuvar
olarak tanimlanmistir [33]. Dolasimdaki RAS’dan bagimsiz olarak kontrol edilen
doku kokenli RAS varligi giiniimiizde bilinmektedir. Doku sistemindeki RAS
anjiyotensinojen, renin, ACE, Ang I, Ang II ve Ang II reseptorlerini igeren biitiin
RAS komponentlerini barindirmasi ile karakterizedir. Renin hakkindaki goriisler hala
tartisilmakta olup lokal olarak dokularda iiretildigi ya da dolasimdan (P)RR ile
alindig1 kesinlik kazanmamustir. Fakat dolasimdan aliniyor olma ihtimali iizerinde
durulmaktadir ¢linkii vaskiiler duvarda lokal renin {iretimi oldukga diisiik seviyededir
[34]. Lokal RAS sistemi kalp, damarlar, bobrek, adrenal bez, pankreas, merkezi sinir
sistemi, lireme sistemi, lenf sistemi ve adipoz dokuda bulunur. Ayrica RAS
bilesenleri gozde de tanimlanmig olup okiiler basincin saglanmasinda fizyolojik
olarak 6nemli olabilir. Hipertansiyon ve diyabetin yol agtig1 patolojik vaskiilopatiler
ile iligkili olabilir [4]. Lokal RAS otokrin/intrakrin, parakrin ve endokrin yonde
hareket eder. Artan doku RAS bilesenleri seviyeleri ateroskleroz, miyokard infarktiis,
kardiyak yetmezlik, diyabet ve bobrek hastaliklar: gibi kan basinci yiikselmesinden
bagimsiz kardiyovaskiiler hastaliklarda goriiliir.
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Intraseliiler RAS kardiyovaskiiler fonksiyona katk1 yapabilecek olan bir diger
unsurdur [4, 35]. intraseliiler RAS hiicre igerisinde RAS bilesenlerinin varlig1 ve Ang
IT sentezleyebilme yetenegi ile karakterize olan, intraseliiler bdlgeler araciligiyla
biyolojik etkilere aracilik eden bir sistemdir. Pek ¢ok hiicre tipinde Ang II’nin varligi
ve/veya sentezi goOsterilmis olmasina ragmen renin, anjiyotensinojen ve ACE gibi
diger RAS bilesenlerinin hiicrelerde lokalize olduguna dair daha az kanit vardir.
Bununla birlikte anjiyotensinojenin farkl glikozile izoformlarinin, reninin birbirine
ekli formlarmin, ACE’nin intraseliiler ve sekrete formlarinin, alternatif Ang II iireten
enzimlerin (katepsinler ve kimaz) ve intraseliiler (P)RR’niin varlig1 sitozolik RAS’1n
varligimi dnermektedir. Intraseliiler RAS bobrek, beyin ve kalpte tanimlanmustir. Ang
[I’nin floresan fiizyon proteini yardimiyla intraseliiler overekspresyonu, artmis kan
basinci ve bobrek patolojisiyle koreledir. Bu endojen sistemin (pato)fizyolojik rolii
belli degildir [4, 34].

Renin bobrekte jukstaglomeriiler aparat tarafindan liretilen ve anjiyotensine
etki ederek Ang I molekiiliinii olusturan proteaz bir enzimdir. Hiz smirlayici
hidrolitik aktivitesinden dolayr RAS’mn anahtar enzimidir. Renin ayrica (P)RR’a
baglanarak RAS agonisti olarak davranir. (P)RR, renin ve prorenini baglayan yeni bir
RAS iyesidir. (P)RR’a baglanan prorenin konformasyonel degisiklige ugrar ve
kardiyomiyositlerde, mezangial hiicreler, podositler, distal tiibiiler hiicreler, vaskiiler
endoteliyal ve VDKH’lerinde Ang II’den bagimsiz olarak hiicre biiylimesi ve
fibrozisi tetikleyen MAPK yolunu uyarwr. Bu reseptoriin kesin (pato)fizyolojik
etkileri bilinmemekle birlikte 6zellikle noral gelisimde Onemli olabilir. (P)RR
overeksprese eden transgenik hayvanlarda yiikksek kan basinci ya da
glomeriilosklerozis geligir ve artmig (P)RR ekspresyonu hipertansiyon modellerinde
goriiliir [4, 36, 37].



ACE, Ang II iireten ana enzimdir ve ayni zamanda kininleri inaktive eder ve
boylece bradikinin aracili vazodilatasyonu da onler. ACE2, Ang-(1-9) ve Ang-(1-7)
peptitlerini olusturmak i¢in Ang I ve Ang Il doniisimiinii katalizleyen, genellikle
Ang II’ye zit etkilere aracilik eden bir enzimdir. Azalmis ACE2 ve miiteakip Ang-(1-
7) iiretimi hipertansiyon, diyabet ve bobrek hastaliginda vazokonstriksiyon, vaskiiler
yeniden diizenlenme ve oksidatif hasarla iliskilidir. Artmis ACE2 aktivitesi ise
aksine vazodilatasyonu tesvik eder [4, 38].

Ang II’den tiireyen kiigliik peptidler Ang-(1-7), Ang Ill, Ang IV ve diger
peptidleri igerir. Ang-(1-7), Ang II’den prolilendopeptidaz, prolilkarboksipeptidaz ya
da ACE2 ile veyahut da dogrudan Ang I’den prolilendopeptidaz ya da endopeptidaz
24.11 hidroliziyle olusur. ACE ile Ang-(1-5)’e metabolize edilir. Ang-(1-7)
dolasimda ve dokularda (beyin, kalp, damarlar, karaciger, iireme organlarida)
bulunur. Genel olarak Ang-(1-7) Ang II etkilerine karst koyar; vazodilatasyon,
biiyiime inhibisyonu, anti-inflamatuvar yanit, antiaritmojenik ve antitrombotik etkiye
aracilik eder. Bu etkileri nitrik oksit sentaz (NOS) aracili nitrik oksit (NO) iiretimi,
protein tirozin fosfatazlar aktivasyonu (PTPs), MAPK’larin ve NADPH oksidazin
inhibisyonu araciligiyla gerceklestirir [4, 39, 40].

Ang Ill, aminopeptidaz A tarafindan Ang II’den olusturulan ve Ang II’ye
benzer etkileri olan biyolojik olarak aktif bir peptiddir. Insanlarda ve deney
modellerinde Ang III inflizyonu kan basmcini artirmig, vazokonstriksiyonu tesvik
etmis ve aldosteron iiretimini uyarmistir. In vitro olarak biiyiimeyi, pro-inflamatuvar
mediyatorlerin iiretimini ve ekstraseliiller matriks depozisyonunu uyarwr. Ang III,
ATI1R ve AT2R’line baglanir [4, 41].

Ang II’den aminopeptidaz N ile Ang III’iin N-terminalindeki arjininin
uzaklastirilmasiyla iiretilen bir diger kiiclik peptidde Ang IV’diir. Ang IV, Ang
II’den D-aminopeptidaz ile dogrudan da iiretilebilir. Ang I'V renal kan akimini artirir,
vazodilatasyonu azaltir ve kardiyak fonksiyonlar1 iyilestirir. Diger anjiyotensin
peptidleri Ang-(3-7), Ang-(1-9) ve Ang-(1-12)’dir. Ang-(3-7) beyin ve bdobrekte
onemliyken Ang-(1-9) bradikininin etkilerini artirr, NO {iretimini ve platelet
regiilasyonunu artirir. Ang-(1-12) ise kardiyak fonksiyonlarda rolii vardir [4, 42].

2.2.1. Anjiyotensin Il Reseptorleri ve GPCR Etkilesimli Proteinler

Anjiyotensin Il etkilerini ¢ok ¢esitli hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 kendisine ait
reseptorleri kullanarak gostermektedir. Bu reseptorler G-protein bagimli reseptorler
(G-protein coupled receptors; GPCRs) olup Ang II tip 1 reseptorii (ATIR ya da AT1
) ve Ang II tip 2 reseptoriidiir (AT2R ya da AT2). ATIR’nin losartan gibi bifenil
imidazollere yiiksek afinitesi varken AT2R ise PD123177 ve onun tiirevi olan
CGP42112 gibi tetrahidroimidazopiridinlere karsi yiiksek afiniteye sahiptir [4].
ATIR, G-protein bagimli reseptorlerden olup 7 transmembran bdlge ve 359 amino
asit icerir. AT2R ise 363 amino asit igerir ve ATIR ile % 34 homoloji gosterir.
Bunlardan bagska hiicre hattinda tanimlanmis AT3 reseptorii ve Ang IV baglayan
AT4 reseptori de tanimlanmistir [4, 21]. AT1IR Ggui, Gi, G12 ve Gi3 gibi birgok
heterotrimerik G-proteinlerle etkilesime girer ve inozitol trifosfat, diagilgliserol ya da
reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi ikinci mesajcilar iretir. Ayrica reseptdr ve
nonreseptor tirozin kinazlari, MAPK ’lari, AKT ve protein kinaz C’yi aktive eder [4].



Bilinenin aksine AT2R’nin herhangi bir G-proteinle etkilesmedigini belirten
calismalar da bulunmaktadir [43, 44].

Ang 11, kendine ait hiicre yiizey reseptorlerine baglanip uyarmasi ile kompleks
sinyal yolaklarmi aktive eder [21]. Her iki reseptor tipi VDKH fonksiyonlarini
diizenler fakat etkileri birbirinden farklidir. ATIR biiyiime, inflamasyon ve
vazokonstriksiyon ile iligkiliyken, AT2R apoptoz ve vazodilatasyonla iliskilidir [21,
26]. Patolojik durumlarda AT2R ayrica hipertrofi ve inflamasyonu uyarabilir [45].

G-protein bagimli reseptorler sadece G-proteinlerle degil GPCR etkilesimli
proteinler olarak adlandirilan (GPCR interacting proteins; kisaca GIP) aksesuar
proteinlerle de etkilesirler. Ozellikle ATIR ile alakali olan ve AT1R-asosiye protein
(ATRAP) olarak adlandirilan GIP, AT1R’nin negatif regiilatorii olarak davranir ve
aorta, kalp, akciger ve bobrekte eksprese edilir; overekspresyonu ise azalmis hiicre
proliferasyonuna yol acar. ARAP1 (AT1R-associated protein 1) adli bir baska GIP
ise AT1R’nin geri doniisiimiinde gereklidir. AT2R ile iligkili GIP olan ATIP (AT2R-
interacting protein) ve ATBP50 (AT2R binding protein of 50 kDa) reseptor tirozin
kinazlarm transaktivasyonu ve biiylime inhibisyonunda rol alir [34].

2.2.2. Ang Il ve Vaskiiler Etkileri

Ang 11 etkilerini direkt olarak vaskiiler hiicrelerde bulunan Ang II reseptorleri ile
ve indirekt olarak diger faktorlerin salgilanmasi ve muhtemelen diger vazoaktif
ajanlarin ile biiyiime faktorlerinin intraseliiler sinyalizasyon yollarina etki ederek
gosterir. Gosterilen etkilerin pek ¢ogu ATIR araciligiyla olur. Bu etkileri kisa ve
uzun siireli etkiler seklinde aymrmak miimkiindiir. Ang II kisa siirede gerceklesen
sinyal iletimiyle kontraksiyona yol agarken, uzun stireli etkileri ise hiicre biiylimesi,
migrasyon, ekstraseliiler matriks artisi, inflamasyon seklindedir.

Ang Il, ATIR baglanmasiyla fosfolipaz C (PLC) - inozitol 1,4,5-trifosfat -1,2
diagilgliserol sinyal yolagi; fosfolipaz D (PLD) aktivasyonu; Src fosforilasyonu;
fosfolipaz A2 (PLA2) aktivasyonu; MAPK yolag1 (p44/42 MAPK, p38 MAPK, c-
Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve ERKS); tirozin kinaz yolag1 (PDGFR, epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGFR), insiiline benzer biiyiime faktorii-1 reseptorii
(IGF-1R) ve RhoA/Rho kinaz sinyal yolagi aktivasyonu yaparak vaskiiler
fonksiyonel ve yapisal degisikliklerini meydana getirmektedir. Ang II, etkilerini
meydana getirmek i¢in indirekt olarak baska yolaklar1 da kullanir: vaskiiler NADPH
oksidaz aktivasyonu ile ROS {iretimini artirir. Bundan sonra ‘O, ve H,0; alt yoldaki
sinyal molekiillerini olusturan transkripsiyon faktorleri, tirozin kinaz/fosfataz, Ca®*
kanallar1 ve MAPK’lar1 stimiile eder [11, 21, 26, 46-50]. Losartan, valsartan,
candesartan, eprosartan, irbesartan, tasosartan, telmisartandan olusan ve sartan ailesi
olarak da anilan ATIR antagonistleri, Ang II’nin etkilerini bloke ederek gosterirler.
RAS aktivitesini disiirlicii etkilerinin yanisira sempatikolitik ve antiproliferatif
etkileri de vardir. Ayrica aldosteron {iizerine dolayli etkileri nedeniyle natrilirezis
saglarlar. Bu ajanlardan losartanin lirikoziirik etkisi de vardir. AT2R Ang II’nin
apoptozis ve vazodilatasyon etkilerinden sorumludur [21].

Ang I’nin en iyi bilinen etkisi potent bir vazokonstriktdr olmasidir. Bunun yani
sira, vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde rolii olan hiicre biiylimesi, apoptozis,
migrasyon, inflamasyon ve fibrozis gibi bir¢ok hiicresel olayda etkisi olan ¢ok



fonksiyonlu bir hormondur [11]. Fizyolojik kosullarda aldosteron iizerinden sodyum
reabsorbsiyonu yoluyla plazma hacmini, sempatik sinir sistemi aktivitesini ve
susama yanitin1 etkileyerek kan basinci ve sivi homeostazisini diizenler.
Hipertansiyon, ateroskleroz, vaskiilit ve diyabette gelisen vaskiiler hasarlanma
seklindeki patolojik kosullarda, vazokonstriktor, mitojenik, proinflamatuvar ve
profibrotik etkileriyle bu hastaliklarin gelisimi ve komplikasyonlarindan sorumlu
tutulan vaskiiler toniiste artma, endoteliyal disfonksiyon, yapisal yeniden
modellenme ve vaskiiler inflamasyonun olusumunda temel bir role sahiptir [3, 11,
21, 26, 46, 47].

2.3. Ang II Uyarimiyla Aktiflesen Sinyal Yollar

Ang II hipertansiyon, ateroskleroz, sol ventrikiiler hipertrofi ve miyokard
infarktiisii gibi KVH patogenezinde rol oynayan RAS’mn ana peptid hormonudur
[51]. Ang II’nin AT1 reseptoriine baglanmasiyla gergeklesen olaylar multifazik olup
3 evrede incelenebilir: ani, erken ve gec gerceklesen sinyal iletim yollari. Ang II, ani
etkilerini heterotrimerik Gq proteinleri tizerinden fosfolipaz C’yi (PLC) fosforlayarak
ve Src’yi aktive ederek saniyeler igerisinde gosterirken, erken donem etkilerini
fosfolipaz A, (PLA;), fosfolipaz D (PLD), tirozin kinaz ve mitojen-aktif protein
kinazlar1 (MAPK) aktive ederek dakikalar igerisinde gosterir. Ge¢ donem etkilerini
ise oksidatif stres liretimi, protoonkojen ekspresyonu ve protein sentezi ile saatler
icerisinde gosterir [21].

Ang II’'nin ATIR iizerinden PLC, PLD, PLA;’yi; non-reseptér tirozin kinaz
aktivasyonu lizerinden Src ailesi kinazlar, MAPK ailesi, Janus ailesi kinazlar, STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcription) proteinleri, fokal adezyon kinaz
(FAK), prolince zengin tirozin kinaz 2 (PYK2), p130Cas, fosfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3K) aktivite artisina yol agtigr gosterilmistir [14]. Fakat Ang II ile uyarilan ve
ATI1 reseptorii iizerinden olusan aktivasyonlar sonucunda meydana gelen sinyal
iletim yollar1 ve bu yollarin birbirlerini ne sekilde etkiledigi halen incelenmeye
devam edilmekte olup biitiiniiyle anlasilmis degildir. Ozellikle EGFR
transaktivasyonunun nasil gerceklestigi, buradaki ADAM proteinin rolii (ADAM:A
Disintegrin  And Metalloproteinase) ve bu reseptoriin aktive olduktan sonra
MAPK ’lar1 nasil aktive ettigi kesinlik kazanmamustir [52, 53].

Ang II hiicre biiyiimesini MAPK’larin [ERK1/2(MAPK3/1), p38MAPK
(MAPK14), INK (MAPKS), ERK5 (MAPK7)] ve tirozin kinazlarin [Src, JAK, FAK
(PTK2), PYK2 (PTK2B), pl130Cas (BCAR1)] fosforilasyonu, hiicre ici Ca*
mobilizasyonu ve ROS iiretimiyle gergeklestirir [54]. Ayrica Src, hipertansiyonda
Ang I'nin trofik etkisi ve kontraktil hareketleri i¢cin gerekli bir erken sinyal
molekiiliidiir [55, 56]. Hipertansif ratlarda kardiyak, renal ve vaskiiler dokuda;
hipertansif hastalarda VDKH’lerinde Ang II uyarimli tirozin kinazlarin ve
MAPK ’larin aktivasyonu artmustir [57, 58].

Ang II ayrica bazi reseptdr tirozin kinazlari, bu reseptorlere dogrudan
baglanmasa bile aktive edebilmektedir. Bu transaktivasyon olay1 epidermal biiylime
faktor reseptorii, platelet tiirevli biiylime faktorii (platelet-derived growth factor
(PDGF) receptor, PDGFR) ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii 1 (insulin-like growth
factor 1 (IGF1) receptor, IGF1R) reseptoriinde gosterilmistir [20, 59]. Ang II-
uyarimli transaktivasyon tirozin kinazlar (PYK2 ve Src), redoks-duyarli olaylar ve



metalloproteaz bagimli heparin-baglayan EGF-benzeri biliylime faktorii (heparin-
binding EGF-like growth factor, HB- EGF) salinmasiyla gerceklesir [60, 61]. Bu
islemden sorumlu olan metalloproteazin ADAM17 oldugu diisiiniilmektedir [52, 53].
Ayn1 zamanda Ang II hipertansiyonda rol alan endotelin 1 (ET-1/EDN1), PDGF,
dontistiiriicii biiyiime faktorii B (transforming growth faktér B:TGF-B), temel
fibroblast biiylime faktorii (basic fibroblast growth faktor:bFGF/ FGF2) ve IGF1 gibi
vazoaktif hormonlar ve biiylime faktorlerinin {iretimini artirir. Bu olay hiperplazi ve
fibrozisi, ileri seviyede ise arteriyel yeniden diizenlenmede artisi tetikleyebilir [4].
C9 hiicrelerinde yapilan bir calismada Ang II uyarimli ATIR aktivasyonu, Src ve
matriks metalloproteinaz (MMP) aktivasyonu iizerinden kisa siireli ERK 1/2
aktivasyonuna; protein kinaz C (PKC) bagimli bir yolla da EGFR aktivasyonuna
neden olur. Agonist uyarimli AT1R aktivasyonu, sirastyla PKC, Src, Pyk2, MMP
aktivasyonu ve ardindan HB-EGF salinmasina yol agar. Endojen HB-EGF liganda,
EGF reseptoriine baglanip aktive ederek adaptor molekiiller olan She, Grb, Sos ve
Ras/Raf/MEK iizerinden ERK 1/2 fosforilasyonuna yol agar [62]. COS7 hiicre
dizisinde yapilan bir ¢alismada ise ATIR {iizerinden EGFR transaktivasyonu ig¢in
HB-EGF salinmasmin gerekli oldugu ve bunun gerceklesmesi icin ADAMI17’ye
ihtiyag  duyuldugu vurgulanmistir. Bununla Dbirlikte bu arastirmayr yapan
arastirmacilar, Ang II ile uyarilan hiicrelerde vaskiiler yeniden diizenlenmede rol alan
ADAM molekiiliiniin hangisi oldugunun kesinlik kazanmadigini belirtmislerdir [52].

VDKH’nde Ang Il-uyarimli mitojen-aktiviteli protein kinazlarin (MAPK)
aktivasyonu i¢in Src-bagimli epidermal growth faktor reseptéor (EGFR)
transaktivasyonu gerekebilir [60]. Ang II aracili EGFR transaktivasyonu ve
arkasindan MAPK uyarimi, EGFR’in Kkatalitik olarak aktif olan c-src ile iliskili
olmasi yaninda Ca**-bagimli prolince zengin tirozin kinaz 2 (Proline-rich tyrosine
kinase 2, PYK2) aktivasyonu gerektirir. EGFR transaktivasyonu, AT1R aktivasyonu

ile uyarilan ve hiicreyi biiylimeye gotiiren yolda 6nemli bir noktada durmaktadir
[60].

Kardiyak fibroblastlarda yapilan bir calisma ise Ang II-uyarimli MAPK
aktivasyonunun EGFR transaktivasyonu gerektirmedigini sdylemektedir [63]. Ohtsu
ve arkadaglarmin retroviriisle enfekte edilmis VDKH’nde yaptiklar1 bir baska
calisma sonucunda ise Ang II ile olusan EGFR transaktivasyonu icin ADAMI17
olarak bilinen bir enzime ihtiyag duyuldugunu Dbildirmislerdir. EGFR
transaktivasyonu ve ATIR baglant1 mekanizmasini agiklamaya yonelik ¢aligmalar

bulunmakla birlikte, bu 6nemli mitojenik sinyal yolu tamamen anlasilmis degildir
[52].

2.4. EGF Yapi ve Fonksiyonu

Epidermal biiylime faktorii ailesi, EGF reseptor ailesi tiyeleri i¢in birer ligand
olup bir¢ok iiyesi bulunur. Bu iiyeler arasinda EGF, TGF-a, HB-EGF, amfiregiilin,
betaseliilin, epiregiilin, epigen ve dort adet ndrogulin bulunur. EGF ailesi iiyeleri
genellikle biyolojik aktivite ve yapisal homolojilerine gore gruplandirilirlar. Biitiin
tiyeler ekstraseliiler bolgelerinde bir ya da daha fazla sayida tekrarlayan, korunmus
ve 6 adet sistein iceren motif barmdirirlar. Yapidaki 6 sistein kalintis1 35-40 amino
asitlik bir zincir igerisindedir: CX7CX45CX10.13CXCXgGXRC (C: sistein, G: glisin,
R: arjinin ve X: herhangi bir amino asidi simgeler). Sistein birimleri C1-C3, C2-C4
ve C5-C6 arasinda ii¢ adet intramolekiiler disiilfit bagi olusturma potansiyeline
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sahiptirler. Distilfit bag olusumu reseptore yiiksek afinite ile baglanma igin gerekli
olan 3 diiglim {retilmesini saglar. HB-EGF ve amfiregiilin ek olarak N-
terminallerinde heparin baglama kabiliyetinden sorumlu olan ve bazik amino asitler
yoniinden zengin bir bdlge tasirlar. EGF ailesi tip | transmembran glikoprotein
onciillerinden tiirerler. Prekiirsor molekiil biliyiime faktér zincirini igeren
ekstraseliiler bir bolge, hidrofobik transmembran bolge ve sitoplazmik bir bolge
icerir [27, 64-66].

EGFR ligandlarmin yol agtiklar1 etki(ler)in giicii birbirinden farkli
olabilmektedir. Ornek bir durum HB-EGF’nin EGF’den daha giiclii bir potent
mitojen olmasidir. Nedeni ise HB-EGF’nin heparin baglayan bolgesinin hiicre
yiizeyindeki heparin stilfat proteoglikanlarina baglanmaya izin vermesi ve sonugta
biyolojik aktiviteyi modiile etmesi olabilir. EGF ailesinin farkl {iyelerinin biyolojik
etkileri i1se benzerdir. Biitiin {iyelerin anjiyogenez, yara iyilesmesi, kemik
reabsorpsiyonu, ateroskleroz gibi proseslerde gerekli olan hiicre migrasyonu,
farklilasma ve gen ekspresyonunu uyardigi gosterilmistir. EGFR ligandlar1 ADAM
tarafindan kesilerek matiir ligand haline getirilirler ve etkilerini gdsterirler. HB-EGF
ayrica MMP’ler tarafindan da matiir hale getirilir. Bu esnada rol alan MMP’lerin
ozellikle 3- ve 7- nolu oldugu belirtilmistir [67, 68]. EGF esas olarak kemik
iligindeki plateletlerde tiretilerek VDKH ve endoteliyal hiicreleri etkiler. HB-EGF ise
makrofajlar, monositler, T lenfositler, diiz kas ve endoteliyal hiicrelerde tiretilmekte
olup EGFR ve Erb4 araciligiyla VDKH’nde etkisini gosterir.

2.4.1. EGF Reseptorii

EGF reseptorii 1210 amino asitlik polipeptit prekiirsorden iiretilen, 170 kDa’luk
ve tirozin kinaz aktivitesine sahip tip I biiylime faktorii reseptor ailesinin iiyesidir.
Kromozom 7°nin kisa kolu iizerinde lokalize bir gen tarafindan kodlanir. Matiir
reseptor yogun bir sekilde glikolize edilmistir ve yaklasik 40 kDa’luk N-bagl
oligosakkarit igerir. Bu yap1 hiicre yiizeyine translokasyon ic¢in gereklidir. EGF
reseptOriiniin 621 amino asitlik ekstraseliiler bolgesi, 23 amino asitlik transmembran
bolge aracilifiyla tirozin kinaz aktivitesine sahip 542 amino asitlik intraseliiler
bolgeye baglanir (sekil 2.3). Ekstraseliiler ya da ektodomain bolgesi EGF ya da diger
ligandlarin baglanmasindan sorumludur. Reseptoriin ekstraseliiler bdlgesinin dort
bblgeden olustugu; bunlardan I ve III’in ligand segiciligini sagladigi, sisteince
zengin olan ve biitlin reseptor ailesi liyelerinde bulunan II ve IV’iin ise reseptdrlerin
birbiriyle temas halinde bulunmasma ve plazma membranina yakin bir gekilde
lokalize olmasini sagladig1 onerilmistir. Transmembran bolge tek bir a-heliks icerir
ve fonksiyonu reseptOrii plazma membranmna bagh tutmaktir. Sinyal iletiminde
herhangi bir rolii olmadig: diistiniilmektedir. Jukstamembran bolgesi EGFR {iyeleri
arasinda korunmustur. Reseptdr down-regiilasyonu (Thr 654 aracili), ligand bagimmli
internalizasyon olaylar1 ve heterotrimerik G-proteinlerle etkilesim gibi diizenleyici
fonksiyonlar igin gerekli oldugu diistiniilmektedir [27, 69, 70].
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Sekil 2.3. EGF reseptoriiniin sematik olarak gosterimi.

Sitoplazmik bdlgenin kinaz seciciligi, yliksek afiniteli baglanma, mitojenik ve
transforme edici potansiyel ve reseptoriin sinyal trafigi gibi olaylar1 tanimlayan
yapisal belirleyici kismi tasidigi bulunmustur. Dért EGFR aile iiyesi de sitoplazmik
bolgede kesintiye ugramamis tek bir tirozin kinaz bolgesi igerir. Bu bolge biitiin
reseptor tirozin molekiillerinin  en yiiksek diizeyde korundugu bdlgedir.
GlyXGlyXXGlyX(15-20)Lys motifi ATP baglama islevini {stlenir. Lys751
rezidiisiiniin degistirilmesi kinaz aktivitesini tamamen ortadan kaldirir. Karboksi
terminal kuyruk zinciri bilinen RTK’lar arasinda en ¢esitli olanidir. Bu bolgedeki
aydinlatilmis tirozin birimi fosforilasyon bolgeleri 992, 1068, 1086, 1148 ve
1173°diir. Reseptor otofosforilasyonu intermolekiiler proses araciligiyla intrinsik
kinaz aktivitesi ile ger¢eklestirilir [27, 71-73].

EGF reseptoriiniin ligand uyarimli oligomerizasyonu canli hiicrelerde, intakt
izole hiicre membrani ve detarjan ¢Oziiniir, saflastirilmis reseptdor numunelerinde
gosterilmistir. Biyofizik arastirmalar1 monomerik EGF’in reseptoriine baglandigini
ve daha sonra baska bir monomerik EGF:EGFR kompleksi ile dimer olusturdugunu
onerse de ligand-reseptor kompleksinin nasil olustugu hala tartigmali olan bir
konudur. Reseptor dimerinin ligand uyarimli stabilizasyonu, jukstamembran bolgede
esnek bir rotasyon ya da burkulma ile karakterize konformasyonel degisikligi
kolaylastirir.  Bu olay, sitoplazmik bolgelerin stabilizasyonu ve reseptor
otofosforilasyonu ile sonu¢lanan kinaz bdlgelerinin aktivasyonuna yol agar. Tirozin
fosforilasyonu ile katalitik bolgenin aktivasyon diigiimii, acik bir konfigiirasyon
kazanarak ATP ve substratlara erisim izni verir. Reseptoriin kendisi iizerinde ve
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sinyal iletiminde gerekli olan hiicresel proteinler {izerinde tirozinlere MgATP’den
fosfat transferine olanak tanir [27, 74-77].

2.4.2. EGF, HB-EGF ve Vaskiiler Etkileri

EGF reseptoriine ligand baglanmasi pleyitropik biyolojik etkilere sahiptir.
Hiicresel yanitlar mitogenez, apoptoz, kemotaksis ve farklilagma gibi olaylari igerir.
EGFR’in MAPK ve PI3K yolaklarin1 aktive ettigi bilinmektedir. EGF ailesi
ligandlar1 aterojenik proseslerle alakali 6nemli biyolojik etkilere aracilik
etmektedirler. EGF ve HB-EGF diiz kas hiicrelerinin farklilasmis, proliferatif
olmayan bir fenotipten yeniden farklilagmis proliferatif ve migratdr fenotipe
transformasyonuna aracilik eder. Bu degisim ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesi ile
iliskilidir [27, 78].

EGF bir diiz kas hiicre mitojeni olup etkileri TGF-B, Ang II, IGF-1 ile
artabilirken, HDL ile inhibe olabilir. Dahasi1 intimal diz kas hiicrelerinin medial diiz
kas hiicrelerine kiyasla EGF’in mitojenik etkilerine daha hassas oldugu
goziikmektedir. VDKH’lerinde EGFR’m EGF ile uyarimi MAPK yolagini aktive
eder ve Ang II etkisini inhibe eder. Aterogenez esnasinda plateletler EGF’in kabul
edilmis kaynagi olsalar da, protein biyosentez kapasitesi olmadigi i¢in aterojenik
evrede gec asamada gerekirler [27, 79, 80].

1991°deki kesfinden bugiine kadar HB-EGF’nin aterosklerozda onemli rol
oynadig1 diisiiniilegelmistir. Diliz kas hiicresi kemoatraktani ve mitojeni oldugu
belirlenmistir [81]. HB -EGF proteini monosit, diiz kas hiicresi, T hiicreleri ve
endotel tarafindan salinir ve ekspresyonlar1 aterogenezle alakali bir¢cok faktor ile
upregiile edilir [82, 83]. HB-EGF mRNA’s1 adipoz dokuda bol miktarda
bulunmustur. Plazma HB-EGF seviyeleri artan viicut yag igerigi ile artar ve bu
durum insanlarda koroner arter hastaligi riski ile alakali goziikmektedir. Miyagawa
ve ark. 1995 yilinda diiz kas hiicresindeki EGFR ekspresyonunda oldugu gibi
VDKH’leri ve makrofajlarda insan aterosklerotik aortasiyla iligkili HB-EGF
ekspresyonunu rapor etmislerdir [84]. Daha sonra insan koroner arterlerinde HB-
EGF varlig1 kesfedilmis olup bu proteininin varligi koroner ateroskleroz varligi ile
yakindan iligkilidir. Diiz kas hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iiretilen HB-
EGF’nin aterosklerotik proseste gerekli olabilecegi, 6zellikle diiz kas hiicrelerinin
proliferasyon ve migrasyonunda, ayrica EGFR aracili sinyal yolu iizerinden diiz kas
hiicreleri ve makrofajlar arasindaki interaksiyonda rolii olabilecegi dnerilmistir. HB-
EGF kiiltiire VDKH’lerinde GPCR ile EGFR transaktivasyonuna aracilik edebilecegi
ve VDKH’nin regiilasyonunda 6nemli olabilecegi gosterilmistir [27, 85].

EGFR insan aterosklerotik plaginda intimal diiz kas hiicrelerinde
immiinositokimyasal olarak tanimlanmigtir. Ayrica Kkiiltiire rat aortik diiz kas
hiicrelerinde de gosterilmis olup hiicre proliferasyonu ve DNA sentezine aracilik
eder. EGF reseptor ailesi bir¢cok ekzojen faktor ile kinaz bolgesindeki ATP baglanma
bdlgesinin ve harici ligand baglanma bdlgesinin hedeflenmesi ile inhibe edilebilir.
Trifostinler olarak adlandirilan reseptor tirozin kinaz inhibitorleri (TKIs) ailesi
reseptOr substratlari ile yarisarak inhibisyonu saglamak i¢in tasarlanmislardir. Bu
bilesiklerin EGF uyarimli proliferasyonu inhibe ettigi fakat reseptor internalizasyonu,
degradasyonu ya da ligand baglanmasimi etkilemedigi goriilmistiir. Bir cok EGFR
inhibitorii ile klinik denemeler ve arastirmalar yapilmaya devam edilmektedir.
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Periferal monositlerin subendoteliyal bosluga toplanmasi, bunlarin makrofajlara
doniismesi ve miiteakip proliferasyon aterosklerozda kritik bir basamaktir. EGF
reseptorii monosit ve makrofajlar1 da igeren ve aterosklerotik lezyonlarda bulunan
bir¢ok hiicre tipinde tanimlanmistir. Ligand baglanmasi ile EGFR aktivasyonu,
apoptoz ve proliferasyon proseslerini de kontrol eden pekgok sinyal yolaginin
aktivasyonu 1ile neticelenir. EGF ligandi monosit derive makrofajlarin  hem
kemotaksis hem de proliferasyonuna aracilik eder. EGF ve HB-EGF gibi EGFR
ligandlar1 aterosklerotik plaklarda ya da plakla iligkili hiicreler tarafindan eksprese
edilir. EGF igin periferal kan monositleri, makrofajlar1 ve aterosklerotik lezyonlarda
reseptoriin  tanimlanmis olmasi ile aterogenez ve diger kronik inflamatuvar
proseslerde EGF siiper ailesi iiyelerinin potansiyel onemi artmistir. EGFR ve
ligandlar1 aterogenezde VDKH, endoteliyal ve monosit/makrofaj proliferasyonu ile
migrasyonun kontroliinde yakin gelecekte fayda saglayabilirler [27, 86-88].

2.5. G-Protein Bagimh Reseptorler ve Reseptor Tirozin Kinazlarin Etkilesimi

G-protein  bagimli reseptorler 800’den fazla {iyesi ve hormonlar,
ndrotransmitterler, vazoaktif peptidler, 151k gibi pek c¢ok farkli agonistleri ile en
biiyilk membran reseptor ailesini temsil ederler. G-protein bagimli reseptorlerin
onemi hakkindaki geleneksel gorlis kisa silirede metabolizma regiilasyonu,
kontraktilite ve kan basmci diizenlenmesi gibi o6zellikleri iizerine odaklanmustir.
Bunun aksine bir bagka ana membran reseptor ailesi olan reseptdr tirozin kinazlar
(RTK) hiicre proliferasyonu, farklilagsma, motilite ve sag kalima aracilik etmek {izere
gorev yaparlar. Basglangigta bu reseptor ailelerinin birbirinden bagimsiz hareket ettigi
disiiniiliiyordu. Fakat son yillarda bariz bir sekilde goriildiigii iizere prolifere olan
hiicrelerde de eksprese edilen G-protein bagimli reseptorlerin proliferasyonu uyardigi
gbdzlenmistir. Buna ek olarak G-protein bagimli reseptorlerin ERK gibi RTK sinyal
yolunun tipik bir 6rnegi olan MAPK’lar1 aktive ederek mitojenik yanitlara aracilik
edebilir. G-protein bagimli reseptorler ve RTK sinyal yolagi arasindaki iliski oldukca
karmasiktir [45, 89, 90].

Reseptor tirozin kinazlar; 58 tiyesi bulunan transmembran glikoproteinleri igeren,
20 alt gruba boliinen ve cogunlugunu EGF gibi biiyiime faktorii reseptorlerinin
olusturdugu bir ailedir. RTK’lar bir ekstraseliiler ligand baglanma bdlgesi, bir
transmembran bolge ve bir adet intrinsik tirozin kinaz aktivitesi yaninda pek ¢ok
regiilatuvar tirozin rezidiisii de igeren sitozolik bolgeye sahiptirler. Yapidaki fosforile
tirozin rezidiileri pek ¢ok adaptor protein (Grb2 ya da Shc gibi) ya da enzim (PLCy1
gibi) icin baglanma bdlgesi olarak iglev goriir. Dort ana yolak RTK’larin araciligiyla
gerceklesir:

1. MAPK ’lar kaskad1
2. PI3K yolag1

3. STAT ailesi iiyeleri
4. PLC yolag:

Bunlarin aktivasyonu sonucunda bir¢ok hedef proteinin modiilasyonu ve niikleer
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu gerceklesir. EGFR ailesi 4 {iyesi olan bir
reseptor ailesidir. Bu reseptorlerin ligandlarinin ve sinyal yollarinin énemi hiicre
proliferasyonun kontrolii, sagkalim ve farklilagmaya aracilik etmeleri nedeniyledir
[89, 91]. En ¢ok ¢alisilmis ve karakterize edilmis RTK ise EGFR ya da diger bilinen
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isimleriyle ErbBl veya HER1’dir. EGF reseptorii transmembran glikoprotein
yapisinda olup 1186 amino asit ihtiva eder [45]. iki tane sisteince zengin bdlge iceren
622 amino asitlik amino terminal ekstraseliiler bdlge ligand baglanma bdlgesini
olusturur. Yapida membrani gegen tek bir alfa-heliks varken 542 amino asitlik
intraseliiler bolge li¢ kisimda incelenebilir: sirasiyla yaklagik 50 amino asitlik
jukstamembran bolgesi (membrana intraseliiler taraftan komsu), devaminda yaklagik
250 amino asitlik tirozin kinaz bdlgesi (SH1) ve son olarak 229 amino asit
uzunlugunda tek bir karboksi terminal wug¢. Karboksi terminal ucu bes
otofosforilasyon motifi icerir, bu bolge SH2 ya da PTB (phospho-tyrosine binding)
bolgesi iceren proteinleri baglar [78].

Ang Il gibi G-protein bagimli reseptorleri aktive eden pek cok ligandin
tanimlanmasi, bu ligandlarin mitojenik etkilere aracilik edebildigi ve GPCR’lerin
proliferatif sinyal iletimine yol acabildigi gdzlendikten sonra GPCR’lerin hiicre
biliylimesini diizenleyen mekanizmalara nasil etki ettigini belirlemek i¢cin pek ¢ok
calisma yapilmistir. Bu konuda ilk yapilan goézlemlerden biri ERK1/2 ailesinin
sadece RTK’larin mitojenik sinyal iletiminde rol oynamayip ayni zamanda GPCR
aracili bilylimeyi artirici etkilerde de 6nemli bir rolii oldugudur. Kiigiik G protein Ras
ile ERK aktivasyonu RTK’larin iyi anlagilmis temel bir sinyal yoludur. Cok sayida
molekiiler mekanizma GPCR ile RTK arasindaki baglantiy1 saglamak i¢in dnerilmis
olup bunlardan birisi de sudur:

I. GPCR uyarimiyla RTK’lar tirozin fosforilasyonuna ugrar
ii. Bu olay RTK’lar i¢in proteolitik olarak endojen ligandlarin {iretimiyle
gergeklestirilir.

Bu olay “transaktivasyon” olarak isimlendirilir. Kanser hiicrelerinin proliferasyonu
ve metastazindaki roliinden dolay1 kanser hiicrelerinde de bu konu hakkinda genis
kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir [89]. Reseptor tirozin kinazlar sadece GPCR ile
degil ayn1 zamanda sitokin reseptdrleri, iyon kanallari, integrinler ve diger RTK’lar
gibi farkli sinyal yollariyla da transaktive edilebilirler [45].

2.6. Ang Il ve EGFR Transaktivasyonu

Reseptor tirozin kinazlarin transaktivasyonu ilk olarak 1995 yilinda
VDKH’lerinde gosterilmistir. Linseman ve ark. Ang II’ye yanit olarak PDGFR
fosforilasyonunu; Rao ve ark. ise thrombine yanit olarak IGF-1R fosforilasyonunu
gostermis bu arastirmacilar RTK’lar ve GPCR arasindaki muhtemel bir iliskiye ilk
atifta bulunan kisilerdir [92, 93]. Bir yil sonrasinda ise Daub ve ark. Nature’da
yaymladiklari makalede GPCR ile EGFR transaktivasyonunu gostermislerdir [94].
Bu calisma EGFR transaktivasyonu hakkindaki ilk ¢alisma olmustur [89]. Ang Il
uyarimt gergeklestirilerek gosterilen ilk EGFR transaktivasyonu ise 1997 yilinda
Eguchi ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir. ~EGFR transaktivasyonu
gozlemlendikten sonra gergeklesen aktivasyonun nasil meydana geldigi incelenmis
ve ¢esitli goriisler ortaya atilmistir.

Transaktivasyon olaymin kalsiyum bagimli oldugunu 6neren ¢alismalar oldugu
gibi kalsiyumdan bagimsiz oldugunu Oneren c¢aligmalar da mevcuttur. ROS’un
transaktivasyonda rolii olabilecegi de Onerilmistir. GPCR ile transaktivasyon
isleminde dogrudan ikincil mesajcilar ve/veya ikincil mesajcilarla yonetilen sinyal
iletim yollar1 gerekli olabilir. Bu yollar intraseliiler Ca** artisi, PKC aktivasyonu,
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ROS iiretimini igerir. Sitozolik nonreseptor tirozin kinazlar olan Src ve PYK2 gibi
molekiiller transaktivasyonda gerekebilirler. Son olarak da bu islem igin bir
metalloproteaz gerekebilir ki bu durum pek ¢ok GPCR agonisti varliginda
gosterilmistir [90].

Bu alanda yeni bir konsept olarak HB-EGF iiretimine bagli olarak EGFR
transaktivasyonunun gerceklestigi one siiriilmiistiir. HB-EGF hiicre yilizeyinde 208
amino asitlik transmembran prekiirsor olarak eksprese edilir. MMP ya da ADAM
aktivasyonu sonrast proHB-EGF’den 72-87 amino asitlik HB-EGF (EGFR ligandlar1
arasinda yer alip EGF ailesi liyelerinden biridir) olusmasina miiteakip serbest HB-
EGF’nin EGFR’a baglanmasi EGFR homodimerizasyonu ve otofosforilasyonuna yol
acar. Bu hipotez ilk kez Prenzel ve ark. tarafindan 1999°da ortaya atilmistir [45, 95].
Ayn1 gézlem VDKH’lerinde MMP inhibitorii ya da toksik olmayan difteri toksin
mutantt CRM197 kullanimiyla inhibe edilen Ang II uyarimli EGFR transaktivasyon
deneyinde Saito ve ark. tarafindan gozlenememistir [20]. Kardiyak fibroblastlarin
Ang II ile muamele edilmesi sonucu hiicrelerin konsantre edilen siipernatanlarinda
EGF aktivitesi gozlenmemistir. Kiiltiir medyumunun nétiirlestirici anti-EGF antikoru
ile muamelesi de Ang IT uyarimli EGFR aktivasyonunu etkilememistir [20, 96].

2.6.1. EGFR Transaktivasyonu ve Uyardig:1 Alt Yolaklar

Transaktive EGFR hiicre i¢i sinyal olaylarinda 6nemli bir role sahiptir. Ang I1
uyarimlit ERK1/2 aktivasyonu transaktive EGFR’1n alt yolak olayidir. Spesifik EGFR
kinaz inhibitorii AG1478 uygulanmasiyla Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonu
onlenmigtir. Ang II uyarimli ERK aktivasyonu i¢in Ras-bagimli ve Ras-bagimsiz iki
yol onerilmistir. EGFR transaktivasyonunun yol ag¢tig1 diger alt yolak olaylar1 c-Fos
gen ekspresyonu, DNA sentezi ve protein sentezidir. VDKH’ nde Ang I uyarimli p70
S6 kinaza ait serin 411 fosforilasyonu EGFR-bagimli Ras aktivasyonu gerektirir.
Ang II uyarimi sonrast Shc ve Grb2 (SH2 bolgesi igeren adaptor proteinler) EGFR
ile etkilesime gecerler. AG1478 ve dominant negatif EGFR mutant uygulanmasi Ang
IT uyarimli fibronektin ve TGF-f sentezini durdurmustur [20, 90].

EGF ligand ailesinin iiyelerinden birisi de HB-EGF’dir. Biitiin EGF ligand
ailesi iiyeleri inaktif transmembran Onciilleri olarak sentezlenirler ve daha sonra
matiir aktif biiylime faktoriinii salmak {izere proteolitik ayrigmaya ugrar. Daha sonra
reseptdr aktivasyonu yani sitoplazmik kuyruk kismindaki spesifik tirozin birimlerinin
fosforilasyonlar1 gergeklestirilir. Gilinlimiizde membrana baglh olan inaktif biiyiime
faktorii 6ncii molekiillerinin matiir hale gelmesi icin onlar1 fizyolojik ve patolojik
kosullar altinda enzimatik olarak kesen, serbest hale getiren ve reseptor
aktivasyonuna neden olan ADAM proteinleri olduk¢a dnem kazanmistir. ADAM
tiyeleri “metzincin” siiper ailesinden olup protozoanlardan memelilere kadar 40
ADAM ortologu tanimlanmigstir. Tipik bir ADAM molekiili sekil 2.4°’de ADAM 17
icin goriildiigi gibi N-ucundan C-ucuna dogru sirastyla bir NHj-terminal sinyal
peptidi, bir pro-domain kismi, bir metalloproteaz kismi, bir disintegrin bolgesi, bir
sistein zengin bdlge, bir EGF-benzeri bolge, bir transmembran bolge ve son olarak
bir sitoplazmik kuyruk igerir [90].

16



Cysteine-rich Transmembrane
Pro-domain  Metalloprotease domain region -

( ,;l'lxvch V H“ELGH / f P"”QTP.P"“VIP
J " 4 o . > P ®

S- al EGF like Tns . S'alg
180, Disintegrin doati Cytoplasmic tail

Sequence domath

Sekil 2.4. ADAM enziminin yapis1 [90].

Birgok ADAM ailesi iiyesinin GPCR ile uyarildiginda birgok hiicre/doku
tipinde EGFR transaktivasyonuna aracilik ettii gosterilmistir. Incelenen hiicre tipi
ve GPCR agonistine bagh olarak ger¢eklesen GPCR uyarimli EGFR
transaktivasyonundaki ADAM proteininin tipi degiskenlik gosterir. Kardiyovaskiiler
hormon Ang II ana olarak ATIR iizerinden etkisini gosterir. Ang II’'nin ATIR ile
EGFR transaktivasyonunu uyardigi, bu islemi HB-EGF salmimiyla basardigi
VDKH’leri gibi degisik hiicrelerde gosterilmistir. Degisik hiicrelerde Ang II uyarimi
ile HB-EGF salinimi ve miiteakip EGFR transaktivasyonu isleminde ADAM17 (bir
diger adi TACE; TNF-a converting enzyme) proteininin rol aldigi gosterilmistir [61,
97]. ADAMI17 molekiilii insanlarda 824, ratlarda (Rattus norvegicus) 827 amino
asitten olusan, EC numaras1 3.4.24.86 olan, her bir alt birimi 1 ¢inko iyonu baglayan
ve endopeptidaz aktiviteye sahip olan bir enzimdir [98].

2.6.2. Matriks Metalloproteinazlar ve EGFR Transaktivasyonundaki Rolleri

Memeli MMP’leri,ayn1 zamanda yaygm olmamakla beraber matriksinler
adiyla da anilmakta olup, yapisal olarak iliskili ve katalitik bir ¢inko iyonu igeren 23
adet nétral endopeptidaz enzimi kapsar. Ureme, gelisme, immiin fonksiyonlar ve
doku tamiri gibi bir¢ok fizyolojik rolleri olmasina karsin kanser, inflamasyon,
otoimmiin, vaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi patolojik durumlarda da rol
oynarlar. Yapi1 olarak tipik bir MMP molekiilii sekil 2.5’de goriilecegi gibi bir sinyal
peptidi, bir propeptid, bir katalitik bolge, bir Zn** baglayict bélge, degisken
uzunlukta baglayici (linker) ya da mentese bolgesi ve son olarak substrat segiciligine
katki1 saglayan, endojen inhibitérlere ve kargo reseptorleri ile etkilesimde bulunan
hemopeksin bolgesi ihtiva eder.

MMPs Hinge
r regicn e
r@_c @ |
- - - = =h "
Signal Propeptide Amino-terminal Carboxy-terminal
peptide catalytic domain hemopexin-like
domain

Sekil 2.5. Genel bir MMP molekiil yapisi [99].

Katalitik bolgede korunmus {i¢ histidin birimi propeptidde bulunan Cys
amino asidi ile etkilesim halindeki Zn** iyonunu koordine eder. Yapidaki ginko
iyonu kataliz i¢in gerekli su molekiiliinii baglar. MMP alanindaki ufuk agic1 gelisme
MMP’lerin sadece ECM pargalayic1 fonksiyonlarinmn olmadigi ayni zamanda pek

17



cok sekrete molekiilin ve membran iliskili substratlarm ayrilip salinmasma yol
acmak stiretiyle normal hiicre davraniginin modiilasyonu, hiicre-hiicre iletisimi ve
timor ilerlemesi gibi sofistike roller oynamasinin anlagilmasi olmustur [100, 101].
MMP’lerin kollajen, elastin, jelatinler ve kazein gibi damar duvarindaki ECM
bilesenlerini parcalama oOzelliklerinden dolay1 aterosklerotik plak kompozisyonunu
da degistirebilirler. Bu degisim daha kararli ya da daha kararsiz aterosklerotik plak
fenotipiyle sonlanabilir. Saglikli insan damarlarmin aterosklerotik olanlara kiyasla
daha diisik MMP seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir. MMP’lerin VDKH’nde
proliferasyon, apoptozis ve migrasyonuna neden oldugu bilinmekte olup
aterosklerotik fenotipi de bu 6zelligi ile etkiledigi diisiiniilmektedir. Kisaca MMP’ler
ateroskleroz, torasik aortik disseksiyon, vaskiiler yeniden modellenme, intima
formasyonu ve anevrizma gibi vaskiiler patolojilerle iliskilidirler [100-103].

Ang II uyarimli EGFR transaktivasyonu ve sonrasinda gelisen ERK
aktivasyonunda oOnceki yapilan g¢alismalarda gosterildigi ve evvelki boliimlerde
bahsedildigi gibi ADAM aracili HB-EGF salinmasinin roliinden bahsedilmisti. Ek
olarak HB-EGF salinmasinda MMP’lerin rolii olabilecegi de yapilan calismalarla
gosterilmisti. MMP-1, -2, -3 ve -9 gibi pek ¢ok MMP VDKH’lerinde eksprese
edilmekte olup vaskiiler yeniden modellenmede adlar1 anilmaktadir [51]. Ang II’nin
MMP aktivasyonuna yol actigi ve MMP’lerin HB-EGF salinmasina aracilik ettigi
yoniinde yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir [67, 68, 104-106]. Genis spektrumlu bir
MMP inhibitorii olan GM6001 (ilomastat ya da galardin olarak da bilinir) ile yapilan
bir calismada da MMP’lerin EGFR aktivasyonu icin gerekli olabilecegi goriisii
vurgulanmustir [14].

Diger RTK’lardan farkli olarak EGFR, dimerizasyon ve tirozin kinaz aktivitesi
icin ligand baglanmasima ihtiya¢c duymaz. Bu 6zellik EGFR’1n transaktivasyondaki
rolii i¢in gayet uygundur. Kwatra ve ark. EGFR dimerizasyonu i¢in reseptoriin,
ligand baglanma bdlgesine ihtiyag olmadigini; Tsi ve ark. ise bir GPCR olan B2-
adrenerjik reseptor aktivasyonunun EGFR otofosforilasyonu ve ERK1/2 kaskadinin
aktivasyonundan sonra EGFR homodimerizasyonuna yol ac¢tigmi bildirmislerdir. Bu
bulgular EGFR’1in EGF ligand uyarimindan farkli bir sekilde dimer olusturabilecegi
ve otofosforile olabilecegini dnermektedir. Tang ve ark. da Ang Il-uyarimli EGFR
transaktivasyonu i¢cin EGFR’mm  karboksil terminalinin gerekli oldugunu
belirtmislerdir. Konkanavalin A ile EGFR karboksil terminalinin proteolitik
ayrilmas1 EGFR transaktivasyonunu onlemistir.

2.7. Anjiyotensin I1I’nin Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki Rolii

Ang II aracili vaskiiler fonksiyonel degisikliklerin basinda gelen vazokonstriktor
etki, hiicre i¢i Ca** diizeyinin artist ve RhoA/Rho kinaz yolagmnin katkisiyla
vazokonstriksiyondaki artma ve artan NADPH oksidaz aktivitesi sonucunda O
dretiminin  artmast ile = NO  biyoyararlanimmin  azalmasi  sonucunda
vazodilatasyondaki azalma sonucunda olugmaktadir. Hipertansiyonda Ang Il
sinyalleri, kontraksiyon artigina, yetersiz dilatasyona ve vaskiiler toniis artigina yol
acar. Ang II hiicre bliylimesini, tirozin kinazlarm ve MAPK’larin aktivasyonu, hiicre
i¢i Ca**un salmiminin stimiilasyonu ve ROS iiretiminin artis1 ile stimiile eder. Ayni
zamanda, Ang Il hipertansiyonda, transforming growth factor-f, endotelin-1, PDGF,
bazik fibroblast biiylime faktorii ve IGF-1"1n i¢inde oldugu vazoaktif hormonlarin ve
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biiylime faktorlerinin tiretimini artirir. Bu etkisiyle, vaskiiler yeniden modellenmede
rolii olan hiicre proliferasyonu, protein sentezi ve fibrozis olusumunu artirir [11, 21,
46, 47].

Hipertansiyonda, aterosklerozda, diabetes mellitusta ve vaskiiler hasarla iligkili
diger durumlarda vaskiiler duvarin inflamasyonunun anahtar rolii oynadigina iliskin
pek cok kanit bulunmaktadir [50, 107]. Vaskiiler inflamasyon, hipertansiyon gibi
damar hasar1 olan durumlarda lipid oksidasyonu ile birlikte proaterojeniktir [108].
Inflamasyon, RAS’1 aktive edebilir, boylece yeniden modellenme ve hipertansiyon
gelisimine katkist vardir. Ang II’nin vaskiiler duvarda kan basmci bagimli ve
bagimsiz mekanizmalarla belirgin proinflamatuvar etkileri vardir ve inflamasyonun
olusumunun her basamagini indiikleyebilir. Vaskiiler gecirgenligi artirir, ROS,
sitokinlerin, kemokinlerin ve adezyon molekiillerinin iiretimini indiikler ve redoksa
duyarl inflamatuvar genlerin aktivasyonuna neden olur. Ang Il ayn1 zamanda, damar
duvarindaki proinflamatuvar molekiiller olan VCAM-1, ICAM-I ve E-selektin ve P-
selektinin redoks-bagimli yollar araciligiyla ekspresyonunu arttirir. Ang II, vaskiiler
duvarda VCAM-1, MCP-1, IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a tiretimini artirarak 16kositlerin
media tabakasinda toplanmalarini artirir [50, 109]. Preklinik ve klinik deneylerde,
RAS’1in ACE inhibitorleri ve AT1R antagonistleriyle farmakolojik olarak blokaji
sonucunda vaskiiler inflamatuvar hiicrelerin ekspresyonunun azaltildigr ve
hipertansiyon,  hiperlipidemi veya diyabet ile iliskili  kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin tedavisinde yararli olduklar1 gésterilmistir [108-110].

COX-2, inflamatuvar yanitin énemli bir modiilatorii olan PG sentezinde hiz
kisitlayic1 enzimdir ve inflamasyona yanit olarak pek cok dokuda yiiksek diizeyde
eksprese edilir [111]. Ang Il, AT1R yoluyla COX-2 ekspresyonunu ve aktivitesini
indiiklerken, bobrek makula densasinda COX-2 ekspresyonunu azaltir. Bu etkileriyle
COX-2, Ang II’nin mitojenik ve migrasyonu artirict etkilerine aracilik eder [112,
113]. Ang II’'nin ERK1/2 MAPK aktivasyonu yoluyla COX-2 ekspresyonunun
indiiksiyonu {izerinde kritik 6neme sahip oldugu gosterilmistir [114]. Ang II’nin
insan VDKH’de DNA sentezini ve hiicre migrasyonunu artirici etkilerinin COX-2
aktivitesinin inhibisyonu ile bloke edildigi saptanmistir, bu da Ang II’nin
VDKH’deki etkilerinin COX-2 ekspresyonunun artis1 ile siddetlenebilecegini
diistindiirmektedir [115]. Ang II’nin ayn1 zamanda PG sentezini artirdigi ve
VDKH’de ATIR yolagmin aktivasyonu ile PG’lerin olusumunu regiile etmek i¢in
COX-2’yi kullandig1 gosterilmistir. Ang II’nin PG salmimini artirict etkisinin bir
bolimiinden PLA2 aktivitesini artwrmasi1 sorumluyken diger taraftan COX-2
ekspresyonunu artirmasi da olaya karisir [116]. COX-2 enzimatik aktivitesinin
spesifik inhibitdrleriyle Ang II’'nin VDKH biiylimesi ve migrasyonunu stimiile edici
etkileri de belirgin olarak zayiflatilir. Bu da COX-2 ve bu enzimin TxA2 gibi
driinlerinin VDKH’indeki Ang II aracili mitojenik ve inflamatuvar yanitlarda 6nemli
bir rol oynuyor olabilecegini diigiindiirmektedir [115, 117]. Bu sonuglar, COX-2
inhibitorlerinin ACE inhibitorleri veya ATIR antagonistleri ile yapilan tedaviye
eklenmesinin hipertansiyon gibi hastaliklarda Ang II’'nin meydana getirdigi vaskiiler
degisiklikleri geriletebilecegini diistindiirmektedir [112, 114, 115, 117-120].
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ROS, inflamatuvar yanitin olusumunda c¢ok Onemli bir rol oynar. Bu
reaksiyonlarin olusmasina ¢oklu redoks-duyarli sinyal yolaklari aracilik eder [49].
Ang 11, bircok hiicresel etkilerini, ROS olusumunu artirarak gostermektedir [10, 11,
26, 46]. Endotel, adventisya ve diiz kas hiicrelerinde iiretilen ROS’nin asil olusum
kaynagi NADPH oksidaz enzimidir [121]. NADPH oksidaz ile iiretilen O*, bir
intraselliiler sinyal molekiili gibi davranarak, transkripsiyon faktdrlerini ve
inflamasyonda rolii olan diger molekiiller olan MAPK, tirozin kinaz ve protein
fosfatazlar1 aktive eder [121]. Ang II, vaskiiler NADPH oksidaz’in potent bir
stimiilatoriidiir; enzimin aktivitesini ve ekspresyonunu artwrir. Ang II, hiicre
bliylimesinden sorumlu olan Nox1’i ve proton pompasi olarak gorev yapan
gp91phox’u up regiile eder ve hiicre biiylimesini yavaglatan Nox4’ii down regiile
eder [11, 21, 26, 46-49].

Hipertansiyonda, oksidazlari aktivasyon artis1 ve dolayisiyla artan oksidatif stres
bu olaylarin siddetlenmesine yol agar. ‘O,” ve H,O; bir¢ok sinyal molekiiliinii aktive
eder: Bu sinyal molekiilleri, MAPK, reseptdr olmayan tirozin kinazlar (Src, JAK2,
STAT, p21Ras, Pyk2 ve Akt), reseptor tirozin kinazlar, protein tirozin fosfatazlar ve
redoks duyarl transkripsiyon faktorleri (NF-kB, AP-1 ve hipoksi ile indiiklenebilen
faktor (HIF)-1)’dir. Bu molekiillerin aktivasyonu, hipertansiyonda yeniden
modellenmeye katkist olan hiicre biliylimesi, proinflamatuvar genlerin ekspresyonu,
ekstraselliiler matriks proteinlerinin iiretimi ve kontraksiyonda rol alir [3, 49, 121-
123].
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MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Malzeme ve Kimyasal Maddeler

Hiicre medyumu DMEM Biochrome’dan; HBSS Lonza’dan; Tris ICN
Biomedicals’dan; SDS Amresco’dan; CaCl,, HEPES, elastaz, kollejenaz,
STI, BSA, FBS, L-glutamin, PSA, tripsin-EDTA, leupeptin, pepstatin A,
aprotinin, proteaz inhibitor kokteyl Sigma Aldrich’den temin edilmistir.
Hiicre kiiltiir petrileri, flasklar ve 15 mL’lik plastik tiipler ile benzeri sarf
malzemeleri R&D Falcon ve Greiner’den satin alinmustir.

Ang Il Sigma (A-9525) ve Calbiochem’den (05-23-0101); EGF Upstate’den
(01-102); Losartan Merck firmasindan hediye olarak; AG1478 Sigma’dan
(T4182); GM6001 Calbiochem’den (364205) ve CRMI197 Sigma’dan
(D2189) satin almmustir.

Western blot analizinde Bio-Rad marka Mini-Protean Western Blot seti
kullanilmstir.

Western blot icin fosfo-ERK1/2 i¢in ve EGFR i¢in kullanilan primer ve
sekonder antikorlar Cell Signaling’den satin alimmuistir (4407S, 9106S, 7074S
ve 7076).

Protein marker Biorad’dan(161-0318); fosfataz inhibitérii Roche’dan satin
alinmustir.

Protein Olgiimii i¢in kulanilan kit Pierce’den (23235); goriintiileme igin
kulanilan ECL Thermo’dan; blotlamada kullanilan membran Whatman’dan;
film Amersham’dan; developer ve fiksatif [1ford’dan satin alindi.

Arastirmanin Yiiriitilldiigii Birim ve Kullanilan Geregler

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilizasyon Unitesi’nde
sterilize edildi. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin izolasyon islemleri Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde yapildi. Primer hiicre kiiltiirii islemleri,
protein  Olgimleri, western blot analizleri Biyokimya Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Deneyde kullanilan 250-350 g agirhigindaki erkek wistar ratlar
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden, Akdeniz Universitesi, Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan onay alinarak (02.05.2011, karar no:92).temin edildi.

Buzdolab1: Beko 9610NM, Vestel NT 465 HG (+4 ve -20 C°)
Sogutucu: Bosch (-20 C°)

Dondurucu: Hettich HS 2486 (-80 C°)

Sicak su banyosu: Raypa (20 ~80 C°)
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e Santrifiij: Beckman&Coulter Microfuge 22R (+4C°)

e Santrifiij: Niive NF400

e inkiibator: Heraeus HeraCell 150 (Karbondioksit, 37C°)
e Kiiltiir kabini: Esco Class 11 BSC

e Mikroskop: Olympus CKX41 (Inverted)

e Sonikator: Bendelin UW2070

e Karstirict: LabLine Thermal Rocker (Kapakli, 37C°); Biometra WT17;
Heidolph MR Hei-Standart Q-02 (Manyetik)

e Thermoblock: Biometra TB1
e Hassas terazi: Presica XB220A
e Kaba terazi: Kern 440-43N
e pH metre: Hanna pH211
e Spektrofotometre: Shimadzu UV-1601
e Plate reader: BioTek pQuant
Tezde Kullanilan Deney Modeli

Deneylerde torasik aortadan izole edilen wvaskiiler diiz kas hiicreleri
kullanilmis olup izolasyon isleminden sonra hiicreler iizerindeki deneyler hiicre
kiiltliriinde gerceklestirilmistir. Hiicrelerin elde edilmesi amaciyla 250-350 gram
agirhiktaki erkek ve Wistar cinsindeki ratlardan torasik aorta alinmistir. Primer
kiiltiirii yapilan hiicreler deneylerde kullanilmistir.

3.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu

[zolasyon islemi Ives ve ark. tarafindan 1978 de tavsan aortasinda uygulanan
metodun degistirilmis haline dayanmaktadir. Modifiye yontem Gunter ve ark.
tarafindan rat mezenterik arterinde basariyla uygulanmistir [124, 125]. Biitiin islem
aseptik kosullar altinda gergeklestirilmistir. izolasyondan bir giin énce gerekli olan
biitiin ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmis, mikro cerrahi set ve hiicre kiiltiirli odas1 gibi
her tiirlii ortamin sterilligi saglanmistir. Ratlar tartilip agirliklar: not edildikten sonra
eter anestezisi altinda torasik aortalar1 alinmistir. Alinan torasik aortalar derhal buz
soguklugundaki transfer medyumu igerisine aktarildi. Damar i¢ ¢eperi birka¢ kez
transfer medyumu ile yikanarak kandan arindirildi ve daha sonra parafin blok iizerine
steril toplu igneler yardimiyla sabitlendi. Islem buz iizerinde ve buz soguklugundaki
transfer medyumu igerisinde disseksiyon mikroskobu altinda gerceklestirildi. Blok
iizerindeki damar ince doku makas1 ve pens yardimiyla boylamsal olarak kesildi ve
dikdortgen bir plaka gibi dort ucundan parafin bloga tutturuldu. Damarm dis
kismidaki yag ve kilcal damar yapilar1 temizlendikten sonra adventisya tabakasi
bisturi ile kazindi. Daha sonra damar tabakasi dondiiriilerek endotel tabakasi liste
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getirildi ve steril bir kulak ¢opii ile hassas bir sekilde kazinarak endotel tabakasi da
uzaklastirildi. Daha sonra kalan yap1 transfer medyumu ile birkag kez yikandiktan
sonra buz icerisinde, buz soguklugunda transfer medyumu igerisinde hiicre kiiltiirii
odasina tagind1 [3, 28].

3.3. Primer Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

Hiicre kiiltiirii ortamima taginan ve damarin media tabakasini igeren aorta
pargas1 Oncelikle transfer medyumundan uzaklastirildi. Daha sonra kiiciik bir petri
icine alinarak iki adet bistlirii ile kii¢iik parcalara ayirilarak dokunun yiizey alani
olabildigince artirildi. Sonrasinda dnceden hazirlanan ve 37 C®deki enzim ayrisma
cozeltisi (EAC) ile inkiibe edildi. Boylelikle yiizey alani artirilmis media tabakasi
EAC ile daha fazla temas ederek hiicre izolasyon oraninin artirilmasi amacglandi.
Petrinin etrafi parafilm ile sarilarak 1sitic1 6zelligi bulunan bir calkalayicida 37 C*de
45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda petrideki damar pargalar1 ve EAC
celik kaniilden gegirilerek mekanik ayrismaya maruz birakildi. Sonraki basamakta
ortamdaki enzim konsantrasyonunu diisiirmek i¢in EAC miktarmin iki kati1 kadar
hiicre medyumu eklendi ve steril plastik tiip igerisinde 1400 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan hiicre medyumu ile diliie edilerek 12,5
cm?’lik flaska ekildi. Pellet ise hiicre medyumuyle resiispanse edildi ve ayni sekilde
12,5 cm?’lik flasklara ekildi. Hiicrelerin inkiibasyonu nemlendirilmis, 37 C*deki % 5
CO3- % 95 hava igeren etiivde (inkiibatorde) gergeklestirildi. EKimden sonraki ilk 24
saat flasklara dokunulmazken sonraki giinlerde rutin olarak incelenen flasklarda
kontaminasyon ve tutunan ya da mikroskop altinda g6zlemlenebilen hiicre olup
olmadig1r invert mikroskop altinda incelendi. Hiicrelerin mikroskop altinda
gozlemlendigi ilk giin flask birka¢ kez medyum ile yikandi ve taze medyum
eklenerek etiive birakildi. Flask ylizeyi tamamen hiicre ile doldugunda yani konfliie
oldugunda pasajlama islemi yapildi ve hiicreler 25 cm®lik flasklara aktarildi. Daha
sonrasinda ise 75 cm?’lik flasklara pasajland1. Ilk birka¢ pasajdan sonra hiicrelerin
bir kism1 dondurularak — 80 C*de ya da s1v1 azot icerisinde muhafaza edilerek daha
sonra kullanilmak tizere stoklar olusturuldu. Boylelikle yeni hayvan kesimi
onlenerek minimum sekilde hayvan kullanmaya gayret edildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama islemi (tripsinizasyon) yapilirken oOncelikli olarak hiicre
medyumu tamamen uzaklastirildi. Sonra 37 C*deki Ca®* ve Mg®* icermeyen HBSS
soliisyonu ile bir kez yikandiktan sonra tripsin-EDTA ile muamele edildi. Bir miiddet
etiivde bekletildikten sonra ylizeye yapisan hiicreleri kaldirmak icin flaska sagdan
soldan ve {stten hafifce vurarak mekanik olarak da hiicrelerin yiizeyden ve
birbirlerinden ayrilmalar1 saglandi. Ortamdaki tripsin konsantrasyonunu diisiirmek
amaciyla DMEM eklendi. Mikroskop altinda kontrol edilerek ayrilmalar
gozlendikten sonra plastik tiipe almarak 1400 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatan dekante edildikten sonra pellet hiicre medyumuyla resiispanse edildi ve
yeni flasklara ya da petrilere aktarilarak pasajlandi [3, 28].

Kullanilan Cozeltiler

a) Transfer medyumu: Ca** ve Mg?* igermeyen HBSS soliisyonu igerisinde son
hacimde 200 uM (0,2 mM) Ca?* ve % 2 penisilin-streptomisin antibiyotigi
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(PSA) (v/v) olacak sekilde hazirlanmistir. Ca®* i¢cin CaCl,.2H,O tuzu
kullamlmustrr. Oncelikle 400 mM Ca?* ¢ozeltisi hazirlanip steril hale
getirildikten sonra alikotlanmis ve diger c¢ozeltilerle birlikte transfer
medyumu hazirlanmasinda bu stoktan yararlanilmistir.

b) Enzimayrisma ¢ozeltisi (EAC): Ca’* ve Mg®* icermeyen HBSS soliisyonu
icerisinde son hacimde su bilesenler bulunmalidir:15 mM HEPES, 2 mg/ml
BSA, 200 uMCa?*, 250 pg/ml soya tripsin inhibitorii (STI), 62,5 pg/ml
elastaz ve 500 pg/ml kollejenaz tip I-A. Buradaki bilesikler stok olarak
hazirlanmistir ve ¢oziicli olarak steril HBSS kullanilmistir. Biitiin ¢ozeltiler
sterildir veya filtreden gecirilmek suretiyle steril hale getirilmeye
calistimistir. Izolasyon isleminden bir giin dnce hazirlandig1 i¢in ertesi giine
kadar +4 C®de muhafaza edilmistir. Izolasyon islemlerinde EAC taze olarak
hazirlanmistir.

€) Hiicre medyumu: ticari olarak satin aliman DMEM medyum kulanildi
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Medyuma ek olarak HEPES, FBS
ve PSA eklendi. Final hacimde hiicre medyumu % 10 FBS (v/v), % 1 PSA ve
25 mM HEPES i¢ermektedir. HEPES 6ncelikle bir miktar DMEM ile ¢oziiliip
daha sonra steril hale getirilmistir. L-glutamin icermeyen DMEM’e ek olarak
4 mM L-glutamin HEPES’le ayni isleme tabi tutularak medyuma ilave
edilmistir.

d) HBSS: Ca’* ve Mg?* icermeyen ve ticari olarak satilan HBSS soliisyonu
kullanilmistir. Deneylerimizin tamaminda ayn1 HBSS kullanilmistir yani Ca*
ve Mg2+ iceren HBSS hi¢bir asamada kullanilmamuistir.

e) Tripsin-EDTA soliisyonu: Ticari olarak satilan % 0.05 (w/v) Tripsin ve %
0.02 (w/v) EDTA icermektedir.

f) PSA: Ticari olarak satilan, 100 mL’de 10,000 U penisilin ve 10 mg
streptomisin igermektedir.

Hiicrelerin Deneye Alinmasi ve Lizat Hazirlama Islemi

Calismamizda kusak sayis1 5-20 araligindaki hiicreler kullanildi. Tripsinize
edilen hiicreler yapacagimiz deneye uygun biiyiikliikteki petrilere ekildikten sonra
rutin besleme, kontrol ve medyum degistirme islemleri yapildi. % 80 dolulukta olan
petriler serum icermeyen medyumla bir kez yikandiktan sonra yine serum igermeyen
medyumla 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra mevcut medyum taze ve yine serum
icermeyen medyumla degistirildikten sonra ilk olarak inhibitér uygulanacak petriler
alinip inhibitér(ler) uygulandi. Daha sonra bu petrilere aktivator uygulandi. Kontrol
grubu olanlara ise herhangi bir aktivator ya da inhibitér uygulanmadi. Gerekli
inkiibasyonlardan sonra medyum hizli bir sekilde uzaklastirildi, buz soguklugunda
1X PBS ile iki kez yikanan hiicrelere soguk lizis tamponu eklendi. Hiicreler
tutunduklar1 yiizeyden kazinarak ependorf tiiplere toplandi. Buz igerisinde saklanarak
proteinler soguk zincir igerisinde tutulmaya ¢alisildi ve sonrasinda yine buz
icerisinde olacak sekilde sonikasyona ugratildi. Son olarak +4 C%de santrifiij
edilerek siipernatanlar dikkatli bir sekilde temiz yeni ependorf tiiplere aktarilarak
hiicre debrisi uzaklastirilmis oldu. Protein Olgiimii  yapilarak lizatlardaki
konsantrasyon belirlendi.
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Kullanilan Cozeltiler, Uyaranlar ve Inhibitérler

a) PBS c¢ozeltisi: stok olarak 10X hazirlanmis olup daha sonra 1:10 diliie
edilerek 1X kullanilmigtir. Distile suyla hazirlanan stok ¢6zelti 1,35 M NacCl,
20 mM KCI, 100 mM NayHPO,4 ve 15 mM KH,POy igerir. Cozelti pH’s1
7,4’e ayarlanmustir.

b) Lizis tamponu: Distile su ile hazirlanan ¢ozeltinin final hacimde 0,1 M NaF,
0,05 M HEPES, 0,15 M NaCl, 1ImM MgCl;, 1 mM EGTA, 1mM PMSF, 1
mM NazVO,4, 10 mM pirofosfat, 10 mg/L leupeptin ve aprotinin, 1 mg/L
pepstatin A, % 1 gliserol (v/v) ve % 1,2 Triton-X 100 (v/v) igermektedir.
Ayrica bu hazirlanan stok ¢ozelti kullanim 6ncesi ticari olarak satilan proteaz
inhibitor kokteyli (1:100) ve fosfataz inhibitér kokteyli (1:10) ile
desteklenmistir.

c) Ang II:Stok olarak distile suyla 10* M olarak hazirlanp — 20 C%de
alikotlanmig olarak saklandi.

d) EGF:Stok olarak 2 pg/ml konsantrasyonda distile su ile hazirlandh.

e) Losartan: 10° M olarak stok ¢ozelti hazirlanip alikotlanip — 20 C°de
sakland.

f) AG1478:Stok ¢ozelti 1600 pg/ml konsantrasyonda hazirlanip alikotlanarak —
20 C”de saklandh.

g) GM6001: 20 mM’lik stok ¢dzelti hazirlanip alikotlanip — 20 C*’de muhafaza
edildi.

h) CRM197:1 mg/ml olacak sekilde ¢ozeltisi hazirland1 ve alikotlanarak — 20
C®de muhafaza edildi.

3.4. Protein Konsantrasyon Ol¢iimii
Elde edilen hiicre lizatlarinda protein konsantrasyonu ticari olarak satilan ve
mikro bisinkoninik asit ya dakisaca mikro BCA diye bilinen kit yardimiyladlgiildii.

Mikro BCA deney Kitinin prensibi

Olgiim kiti bisinkoninik asit iceren bir formiile sahip olup bu kitle total
protein konsantrasyonu kolorimetrik olarak saptanir. Yontemin ¢alisma prensibi sekil
3.1.’dedzetlenmistir. Bu prensibe gore drnekteki proteinlerin peptid baglari hidroksil
iyonlarmm olusturdugu alkali ortamda Cu®* iyonlarmi Cu® iyonlarma indirger.
Sonrasinda bir molekiil Cu” iyonu 2 molekiil BCA ile reaksiyona girerek mor renkli
ve suda ¢dziinen Cu’-BCA kompleksi olusturur. Olusan kompleks 562 nm’de giiglii
bir absorbans vererek spektroskopik olarak konsantrasyon Olgiimiine imkan tanir.
Absorbans siddeti Ornekteki protein miktariyla dogru orantilidir. Proteinin
makromolekiiler yapisi, peptid baglarmnin sayis1 ve fonksiyonel grup olarak sistein,
sistin, triptofan ve tirozin amino asitlerinin varlig1 bu yontemde renk olusumundan
sorumlu yapilardir.
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1. Basamak

Protein + Cu-’L Cu*’

2. Basamak

O O o0
Cu'*+ 2BCA —= s "
QAo
Naozc _ __(Co:Na Cu"
N/ }‘ Complu

BCAM.A. : 388,27

Sekil 3.1. Mikro BCA yénteminin prensibi. Proteinler alkali ortamda Cu*?iyonlarini Cu*! iyonuna
indirger. Daha sonra BCA Cu* ile reaksiyona girerek maksimum absorbans dalga boyu
562 nm olan mor renkli bilesik olusturur [126].

Mikro BCA Yoéntemiyle Numunelerin Protein Miktarinin Olgiilmesi

Kit prosediiriinde belirtildigi iizere, kit iceriginde bulunan BSA ile standartlar
ve mikro BCA MA isimli reaktif, MB isimli reaktif ve MC isimli reaktif ile kit
calisma reaktifi hazirlandi.

Belirlenen hacimde ¢alisma reaktifi hazirlamak i¢in 25 birim MA reaktifi ve 24 birim
MB reaktifi ve 1 birim MC reaktifi karistirild1 (25:24:1, reaktif MA:MB:MC, v/v).
Her 6l¢iimde gerektigi kadar ¢calisma reaktifi taze olarak hazirlandi.

Numuneler 1:20 oraninda distile suyla diliie edildikten sonra, kiti iireten firmanin
onerdigi sekilde, mikro plate Olglim prosediiriine uygun olarak numunelerdeki
protein miktar1 tayini i¢in asagidaki basamaklar takip edilerek 6l¢iim yapildi:

e Belirlenen mikro plate kuyucuklarina, 150 pL hacimde standartlar,
numuneler ve kor (kor olarak calisma reaktifi kullanildi) pipetlendi.
Standartlarin ve numunelerin her biri ¢ift caligildi.

e Kuyucuklarin her birine 150 pl hacminde daha 6nce hazirlanan c¢alisma
reaktifi pipetlendi ve 30 saniye nazik¢ce Ornek ve standartlarla reaktifin
karigmasi saglandi.

e Mikro plate iizeri plastik seritle kaplanarak 2 saat at 37 °C’de inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyon sonunda mikro plate oda sicakligina getirildi ve plate okuyucu
ozelligi olan spektrofotometride, orneklerin ve standartlarin 562 nm’de
absorbanslar1 okundu.
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e Numunedeki protein miktarini hesaplamak i¢in kullanilacak standart egrisini
elde etmek i¢in, okunan BSA standart absorbans degerlerinden, okunan kor
absorbans degeri c¢ikarillarak kore-gore standart absorbans degerleri
hesaplandi. Bundan sonra, sekil 3.2.°de gosterildigi bigimde standart
konsantrasyonlarma (pg/ml) karsi absorbans degerlerinin grafigi elde edildi.
Yine okunan numune absorbans degerlerinden okunan kor absorbans degeri
cikarilarak kore-gore numune absorbans degerleri hesaplandiktan sonra elde
edilen standart egrisi kullanilarak numunelerdeki protein degerleri (png/ml)
hesaplandi. Bulunan sonug¢ 1:20 diliisyon kullanildig: i¢in 20 ile ¢arpilarak

diizeltildi.
0,45
0,4 y=0,0101x + 0,0069
025 R? = 0,9942
),2 P <0,05
w
S 025
e L *
§ 0,2
2 015
0,1
0,05
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.2. BSA standart grafigi.

Orneklerin Hazirlanmasi

Orneklerin protein konsantrasyonlar: esitlendikten sonra 5X laemli yiikleme
tamponu 1:5 oranmnda eklendi. Daha sonra érnekler dnceden 95 C®ye getirilmis
termal blok cihazinda 5 dk stire ile 1sitildi. Bir siire sogumasi beklenen numuneler
elektroforez islemi igin jele yiiklendi. (5X Laemli tamponu % 20 gliserol (v/v), % 2
SDS (w/v), % 15 B-merkaptoetanol, 25 mM Tris ve brom fenol mavisi igerir.)

3.5. SDS-PAGE ve Western Blot Prosediirii

Oncelikle elektroforez islemi icin jeller hazirlandi. Jel hazirlama islemi igin
temiz cam plakalar diizgiin bir sekilde sikistirildiktan sonra plakalar arasina ayrisma
jel tamponu pipetlendi. Ust kisimda toplama jelinin ddkiilecegi kisima kadar ayrisma
jeli ile doldurulan cam plakalarin geri kalan boliimii distile su ile doldurularak jelin
hava ile temasi kesildi. Ayrisma jeli donduktan sonra iist kisitmdaki su bosaltilip,
stizge¢ kagidi ile biitiin su emildikten sonra, taraklar yerlestirilip toplama jeli
dokiilerek donmas1 beklendi. Yiikleme jeli de tamamen donduktan sonra jeller
elektroforez tankina alindi. Elektroforez tanki oda sicaklifindaki 1X yiiriitme
tamponu ile doldurulduktan sonra taraklar jellerden nazik bir sekilde cikarilarak
jeller yiikleme i¢in hazir hale getirilmis oldular. Ilk kuyucuga bilinen molekiiler
agirhiktaki protein karisimini iceren marker yiiklendikten sonra sirayla Grneklerin
yiiklenmesine gegildi. Orneklerin yiiklenmesi bittikten sonra tank giic kaynagma
baglanarak 80 V ve 65 mA’de deney gergeklestirildi. Yiikleme jelindeki boya, jelin
alt tarafindan ¢ikincaya kadar yiiriitme islemine devam edildi. Sonrasinda molekiiler

27



agirliklarina gore ayrilmig proteinleri igeren jeller, blotlama islemi i¢in kullanild1.
Deneylerde kullanilan ayrisma jeli akrilamid oranlar1 % 10 ve % 7,5 dir. Toplama
jeli,ayrigma jelinin yilizdesinden bagimsiz olarak biitiin jellerde ayni1 sekilde
hazirlanmstir. Jel bilesenlerinin igerikleri agagidaki tablolarda belirtilmistir.

Tablo 3.1. Ayrisma jeli i¢in kulanilan bilesenler ve oranlari.

Ayrisma jeli bilesenleri % 10’luk jel icin | % 7,5’luk jel i¢in
Distile su % 41,6 % 49,6
Ayrigsma tamponu (pH 8,8) % 25 % 25
% 30’luk akrilamid (w/v) % 30 % 25
% 10 APS (w/v) % 0,33 % 0,33
TEMED % 0,07 % 0,07
% Toplam % 100 % 100

Tablo 3.2.Toplama jeli igin kulanilan bilesenler ve oranlari.

Toplama jeli bilesenleri Toplama jelindeki oranlari
Distile su % 61,2
Ayrisma tamponu (pH 8,8) % 25,1
% 30’luk akrilamid (w/v) % 13,1
% 10 APS (w/v) % 0,5
TEMED % 0,1
% Toplam % 100

Elektroforez Isleminde Kullanilan Cozeltiler

a) Ayrisma tamponu: Distile suyla hazirlanan ve % 0,4 oraninda (w/v) sodyum
dodesil siilfat (SDS) igceren 1,5 M Tris ¢ozeltisidir. pH, HCI ile 8,8’
ayarlanmustir. +4 C®de muhafaza edildi.

b) Toplama tamponu:Distile suyla hazirlanan ve % 0,4 SDS igeren (w/v) 0,5 M
Tris ¢ozeltisidir. pH, HCI ile 6,8’¢ ayarlanmistir. +4 C%de muhafaza
edilmistir.
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c) Akrilamid ¢ozeltisi: % 30 akrilamid (w/v) ve % 0,8 bisakrilamidin (w/v)
distile suyla hazirlanmus ¢ozeltisidir. +4 C* de muhafaza edilmistir.

d) APS (amonyum persiilfat) ¢ozeltisi: % 10’luk APS (w/v) ¢ozeltisi olup distile
suyla hazirlanmis ve +4 C®’de muhafaza edilmistir.

e) TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin): serbest radikal olusumunu
saglayarak jel polimerizasyonunu saglayan bu ¢ozelti hazir olarak alinmis ve
kullanilmastir.

f) Yiritme tamponu: 5X stok olarak hazirlanip yiiriitme isleminde 1X diliie
formu kullanilmistir. % 1,5 Tris, % 7,2 glisin ve % 0,5 SDS iceren ve distile
suyla hazirlanan ¢ozeltidir (tamami w/v). Oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

Western Blot Asamasi

Elektroforez islemi sonrasi toplama jeli kesilip uzaklastirildiktan sonra
ayrisma jeli blotlama tamponuna transfer edildi. Blotlama isleminde kasedi
olusturmak i¢in gerekli olan nitroseliiloz membran, blot kagidi, siizge¢ kagidi ve
stingerde % 10 metanol ile takviye edilmis buz soguklugundaki 1X blot tamponunda
bekletilerek dengeye gelmeleri saglandi. Daha sonra sandvi¢ seklindeki kaset
sirastyla stinger, blot kagidi, siizge¢ kagidi, jel, membran ve tekrar siizge¢ kagidi,
blot kagid1 ve siingerin iist {liste getirilmesiyle olusturuldu. Jel ve membran arasinda
hava kabarcig1 kalmadigindan emin olunduktan sonra kaset iyice sikistirildi ve tanka
yerlestirildi. Tank 1X blotlama tamponu ile dolduruldu ve transfer islemi boyunca
olugsacak 1sidan dolay1r tampon c¢ozeltinin soguk kalmasini saglamak i¢in tank
icerisinebuz kondu. Gili¢ kaynagma baglanan tank transfer edilecek proteine bagl
olarak siire ve voltaj/amper degerleri ayarlanarak transfer gerceklestirildi. Transfer
sonrasinda 1X TBSTile yikanan membranda Ponceau S ile transfer basaris1 kontrol
edildi. Daha sonra ardigik 1X TBST yikamalar1 ile tamamen uzaklastirilan membran
bloklama ¢ozeltisi ile 1,5 saat boyunca bloklandi. Bloklama isleminden sonra 1X
TBST ile birkag kez yikanan membran gece boyu +4 C®de primer antikorla inkiibe
edildi. Ertesi giin membran yikanarak 2 saat boyunca oda sicakliginda sekonder
antikorla muamele edildi. Sekonder antikor olarak HRP konjuge antikorlar kulanildu.
2 saatlik siire sonunda tekrar yikanan membranda goriintiileme islemine gegildi.

Goruntileme igin ECL kiti kullanildi. ECL kitindeki bilesenler, Kitte
belirtildigi sekilde 1:1 oraninda karistirildi ve daha sonra membran iizerine tatbik
edildi. ECL ile muamele edilen membran goriintillemek i¢in kaset igerisine
yerlestirildi ve karanlik odada membran {izerine film yerlestirilerek olusan
kemiliiminesans sinyalin filmi yakmasi i¢in beklendi. Sonraki agamada film, sirasiyla
1:8 ve 1:5 oraninda seyreltilmis olan developer ve fiksatif soliisyonlariyla
gelistirilip,film kuruduktan sonra da taranarak goriintiilerin bilgisayara aktarilmasi
tamamlandi. Son olarak elde edilen veriler degerlendirildi.

Kullanilan Cozeltiler

a) 10X stok blot tamponu: Distile suyla hazirlana tampon % 1,21 Tris, % 3
glisin ve % 0,1 EDTA (hepsi w/v) icermektedir. Blotlama esnasinda 1X
seyrelmis hali kullanilmis olup diliie 1X blot tamponu final hacimde % 10
metanol (v/v) icermektedir.

29



b) 10X stok TBS (Tris Buffer Saline)¢ozeltisi:Distile suyla hazirlana ¢ozelti son
hacimde % 6,5 Tris, % 8,76 NaCl (hepsi w/v) igerir. Cozelti pH’s1
HCV/NaOH yardimiyla 7,4 olarak ayarlanmaistir.

c) 1X TBST ¢ozeltisi: 10X TBS ¢ozeltisinden distile suyla 1:10 oraninda
seyreltilerek hazirlanmis ve bu esnada 1:1000 Triton X-100 (v/v) ilave
edilmistir.

d) Bloklama ¢o6zeltisi: 1X TBST ¢o6zeltisi ile hazirlanmis olup % 5 oraninda
(W/v) yagsiz siit tozu ya da BSA icermektedir.

e) Primer antikor soliisyonu: Bloklama ¢ozeltisi ile hazirlanmis olup 1:1000 ya
da 1:2000 oraninda (v/v) primer antikor i¢erir. ERK1/2 igin bu oran 1:2000
iken EGFR i¢in 1:1000°dir.

f) Sekonder antikor soliisyonu: Bloklama c¢ozeltisiyleya da 1X TBST ile
hazirlanan ¢6zelti 1:1000 ile 1:3000 (v/v) arasinda degisen oranda anti-
tavsanya da anti-fare HRP konjuge sekonder antikor igerir.

Sinyallerin Grafik Haline Getirilmesi ve Istatistiksel Yontem

Filme aktarilan sinyaller bilgisayarda ImageJ programi (versiyon 1.46r) ile analiz
edildi. Daha sonra Excel’de grafik haline getirilerek sonuclar degerlendirildi. En az 3
deney tekrar1 yapilmis olup veriler istatistiksel olarak incelendikten sonra ifade
edildi.
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BULGULAR

4.1. Ang I’nin AT1R ve EGFR Uzerinden ERK1/2 Fosforilasyonu Uzerine

Etkisi

Calismamizin ilk basamaginda, primer VDKH’lerinde Ang II uyarmminin
ERK1/2 fosforilasyonuna ATIR {izerinden yol a¢tigin1 géstermeyi amacladik. Bunun
icin hiicreler ilk 6nce Ang II ile uyarilip ERK1/2 fosforilasyonuna bakildi. Literatiir
bilgisi [61, 62] ve laboratuvarimizda daha onceki ¢alismalara[28] dayanilarak Ang I1
100 nM ve 5 dk olarak uygulandi. Ang II uyarimiyla ERK1/2 fosforilasyonunun
yaklasik 4 kat arttig1 gozlendi (sekil 4.1-A ve B). Bu etkinin AT1R aracili oldugunu
gostermek i¢in hiicreler losartan ile muamele edildi (10 uM, 30 dk). Kontrol grubuna
ise herhangi bir uygulama yapilmadi. Elde edilen sonuglar kontrol grubu ile
karsilastirildi. Losartanin tek basma ERKI1/2 fosforilasyonuna etkisinin olmadigi
gosterildi. Ancak Ang II ve losartan uygulanan hiicre grubunda da fosforilasyon
artisginin gergeklesmemesi Ang I1 uyarimli ERK1/2 aktivasyonunun ATIR iizerinden
gerceklestigini gostermektedir (sekil 4.1. -A ve B).

Ang II’'nin ERK1/2 fosforilasyonuna ATIR {izerinden yol agtig1 gosterildikten
sonra, gerceklesen aktivasyonda EGFR transaktivasyonunun rolii olup olmadigi
incelendi. Bu amagla hiicrelere, bir EGFR kinaz inhibit6rii olan AG1478 (1 uM, 30
dakika) ve Ang Il (100 nM, 5 dk) uygulandi. AG1478 ve Ang II'nin birlikte
uygulandig1 hiicre grubu oncelikle AG1478 ile inkiibe edildi ve siire sonunda da Ang
IT uyarani verildi. Kontrol grubuna ise herhangi bir kimyasal ajan uygulanmadi.
AG1478’in tek basmma ERK1/2 fosforilasyonuna neden olmadigi kontrol grubuna
karsi incelenerek belirlendi.

Deney sonucunda elde edilen sonuglara géore EGFR inhibitorii AG1478’in de
losartan kadar olmasa da Ang II’nin ERK1/2 fosforilasyonunu kismen inhibe ettigi
gozlendi (sekil 4.1-B). Bu goézlem, Ang II'nin ERK1/2 aktivasyonuna EGFR
transaktivasyonu {lizerinden neden oldugunu ve fakat Ang II uyarimli ERK1/2
aktivasyonunun  tamamen EGFR  transaktivasyonu  bagimli  olmadigini
diistindiirmektedir.
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Sekil 4.1. Ang II’'nin ERK1/2 fosforilasyonu tizerindeki etkisinde ATIR ve EGFR’m Roli. A-
VDKH’leri 100 nM Ang II ile 5 dk uyarildi ve ERK1/2 fosforilasyonu incelendi. Hiicreler 30 dk
boyunca 10 puM losartan ile inkiibe edildikten sonra Ang II uyarani verilmis ve ERKI1/2
fosforilasyonunda herhangi bir artis gozlenmemisti. VDKH’lerinde Ang II uyarimhi ERK1/2
fosforilasyonu iizerine EGFR transaktivasyonunu incelemek amaciyla AG1478 kullanilarak ERK1/2
fosforilasyonu incelenmistir. AG1478 1 uM ve 30 dk uygulanmis, sonrasinda 100 nM Ang Il ile 5 dk
uyartlmistir. AG1478 uygulamast Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunu kismen inhibe etmistir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrarm birini temsil etmektedir. B-Western blot bantlar1 taranarak, bant
yogunluklar1 esas alinmig ve veriler siitun grafik sekline doniistiiriilmiistiir. Kontrol grubunun yol
actig1 fosforilasyon 100 birim olarak ayarlanmig ve diger fosforilasyonlar da bu degere gore
verilmigtir. (Sonuglar ortalama degerlerdir; *: kontrole kars1 anlamli; p<0,05 ve n=4).
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4.2. Ang Il Uyarimh ERK1/2 Aktivasyonunda ATIR Uzerinden EGFR

Transaktivasyonunda HB-EGF’in Rolii

Ang Il uyarimiyla gerceklesen ERKI1/2  aktivasyonunda  EGFR
transaktivasyonunun rol aldig1 gosterildikten sonra, bu aktivasyonun nasil
gerceklestigi arastirildi. Bu amagcla yapilan deneyde, gergeklesen aktivasyonun HB-
EGF {izerinden olup olmadigi incelendi. Hiicrelere segici olarak HB-EGF ligandini
inhibe eden CRM197, Ang II ile birlikte uygulandi. CRM197, 30 dk boyunca 10
pug/ml konsantrasyonda uygulandi. Kontrol grubuna herhangi bir inhibisyon ya da
uyarim yapilmadi. CRM197°nin ERK1/2 fosforilasyonuna yol agmadigi kontrol
grubuyla kiyaslanarak belirlendi. Ang II ile birlikte CRM197 uygulanmasinin ise
sadece CRM197 uygulanan gruptan daha yiiksek seviyede ERK1/2 fosforilasyonuna
neden oldugu, fakat yalnizca Ang Il uygulanan gruptan ise daha diisiik seviyede bir
fosforilasyon yaptig1 gézlendi (sekil 4.2. A ve B). Deneylerden elde edilen sonuglar,
Ang II uyarimli ERKI1/2 aktivasyonunda, HB-EGF molekiilinin EGFR
transaktivasyonuna neden olarak EGFR transaktivasyonu lizerinden ERK1/2 yolagim
aktive edebilecegini diistindiirmektedir.

Ang II uyarimiyla EGFR transaktivasyonu aracili ERK1/2 aktivasyonunda HB-
EGF’nin rolii oldugunu belirledikten sonra, gergeklesen aktivasyonda MMP’lerin
rolii olup olmadig1 da incelendi. Bu amaca uygun olarak hiicreler, genis spektrumlu
bir MMP inhibitorii olan GM6001 ile tek basina ya da Ang Il ile birlikte GM6001
uygulandiktan sonra lizise ugratilarak western blot yapildi. GM6001 konsantrasyonu
20 uM ve 30 dk; Ang II ise 5 dk 100 nM uygulandi. Western blot sonuglarmi
inceledigimizde sekil 4.2. -A’da goriildiigii iizere sadece GM6001 uygulanan hiicre
grubunda ERK1/2 fosforilasyonunun kontrol seviyesinden anlamli seviyede farkli
olmadig1 goriildii. GM6001 ve Ang II kombine uygulanmasinin ise sadece GM6001
uygulanan gruba gore daha yiiksek seviyede goziikmektedir fakat bu fark anlamli
degildir. GM6001 inkiibasyonu sonrasinda Ang II uygulanmasi, sadece Ang Il
uygulanan gruba gore ise daha diisiik diizeyde, fakat kontrole kars1 anlamli derecede
daha yiiksek ERK1/2 aktivasyonuna yol actigi gozlemlendi (sekil 4.2. -A ve B).
Buradan yola ¢ikarak Ang II uyarimhi ERK1/2 aktivasyonunda MMP’lerin rolii
olabilecegini diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.2. Ang II Uyarimli ERK1/2 Aktivasyonunda ATIR Uzerinden EGFR Transaktivasyonunda
HB-EGF’in Rolii. A-Hiicreler 30 dk boyunca 10 ng/ml CRM197 ile inkiibe edildikten sonra Ang II
uyarani verilmis (100 nM, 5 dk) ve ERK1/2 fosforilasyonu incelenmistir. Sadece CRM197 uygulanan
grupta kontrol seviyesine gére ERK1/2 fosforilasyonu azalmistir. CRM197 ile inkiibasyon sonrasinda
Ang Il uygulanan hiicrelerde ise ERK1/2 fosforilasyonu kontrol seviyelerine geri donmiistir.
VDKH’lerinde Ang II uyarimlt ERK1/2 fosforilasyonu tizerine MMP etkisini incelemek igin GM6001
uygulanmustir (20 uM, 30 dk). Sadece GM6001 uygulanan grupta kontrol grubuna gére anlamli bir
fark yok iken Ang II ile uyarim sonrasi ERK1/2 fosforilasyonu artmustir. Sekildeki sonug en az 3
tekrarin birini temsil etmektedir. B-Western blot bantlar1 taranarak, bant yogunluklar1 esas alinmig ve
veriler siitun grafik sekline dontistiiriilmiistiir. Kontrol grubunun yol ag¢tig1 fosforilasyon 100 birim
olarak ayarlanmig ve diger fosforilasyonlar da bu degere gore verilmistir. (Sonuglar ortalama
degerlerdir; *: kontrole kars1 anlamli; p<0,05 ve n=3).
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4.3. EGF LigandininVDKH’lerinde EGFR Alt Yolagina Etkisiyle ERK1/2

Fosforilasyonu Uzerine Olan Etkisi

EGF ligandinn VDKH’lerinde ERK1/2 fosforilasyonu {izerine olan etkisini
incelemek amaciyla uyaran olarak EGF kullanildi. EGF konsantrasyonu 20 ng/ml,
siire ise 5 dk olarak secildi [52, 62]. Inhibitér olan EGFR kinaz inhibitérii AG1478
ise 1 uM ve 30 dk siire ile uygulandi. Kontrol grubu hiicrelere herhangi bir uygulama
yapilmazken diger gruba sadece EGF uygulandi. Inhibisyon calismasinda ise
hiicrelerin bir kism1 sadece AG1478 ile muamele edilirken (1 pM, 30 dk), bir kism1
ise AG1478 inkiibasyonu sonrasinda (1 puM, 30 dk)Ang Il ile (100 nM, 5 dk)
uyarildi.

Deney sonucunda EGF ligandinin VDKH’lerinde gii¢lii bir sekilde ERK1/2
fosforilasyonunu artirdig1 gozlemlenmistir. EGF ligandinin neden oldugu ERK1/2
fosforilasyonu bir EGFR Kkinaz inhibitorii olan AG1478’in varliginda inhibe
olmaktadir (sekil 4.3. -A ve B). Bu gézlem bize EGF ligand uyarimiyla gerceklesen
ERK1/2 fosforilasyonunun, EGFR aktivasyonunun bir alt yolagi oldugunu
gostermektedir.

4.4. EGF Uyarnmh ERK1/2 Aktivasyonunda HB-EGF ve MMP Roliiniin

Incelenmesi

EGF uyarmmli ERK1/2 aktivasyonu ve bunun bir EGFR alt yolaginda bulundugu
belirlendikten sonra, Ang II’ye benzer bir sekilde EGF ligandinin herhangi bir HB-
EGF salinimi araciligiyla ERK1/2 aktivasyonuna neden olup olmadigini incelemek
istedik. Ayrica burada herhangi bir MMP aktivasyonunun ger¢eklesen aktivasyonlara
aracilik edip etmedigi incelendi. Hiicrelere EGF ligand1 (20 ng/ml, 5 dk) ve/veya
CRM197 (10 pg/ml, 30 dk) ile GM6001 (20 uM, 30 dk) uygulanmistir. Kontrol
grubuna herhangi bir ajan uygulanmamuistir.
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Sekil 4.3. EGF Ligandinm VDKH’lerinde EGFR Alt Yolagma Etkisiyle ERK1/2 Fosforilasyonu
Uzerine Olan Etkisi. A-VDKH’leri 20 ng/ml EGF ile 5 dk uyarild. EGF uyarimli ERK1/2
aktivasyonunun EGFR alt yolagina ait bir olay oldugunu gostermek amaciyla yani EGFR kinaz
aktivitesinin ERK1/2 aktivasyonuna yol actigin1 gostermek amaciyla AG1478 30 dk ve 1 uM olarak
uygulandi. Bu inhibisyon sonrasinda uygulanan EGF, herhangi bir ERK1/2 aktivasyonuna neden
olmayarak EGF uyarimlit ERK1/2 fosforilasyonunun EGFR’a baglanarak ve kinaz aktivitesi sonucu
gerceklestigini gosterdi. Sekildeki sonug en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B-Western blot
sonuglarma ait bantlar taranarak bant yogunluklarina gore veriler siitun grafik sekline doniistiiriildi.
Kontrol grubunun yol agtig1 fosforilasyon 100 birim olarak ayarland1 ve diger fosforilasyonlar da bu
degere gore verildi. (Sonuglar ortalama degerlerdir; *: kontrole karsi anlamli; p<0,05 ve n=3).
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Sekil 4.4. EGF Uyarrmh ERK1/2 Aktivasyonunda HB-EGF ve MMP Roliiniin incelenmesi. A-
VDKH’lerinin 5 dk boyunca 20 ng/ml EGF ligand: ile uyarilmast sonucu ERK1/2 fosforilasyonu
artmistir. Bu fosforilasyondaki HB-EGF ve MMP roliinii incelemek amaciyla hiicreler HB-EGF
inhibitorit 10 pg/ml CRM197 ya da20 uM MMP inhibitoric GM6001 ile 30 dk inkibe edildi.
Inhibisyon sonrast EGF ile uyarim gergeklestirildi. Deney sonucunda EGF uyarrmh ERK1/2
fosforilasyonunda HB-EGF’nin ya da MMP’lerin rolii olmadig: gorildii. Sekildeki sonug en az 3
tekrardan birini temsil etmektedir. B-Western blot sonuglarma ait bantlar taranarak bant
yogunluklarma goére veriler siitun grafik sekline dondstiiriildi. Kontrol grubunun yol agtigi
fosforilasyon 100 birim olarak ayarlandi ve diger fosforilasyonlar da bu degere gore verildi.(Sonuglar
ortalama degerlerdir; *: kontrole karsi anlamli; *#: CRM197’ye karst anlamli; *,¢: GM6001°¢e karsi
anlamly; p<0,05 ve n=3).

Deney sonunda elde edilen western blot bantlar1 analiz edildiginde, sekil 4.4.-
A’da goriilecegi gibi EGF uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunda HB-EGF’nin
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herhangi bir rolii bulunmamaktadir. CRMI197’nin spesifik olarak HB-EGF’i
baglayarak inhibe ettigi; EGF ligand inhibisyonuna neden olmadigi bilinmektedir.
Bizim calismamiz sonucunda da CRM197’nin EGF ligandin1 inhibe etmedigi ve
dolaysiyla EGF uyarimli ERK1/2 aktivasyonunda bir fonksiyonu olmadigi gosterildi
(sekil 4.4. -A ve B). Bir diger sonug ise EGF uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunda,
GM6001 inhibitori kullanildiginda MMP aktivasyonunun gergeklesmemesidir.

4.5. Ang Il Uyarimh EGFR Fosforilasyonunda ATIR Roliiniin Incelenmesi

Ang II’'nin ERKI1/2 fosforilasyonuna olan etkileri ve bu etkinin EGFR
transaktivasyonu araciligiyla oldugu ERK1/2 fosforilasyonlar1 incelenerek belirlendi.
ERK1/2 sonuglarina gére Ang II’nin EGFR transaktivasyonuna yol a¢ip agmadigini
EGF reseptoriine ait fosforilasyon seviyelerini belirleyerek gozlemlemek istedik. Bu
amagla hiicreler Ang II (100 nM, 5dk) ile uyarilarak EGFR’in fosforilasyonu
incelendi. Incelenen fosforilasyonda ATIR’niin fonksiyonel olup olmadigini
belirlemek i¢in hiicreler AT1R antagonisti olan losartan (10 uM, 30 dk) ile muamele
edildi. Inkiibasyon sonrasinda bir gruba uyaran uygulanmazken diger gruba uyaran
Ang II uygulanarak Ang II uyarimli EGFR fosforilasyonu ve olas1 AT1R roli
incelendi. Kontrol grubu hiicrelere herhangi bir muamele yapilmadi. Deney sonucu
Ang II’'nin EGFR fosforilasyonunu yaklagik 2 kat artirdigi gozlendi (sekil 4.5).
Losartanin kendisi EGFR fosforilasyonuna neden olmazken, losartan inkiibasyonu
sonrast Ang II uyarimi da EGFR fosforilasyonunda kontrol grubuna gére anlamli
derecede degisiklik gostermemistir (sekil 4.5. B). Bu gézlem VDKH’lerinde Ang Il
uyarimlt EGFR transaktivasyonunda AT1R’ninbir rolii olmadigini 6nermekte olup,
aktivasyon olaymin AT1R iizerinden gerceklesmedigine isaret etmektedir.

Ang Il uyarimlit ERK1/2 fosforilasyonunun EGFR inhibitorii olan AG1478 ile
inhibe oldugu boliim 4.1.’de bahsedilmisti ve gerceklesen olayin EGFR alt yolagina
ait oldugu belirtilmisti. Olayin EGFR alt yolagina ait oldugunu dogrulamak amaciyla
Ang II uyarimhi EGFR fosforilasyonunda, bu reseptdre ait inhibitor olan AG1478
kullanilarak deneyler yapildi. Hiicrelerden bir gruba AG1478 uygulanirken (1 uM,
30 dk), diger gruba AG1478 uygulanmasinin ardindan Ang II uygulandi (100 nM, 5
dk). Ang II uyarimli EGFR fosforilasyonunun,Ang II’'nin EGFR kinaz aktivitesini
uyararak gerceklestirdigi yapilan deney sonucunda gozlendi. AG1478 uygulanan
grupta EGFR fosforilasyonu kontrol grubuna gore anlamli derecede fark gdstermedi.
AG1478 sonras1 Ang II verilen grupta ise EGFR fosforilasyonu, kontrol seviyesinin
yaklasik 4 kat1 kadar azalmistir (sekil 4.5. A ve B). Bu gozlem bize Ang II uyariml
EGFR fosforilasyonunun EGFR kinaz aktivitesine yol ag¢tigmi ve reseptor alt
yolagini uyararak ERK1/2 aktivasyonuna neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Ang I Uyarimh EGFR Aktivasyonunda AT1R Roliiniin Incelenmesi. A- Ang 11 (100 nM, 5
dk) ile uyarilan VDKH’nde EGFR-Tyr1068 fosforilasyonu incelendi. Bu fosforilasyondaki AT1R
roliinii incelemek amaciyla hiicreler AT1R inhibitérii losartan (10 pM) ile 30 dk inkiibe edildi.
Inhibisyon sonrast Ang Il ile uyarim gerceklestirildi. Deney sonucunda Ang Il uyarrmh EGFR
fosforilasyonunda ATIR’niin rolii olmadig1 goriildii. Ang II uyarimli EGFR fosforilasyonunda Ang
II’'nin EGFR kinaz aktivitesini uyarip uyarmadigini incelemek amaciyla hiicreler AG1478 ile
muamele edildi (1 pM, 30 dk). Siire sonunda Ang II ile uyarim gergeklestirildi (100 nM, 5 dk). Ang II
uyarimi1 EGF reseptoriinde intrinsik kinaz aktivitesini uyarmaktadir. Sekildeki sonug en az 3 tekrardan
birini temsil etmektedir.B-Western blot sonuglarina ait bantlar taranarak bant yogunluklarina gore
veriler siitun grafik sekline doniistiiriildii. Kontrol grubunun yol agtig1 fosforilasyon 100 birim olarak
ayarland1 ve diger fosforilasyonlar da bu degere gore verildi.(Sonuglar ortalama degerlerdir; *:
kontrole karsi anlamli; * #: Ang II’ye kars1 anlamli; p<0,05 ve n=3).
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TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) giiniimiizde 6nemli saglik sorunlardan biridir.
Kardiyovaskiiler hastaliklara bagli olarak meydana gelen 6liim oranlar1 da buna bagh
olarak énemli bir yer tutmaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2011 yilinda yaymnlamas
oldugu 2008 yilina ait 6liim sebepleri verilerine gore diinya genelindeki 6liimlerin %
30,51 kardiyovaskiiler hastaliklara bagli iken hipertansif kalp hastaligina bagh
Oliimler total KVH’lara bagli 6liimler i¢inde % 6,6’lik bir orana sahiptir. Kadinlar ve
erkeklerin KVH nedenli 6liim oranlar1 ise esittir. Bu istatistiklerde Tiirkiye, Avrupa
bolgesi iginde anilmakta olup, Avrupa bolgesi icin KVH nedenli 6liim oranm ise %
49,7 olup erkeklerin % 45°1; kadinlarm ise % 55’1 KVH nedeniyle 61miistiir [127].

Tiirk Kardiyoloji Dernegi tarafindan yaymlanan “Ulusal Kalp Saghig1 Politikas1”
adli yayimnda, iilkemizde tahmini olarak her yil 200.000 kisi KVH’lar nedeniyle
yasammi yitirmektedir. Adi gecen calismada, iilkemizdeki yliksek geng¢ niifus
oranina ragmen goriilen bu Oliimlerin, ileriki yillarda artacak olan yasl niifus da
diistiniildiigiinde KVH’larm diinya da oldugu kadar iilkemizde de olduk¢a 6nem
kazanacagi vurgulanmistir [128]. Kardiyovaskiiler hastaliklarin temelinde yatan
olaylarin, mekanizmalarm anlagilmas1 ve bu alandaki arastrmalar da yukaridaki
sebeplerden 6tiirii olduk¢a 6nemlidir.

Ang II, uzun yillardir kardiyovaskiiler hastaliklarda olduk¢a 6nemli ve pek ¢ok
etkiye aracilik ettigi bilinen bir vazokonstriktordiir. Kardiyovaskiiler sistemdeki rolii
ve hastaliklarla iliskisi ¢ok sayida arastrma ile incelenmis ve halen de
incelenmektedir. Ang II 6zelliklerinden birisi de ERK1/2 aktivasyonuna yol agarak
bu sinyal yolagi {izerinden hiicreyi proliferasyon, migrasyon ve hipertrofiye gotiiren
yollar1 aktive etmesidir. EGF molekiilii de VDKH’nde ERK1/2 yolagini aktive eden
ajanlardan biridir. Ang II, kendine ait olan reseptorii ATIR aracihigiyla VDKH
tizerine etkilerini gosterirken; EGF molekiilii ise kendi reseptorii olan EGFR
iizerinden etkilerini gosterir. Bu klasik senaryo disinda Ang II, kendi reseptorii
olmayan EGF reseptoriine baglanmadan, reseptor ve dolayisiyla da alt yolaklarin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu olayda, Ang II'nin kendi reseptorii haricindeki
bir reseptorii aktive etmesi nedeniyle, aktivasyon terimi yerine “transaktivasyon”
terimi daha yaygm olarak kullanilmaktadir. Caligmamizda Ang II’'nin EGFR
transaktivasyonu lizerindeki etkisini ve hangi yollar iizerinden bu etkiyi gdsterdigi,
olas1 ara basamaklar ve bu basamaklardaki molekiillerin rolii aydinlatilmaya ¢aligild1.

Ang II’nin kendisine ait olan reseptorlerden AT1R aracili etkileri uzun yillardir
bilinmekte olup, AT1R blokorleri klinik olarak da kullanilmaktadir. Fakat Ang II ve
reseptoriiniin diger sinyal yolaklariyla olan etkilesimi ¢ok uzun bir gegmise sahip
degildir. GPCR uyariml mitojenik sinyal iletiminde EGFR transaktivasyonu olduk¢a
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onemli bir yer tutmaktadir. G-protein bagimli reseptorlerle EGFR transaktivasyonu
arasindaki iliskiden bahseden ilk ¢alismalardan birisi Ullrich ve grubunun 1996°da
Nature’da yayinladiklar1 ¢alismadir. Bu ¢alismada endotelin-1 ve lizofosfatidik asit
gibi GPCR uyaranlar1 ile muamele edilen hiicrelerde EGFR tirozin birimlerinde
fosforillenme gozlemlenmis; EGFR inhibitorii AG1478 uygulanmasinin veya mutant
EGFR ile EGFR bloklanmasi ile MAPK aktivasyonunu baskilamistir. Bu sonuglar
is1ginda  arastirmacilar  transaktivasyon olaymin intraseliller mekanizmalarla
gerceklesebileceginden bahsetmis ve bu aktivasyonda reseptor tirozin kinazlarin rol
oynayabilecegi vurgulanmustir [94]. Luttrell ve ark. adaptor protein Src-bagimli
EGFR aktivasyonunda GPy altbirimlerinin rol oynadigmi gostermisleridir [129].
GPCR ve RTK’lar arasindaki iliskiyi inceleyen ve bu alandaki ilk g¢aligmalar:
yayinlayan bir diger grup da Eguchi ve arkadaslarinin grubudur. Eguchi ve ark. 1996
yilinda yaymladiklar1 ¢alismada, VDKH’nde ATIR iizerinden MAPK aktivasyonuna
neden olan Ang II’nin, p21Ras aktivasyonu ve tanimlanmamis bir tirozin kinaz
araciligiyla bu etkiyi gosterdigini sOylemislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada spesifik
olmayan protein tirozin kinaz inhibitdrii genistein ile muamele edilen hiicrelerde,
Ang II uyarimi MAPK aktivasyonuna neden olmamistir. Fakat arastirmacilar olayda
rol oynayan protein tirozin kinazin belli olmadigini belirtmislerdir [130]. Ayn1 grup,
daha sonraki yaptigi calismada ise Ang II uyarmmiyla gerg¢eklesen MAPK
aktivasyonunun Ca®* bagimli EGFR transaktivasyonu ile gerceklestigini
bildirmislerdir. Bu amagla seg¢ici olarak EGFR kinaz aktivitesini inhibe eden
AG1478’in varliginda Ang II molekiiliiniin VDKH’lerinde MAPK aktivasyonuna yol
acmadigmi bildirmislerdir. Dahasi arastirmacilar, Ang II’'nin EGFR fosforilasyonuna
neden oldugunu da goézlemlemislerdir. Ang II uyariminin neden oldugu EGFR
aktivasyonunun EGF ligandinin kendisi kadar kuvvetli olmadigmi, bu goézlemin
baska arastirmacilar tarafindan da gozlemlendigini ve fosforilasyon seviyesinin
reseptore, adaptor proteinlerin baglanmasmna ve MAPK aktivasyonunu uyaracak
sekilde yani esik seviyede olabilecegini vurgulamiglardir. Calismada intraseliiler
Ca’* selasyonu Ang II uyarimhh EGFR fosforilasyonunu inhibe etmis fakat
ekstraseliiler Ca?* selasyonu ise EGFR fosforilasyonuna etki etmemistir. Bu yiizden
EGFR, ATIR’den baglayan Ras-MAPK yolagindaki intraseliiler kalsiyum
mobilizasyonunun alt yolag1 gibi gdziikmektedir.

Calismamizin sonuclarmma goére Ang II ile uyarilan VDKH’nde MAPK ailesi
iiyesi olan ERKI1/2’nin fosforillendigini ve bu etkinin Ang II’ye ait ATIR
araciligiyla gerceklestigini ATIR antagonisti olan losartan kullanarak gozlemledik.
Bu gozlem literatiirdeki veriler ile uyum icerisindedir. Daha sonra Ang II uyarimli
ERK1/2 aktivasyonunda olasi EGFR transaktivasyonunu incelemek amaciyla Ang Il
uyarimlt ERK1/2 fosforilasyonunu bir EGFR kinaz inhibitdrii olan AG1478
varliginda diiz kas hiicrelerinde inceledik. Beklendigi gibi Ang II uyarimli ERK1/2
aktivasyonu AG1478 varliginda inhibe edilmistir. Bu gdzlem bize Ang II uyarimli
ERK1/2 fosforilasyonunda EGFR transaktivasyonunun roliinii gdstermektedir.
AG1478 varhiginda EGF reseptorii kinaz aktivitesini gosterememekte ve bunun
sonucu olarak da kendisine ait alt yolak olaylarinin aktivasyonu igin gerekli olan
fosforilasyon igslemini gerceklestirememistir.
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Ang II uyarimiyla VDKH’lerinde EGFR transaktivasyon olay1 belirlendikten
sonra, aktivasyonun nasil gergeklestigi sorusuna yanit aranmaya baslanmistir. Eguchi
ve ark. bu aktivasyonda MMP’lerin rol aldigin1 belirtmisler ve fakat MMP inhibitorii
olarak bizim deneylerimizde kullandigimiz GM6001°den farkli olarak BiPS
kullanmiglardir [51]. Bir bagka arastirma grubunda ise Shah ve ark. GM6001’in, Ang
IT uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunu inhibe ettigini C9 hiicrelerinde gozlemlerken;
ayn1 etkiyi HEK293 hiicrelerinde gozlemleyememislerdir [62]. Deneylerimiz
sonucunda GM6001 varhiginda Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonu, Ang Il ile
uyarilan hiicre grubuna gore daha diisiik seviyededir. Bu gozlem bize Ang Il uyarimli
ERK1/2 aktivasyonunda MMP’lerin rol aldigin1 diisiindiirmektedir. Yang ve ark. da
2005 yilinda yayinlanan calismalarinda AG1478 ve GM6001’in Ang II indiikli
ERK1/2 aktivasyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir [14]. Bu arastirmacilarin
bulgular: ile benzer sekilde, bizde yapmis olmus ¢alisma sonucunda Ang II uyarimli
ERK1/2 fosforilasyonunda MMP’lerin rolii oldugunu gézlemledik.

Ang I uyarimli ERK1/2 aktivasyonunda MMP enzimatik aktivitesi sonucu HB-
EGF ligandinin serbest kalmasi1 ve ardindan EGF reseptoriine baglanarak reseptor
aktivasyonuna neden olmasi yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir [52, 61, 97, 131].
Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunda HB-EGF ligandinin herhangi bir roli
olup olmadigi Shah ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada incelenmistir [62].
Aragtirmacilar C9 hiicrelerinde MMP aktivasyonu sonucunda salinan HB-EGF
ligandinin EGF reseptoriine baglanarak ERK1/2 aktivasyonuna yol agip agmadigini
incelemislerdir. Bu amaca yonelik olarak spesifik HB-EGF inhibitorii olan CRM197
ve anti-HB-EGF antikoru kullanarak gerceklestirdikleri ¢alismada ERKI1/2
aktivasyonunun inhibe oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica HB-EGF ligand1 kullanarak
da bu gozlemlerini dogrulamiglardir. Fakat ayni1 ¢alismada kullanilan bir diger hiicre
grubu olan HEK293 hiicrelerinde Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunda HB-
EGF’nin bir rolii olmadig1 goézlenmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada bizde
bahsedilen ¢alisma ve literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumlu olarak Ang II uyarimli
ERK1/2 fosforilasyonunda HB-EGF ligandi salinmasmin etkisini inceledik.
CRM197 uygulanmasindan sonra Ang II ile uyarilan hiicrelerde ERK1/2
fosforilasyonunda artis gézlenmedi. Bu sonu¢ Ang II uyarimli ERKI1/2
fosforilasyonunda, HB-EGF molekiiliiniin araci bir molekiil olarak rol oynadigini
gostermektedir.

Epidermal biiyiime faktorii ailesi {iiyelerinden biri olan EGF ligandimin
VDKH’lerinde mitojenik etkiye neden oldugu bilinmektedir [27]. EGF ligandinin
VDKH’nde ERKI1/2 fosforilasyonunu artirdigi da bilinmektedir [132]. EGF
ligandmin bu etkiye kendine ait reseptor olan EGFR’a baglanarak gerceklestirdigi ve
bu etkinin reseptor inhibitorii olan AG1478 varliginda gozlemlenmedigi yapilan
caligmalarda belirtilmistir. Diger arastirmacilarin arastrmalariyla uyumlu olarak
bizde yapmis oldugumuz c¢alismada EGF uyarimmm VDKH’lerinde ERKI1/2
fosforilasyonunu artirdigini gézlemledik. Daha sonra ise AG1478 ile inhibisyon
kosulunda EGF ligand1 uygulanarak fosforilasyon seviyesi incelendi. Beklendigi gibi
EGFR inhibitorii varliginda EGF molekiilii herhangi bir ERK1/2 aktivasyonuna
neden olmadi. Bu sonug bize EGF ligandinin neden oldugu ERK1/2 aktivasyonunun
EGFR aracili oldugunu gerceklesen ERK1/2 aktivasyonunun EGFR aktivasyonuna
bagli oldugunu, olaym bir EGFR alt yolak olay1 oldugunu gostermistir.
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Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunda MMP aktivasyonu ve HB-
EGF’nin rol oynadigindan yukarida bahsetmistik. Ang II'nin yol ac¢tigt ERK1/2
fosforilasyonuna EGF ligandinin da neden olmasi akla EGF uyarimli ERK1/2
aktivasyonunda herhangi bir MMP aktivasyonu ya da HB-EGF roliiniin olup
olmadig1 sorusunu akla getirmektedir. Bu soruya yanit verebilmek amaciyla MMP
inhibitorii olan GM6001 ve HB-EGF inhibitorii olan CRM1097 ile deneyler yapild:.
EGFR transaktivasyonunu inceleyen diger arastirmacilarin bulgularinda da
gozlemlendigi lizere secici HB-EGF ligand inhibitorii olan CRM197 EGF uyarimh
ERK1/2 aktivasyonuna bir etki yapmamistir [133, 134]. CRM197 segici olarak HB-
EGF ligandin1 inhibe ettigi ve EGF ligand inhibisyonuna neden olmadig1 i¢in bu
gozlem beklenen bir sonugtur. Diger sonu¢ ise MMP inhibitérii kullanimi ile
gosterildigi gibi EGF uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunda MMP aktivasyonunun bir
rolii olmadigidir. Bu goézlemimiz diger yapilan arastirma sonuglariyla uyumlu bir
sonugtur [62, 133, 134]. Bu gézlemimiz de aslinda sasirticibir sonug degildir. Clinkii
EGF uyarimli ERK1/2 aktivasyonu EGFR iizerinden gergeklesmektedir. EGF ligand1
dogrudan gidip EGFR’a baglanarak aktivasyonuna ve de dolayisiyla ERK1/2
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu sebeple, EGF uyarimli ERK1/2 aktivasyonu
HB-EGF salinnmi ya da MMP aktivasyonu gibi ara basamaklara ihtiyag
duymayabilir.

Ang II uyarimmimn VDKH’nde ERK1/2 aktivasyonuna, AT1R ve miiteakiben
EGFR transaktivasyonu iizerinden yol actigin1 ERK1/2 proteininin incelenmesi ile
belirlemek tek basma yeterli degildir. Ang II’nin EGFR transaktivasyonuna yani
reseptoriin  fosforilasyonuna dogrudan olan etkisini belirlemek icin EGFR
fosforilasyonu da incelenmelidir. Ang II reseptorii olan AT1R bir G-protein bagimli
reseptordiir. EGF reseptorii ise reseptor tirozin kinazlar ailesinden olup intrinsik
kinaz aktivitesine sahiptirler. Bu iki farkl tipteki reseptoriin birbirini aktiflestirmesi
yani bir reseptoriin kendisine ait ligand ile aktive olduktan sonra diger reseptorii
aktive etmesi transaktivasyon olay1 olarak adlandirilmaktadir. G-protein bagimli
reseptor agonistleri ile uyarilan Rat-1 fibroblast hiicrelerinde EGFR fosforile
olmustur. Bu gozlem ilk olarak 1996 yilinda Nature’da yaymladiklar1 ¢aligsma ile
Ullrich ve grubuna aittir. Arastrmacilar GPCR uyarimli mitojenik sinyal iletiminde
RTK’larin bir alt yolak oldugunu ve RTK’larin ligand-bagimsiz bir aktivasyonla
aktive olabildigini vurgulamiglardir. EGFR aktivasyonunun AGI1478 ile inhibe
edilmesiyle MAPK aktivasyonunun da baskilandigmi belirtmislerdir [94]. Daha
sonra Eguchi ve grubu VDKH’nde yapmis olduklar1 calismada, Ang II'nin EGFR
fosforilasyonuna neden oldugunu ve bu etkinin EGFR inhibitorii olan AG1478 ile
ortadan kalktigin1 bildirmislerdir. Eguchi ve grubu da, Ullrich ve arkadaslarinin Rat-
1 hiicrelerinde gozlemledigi AG1478 uygulamasinin MAPK aktivasyonunu inhibe
etmesi olaym1 VDKH’nde gozlemlemislerdir. Bu ilk ¢alismalardan sonra bu alanda
pek cok arastirma yapilmis, birgok hiicre tipinde Ang Il ile EGFR transaktivasyonu
incelenmigtir. Ang II uyarimli MAPK ve PI3K aktivasyonunda oldugu kadar VDKH
biiylimesinde de transaktivasyon olaymin merkezi bir konum iggal ettigi belirtilmistir
[132]. Yine Ang II uyarimi sonucu protein sentezi ve bilylime artig1 gibi olaylarda
EGFR transaktivasyonunun zorunlu oldugu yapilan ¢aligmalarla bildirilmistir [135,
136]. Ang II uyarimli EGFR fosforilasyonunun ATIR iizerinden oldugu ATIR
inhibitorii losartan kullanilarak yapilan deneylerle gosterilmistir. Losartan varliginda
Ang Il uyarimli EGFR fosforilasyonu, losartan uygulanmayan hiicrelere gore anlamli
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derecede azalmistir [137]. Baska bir ¢alismada ise endojen Ang II reseptorii eksprese
etmeyen hiicrelerin bir grubu bos bir vektorle, diger grup ise ATIR ekspresyonu
yapan vektor ile transfekte edilmistir. Bos vektor ile transfekte edilen hiicrelerde Ang
IT uyarimi herhangi bir EGFR uyarimimna yol agmazken, AT1R ekspresyonu yapan
hiicrelerde Ang II uyarim1 EGFR fosforilasyonunu uyarmistir. Ang |l uyarimi
losartan ile birlikte yapildiginda ise AT1R ekspresyonu yapan hiicrelerdeki Ang I1
uyarimli EGFR fosforilasyonu azalmigtir [138].

Yapmis oldugumuz calismada yukarida bahsedilen ve literatiirdeki verilerle
uyumlu olarak Ang II uyarimmin EGFR fosforilasyonuna neden oldugunu
gozlemledik. Bu etkinin ATI1R aracili oldugunu losartan kullanarak yaptigimiz
deneyde gozlemledik. Losartan varliginda ekzojen olarak uygulanan Ang II, EGFR
fosforilasyonuna neden olmamistir. Ang II uyarimiyla gergeklesen EGFR
aktivasyonu EGFR antagonisti olan AG1478 ile anlamli derecede azalmistir. Bu
gbzlem bizlere, Ang II'nin EGFR transaktivasyonuna neden oldugunu ve EGFR
transaktivasyonuna bagh alt yolaklar1 uyarabilecegini gostermektedir.
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SONUCLAR

Mevcut ¢alismada rat aortasindan izolasyon yoluyla elde edilen ve primer
olarak kiiltiiri yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II ve EGF uyariminin
ERK1/2 ve EGFR fosforilasyonuna olan etkisi ve bu etkilerin hangi ara
basamaklar iizerinden oldugu ¢esitli inhibitorler araciligiyla incelenmistir.

Elde edilen sonugclar su sekildedir:

1.

2.

10.

11.

Ang Il uygulanmast (100 nM, 5 dk) VDKH’nde ERKI1/2
fosforilasyonunu kontrol seviyesine gore yaklasik 4 kat artirmigtir.

Ang II, VDKH’nde ERK1/2 aktivasyonunu kendisine ait reseptdr olan
ATIR araciligiyla gerceklestirmektedir.

ATIR antagonisti losartan ve EGFR inhibitorii AG1478, Ang II uyarimh
ERK1/2 fosforilasyonunu kontrol seviyesine kadar baskilamistir.

Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonu, bir EGFR ligand1 olan HB-
EGF’nin kendine has inhibitorii olan CRM197 ile inhibe olmustur. Ang II
uyarimli ERK1/2 aktivasyonunda HB-EGF rol almaktadir.

Ang II uyarnmli ERKI1/2 fosforilasyonunda MMP inhibitérii olan
GM6001 ile birlikte uygulanmasi ERK1/2 fosforilasyonunu anlamli
derecede  degistirmemistir. GM6001 uygulanmast  CRM197
uygulanmasina benzer bir sonu¢ dogurarak Ang II uyarimli ERK1/2
aktivasyonunda MMP’lerin rol aldigin1 gostermektedir.

EGF uygulamasi (20 ng/ml, 5 dk) VDKH’nde ERK1/2 fosforilasyonunu
yaklasik 3 kat artirmustir.

EGF uyarimli ERK1/2 aktivasyonu EGFR iizerinden gerceklesmektedir.
EGF uyaranlit ERK1/2 aktivasyonu EGFR alt yolagina ait bir olaydir.
AG1478, Ang Il ve EGF uyarimli ERKI1/2 fosforilasyonunu inhibe
etmektedir.

HB-EGF inhibitérii olan CRM197’nin ve MMP inhibitérii olan
GM6001’in EGF uyarimhi ERK1/2 fosforilasyonuna herhangi bir etkisi
yoktur.

Ang II, VDKH’nde EGFR-""%® fosforilasyonuna neden olmaktadir. Bu
etki, AT1R iizerinden gergeklesmektedir.

Ang II uyarimli EGFR fosforilasyonunu losartan ve AG1478 ile inhibe
olmaktadir.
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