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GIRIS VE AMAC

Hipertansivon, aterosikleroz ve mekanik hasai gibi  bir  takim
patotizyolojik siivecler, damar duvannda ortak etkiler paylasirlar Bu etkiler,
vaskiiler diiz kas hiicre pioliferasyonu, monosit/makrofaj infiltrasyonu, rejenere
endotelin disfonksiyonu ve konnektif dokunun dekompozisyonu gibi ortak
patolojik stirelerdir. Bu etkilerde ortak nokta artnus oksidatif strestir Bu
stiregletin islemesinde hiicre igindeki sinyallerin iletimini saglayan hucre ici
sinyal iletim yolu énem kazanir. Bu yol birbitine baglanmis molekiiler zincitleri
ve bu zincitler arasindaki olaylart kapsar. Sinyal iletim yollarmin belirlenmesi,
vaskiller diiz kas hiicrelerindeki fizyopatolojik diizenlenme mekanizmalarimn

anlagilmasi saglar (1,2).

Ang II vaskiiler diiz kas hiicreleti lizerinde pleotiopik etkileri olan
multifonksiyonel bir hormondur Vaskiiler duvar; aktif, degisken ve entegre bit
otgandir. Seltlet (endotel hiicreleti, vaskiiler diiz kas hticreleri, ve fibroblastlar)
ve nonseliiler komponentlerden olusmaktadu (2) Ang I farkli reseptorlere
sahiptir ve ozellikle AT, resepttiti tizerinden vaskiiler diiz kas hiicre
kontraksiyonu, intimal hiperplazi, anjiogenezis, hemodinamik etkiler ve
hipertiofi/hipeiplazi  yarattign bilinmektedit (2,3,4). Aynca AT, 1eseptit
aktivasyonu ile kan basmcini, sodyum ve su dengesini, noéronal fonksiyonlan ve
norohumoral sistemi diizenler ve reaktif oksijen orneklezinin (reactive oxygen
species, ROS) iretimi, hiicresel hipeitrofi, hiicresel hiperplazi ve apoptozise de

neden olur (5)

Redoks (rediiksiyon-oksidasyon) 1eaksiyonlaii, oksijenin metabolizmasi
sonucu hiicrelerde; stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
nitrik oksit gibi 1eaktif oksijen {itiinleri olusturutlar (6,7,8) Bu iiriinler
fizyopatolojik kosullarda sinyal transdiiksiyonunun hiicre ici ve hiicreler arasi
mediyatoileri olarak davranular  (7,8) ROS bir  takmm  seliiler  sinyal

mekanizmalaiinda rol alun ve béylece transkripsiyonel/tianslasyonel regiilasyonu,




hiicte bitylimesini, farkhlasmayi ve apopitozu uyarir, 'ROS, vaskiiler yapllal‘de;'_
birincil olarak NAD(PYH oksidaz olarak adlandinlan multienzim kompleksi
tarafindan, vaskiiler yapilara ait olan endoteliyal, adventisyal kisumlar ve vaskiiler

diiz kas hiicrelerinde tiretilirler (9,10,11).

NAD(P)H oksidaz enzim sistemi ilk olarak fagositlerde tammlanmistir
L:nzim, respiratuvar yanma siasinda olusan siiperoksit anyonu rejenerasyonundan
sorumlu bir komplekstit (7). Ek olarak, NAD(P)H oksidaz enzim sistemi bir cok
non-fagositik [fibroblastlar, endoteliyal ve vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH),
glomeriiler mezengiyal hiicreler, podositler ve bobrek proksimal tubiil hiicreleri]
hiicrede de bulunmaktadir (7,12). Non-mitokondriyal membrana bagumh
NAD(PYH oksidazin non-fagositer hiicrelerde siiperoksit anyonu i¢in major
kaynak oldugu bilinmektedit Bu enzim elektronlarn NADPHtan molekiiler

oksijene aktarir ve siiperoksit anyonunu olusturur (8,13-16).

Endotelinden sonta viicutta bilinen en potent vazokonstrikiér madde olan
Ang 1l (17) tarafindan inditklenen ROS, respiratuvar patlama ile olusan ROS’a
gore farkli kinetik ozellikler ve diiglik konsantrasyonlar sergiler. Respiratuvar
patlamamn aksine daha yavag bir lizda ve uzun siren siiperoksit anyonu tiretimi
gerceklesit ve olusan siiperoksit anyonlart bazi  hiicresel bilyime iliskili

sinyallerin transdiiksiyonuna kansular (7).

Calismamizin amaci, iat aortasindan elde edilecek olan VDKH den (18)
vapilacak primer hiicre kiiltiiriine Ang 11 uyarumi sonrasinda, NADPH oksidaz
Uzerinden siiperoksit anyonunun ne miktarlarda olustugunu tespit etmek ve
siiperoksit anyonu olusturan diger enzim ve sistemlerin sliperoksit anyonu

miktarlaina ne kadar etki ettigini irdelemektir

Calismanuzda ferrisitokrom c¢’nin  rediiksivonu  yéntemi kullanilarak
siiperoksit anyonu miktarlarn olgiildti (19). Aynica rezasurin ydntemi de

kullanmilarak elde edilen sonuglarla iki yontem kiyastandi (20,21).



Primer hilcre kiiltiirtl pasajlaninda, stiperoksit anyonu kaynagi olabilecek
farkli sistem ve enzimlerin inhibitorleri kullanifarak Ang 11 uyauinnnn ardindan
stiperoksit anyonu miktartany slgiildd. Calismamizda, NAD(PYH oksidaz enzimi
difenilenivodoniyum (DPD (1,22,16,10), mitokondriyal respitatuvar zinciri
totenon (10,13,22), siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri indometazin,
ksantin oksidaz enzimi oksipurinol (10,13,22), NOS enzinu L-NAME (10,13,22),
AT, reseptorii Losartan (10} ile olmak lizere kendiletine spesifik inhibitdileriyle

inhibe edilip ortamdaki stiperoksit anyonu seviyeleti kontrolleri ile karsilagtuildi.

Flde ettigimiz sonuglar literatiir bilgisi ile karsilastirilip degerlendirildi



GENEL BILGILER

2.1. Vaskiiler Duvar ve Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Vaskiiler duvar farkli ozellikler gésteren bir oigandir Vaskiiler duvar;
prolifere olabilir (hiicre sayisim arttinnp hiperplaziye ugrama), hipetiofi yapabili
(DNA igetiginde defisim olmadan hiicte boyutlanmin artmasi) ve apoptozise
gidebilir (programl hiicre 6limii) (23). Bu fonksiyonlan itibarivle vaskiiler duvar
esnek, entegre ve aktif bir organdu. Vaskiiler duvar, hiicresel (vaskiiler diiz kas
hiicreleri,  fibroblastlar, endoteliyal  hiicreler) ve  hiiciesel  olmayan
komponentlerden olugmaktadir Vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH)leri farkls
bitytime faktorlerine cevap verebilme yetenekleri gz dntinde bulunduruldugunda,

“tlim hiicreler arasindaki en esnek hiicrelerdir (2) Birgok durumda VDKH'i
otokrin ve parakiin bilylime mekanizmalarim beraber kullani. Gospodarowicz ve
arkadaslar1 (24) 1970°lerde VDKH’nin sadece otokrin biiytime mekanizmalar
izerinde durmuslatéa da, giintimiizde bir gok lokal ve sistemik faktoriin vaskiiler
diiz kas hiicielerinin  fonksiyonlanimi  diizenledigi bilinmektedis Bir takun
fizyolojik stiregler VDKH biiylimesine ihtiyag duyar. VDKH’nin esnek vyapisi;
hemodinamik olaylarda, biiytime seklinde gelisimsel siitegte ve hasatlanma
mekanizmasinda anahtar rolii oynamaktadir. Yine hipertansiyon, aterosikleroz ve
postanjioplasti restenozis gibi patolojik siireglerde bu mekanizmalan kullamr
T'tm bu siireglerde endoteliyal hiicreler ve diger hiicieler (fibioblast, dendiitik
hiicieler, inflamatuvar hiicreler) ile VDKH’1 arasindaki interaksiyonlai, patolojik
ve fizyolojik vamtlardaki mekanizmalar: belitler. Aterosikletoz patogenezinin
insan ve hayvan modellerindeki gelisiminde, VDKH'nin proliferasyonu ve
arteriyel medya tabakasindan intimaya goeti gosterilmistir. Yine hipertansiyon
patofizyolojisinde, oktapeptid yapih bir hormon olan angiotensin II (Ang I1)’nin
VDKH'1 iizerindeki etkileri s6z konusudur. Renin-anjiotensin sistemi de vaskiiler

duvardaki etkilerini 6zellikle VDKH" tizerinden gostermektedir (23)
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Vaskiiler diiz kas hiicreleri heterojenite géstermektedir. Bir cok aragtirmact
damar duvarindaki VDKH’nin morfolojik olatak birbirlerine benzerligini
vurgulasa da, giintimiizde vaskiiler diiz kas hiiczelerinin fenotip ve fonksiyon
olarak heterojenite gosterdikleri bilinmektedir. Bu heterojenite birgok gelisimsel
ve ¢eviesel fakidilin ortak sonucudur ve vaskiiler diiz kas hiicreletinin biiyiime

uyarimina verdigi yanti etkilerler (23,25-27)

2.2, Anjivetensin H (Ang 11)

Ang II'nin kardiyovaskiiler ve renal hiicielerde vazokonstiiksiyon, hiicre
bliytimesi,  proinflamatuvar  sitokinlerin  indtksiyonu  ve  profibrojenik
aktivasyonlar gibi bit ¢ok etkisi vardir (28) Ang Il 6zellikle vaskiiler hastahiklarin
alinda vyatan patolojik mekanizmalar ile damar basincim  fizyolojik
dﬁzenlemﬁesinde onemli bir 1ol f{stlenerek, damar duvaunin vapisal ve
fonksiyonel btinltigtintin  korunmasinda temel rolii oynamaktadn Ang I
etkilerini spesifik reseptérler aracihifiyla gergeklestirmektedir (2) IHiicre igi
sinyalizasyon yollari; bilginin hiicte membram reseptériinden hiicte igi proteinlere
iletilmesini saglayan molekiiler yolaklatinmn bitbirleri ile etkilesmesini saglayarak;
kasilma, hiicre biiylimesi, mitogenezis, apopitozis, farkhlasma, migrasyon ve
diger 6zellesmis hiicresel fonksivonlart diizenler. Bu sinyal yollann da Ang 1'nin
hiicre yiizeyi reseptorlerine baglammast ile uyarniimaktadir. Ang I vaskiiler motor
tontisii, hiicte bilylimesini, apoptosizi, hiicre go¢iinii ve ekstraseliiler matiiks
depolanmasim diizenler ve proinflamatuvar etkiler gosterin Ayrica Ang II, diger

biiyiime fakttrlerinin de tiretimini uyaran bir hormondur (29).
2.2.1.Anjivotensin II'nin Vaskiiler Etkileri

Ang [Pnin bilinen her iki reseptorit de (AT ve Al;) VDKI biiytimesinde
kesin bir rol oynar. Bu iki resepttr etkiletinde ayrlirlar. AT, reseptdrii
proliferasyon, hipertrofi ve antiapoptotik etkiletle ilgilivken, AT, reseptorii

ptoapoptotik etkilerle ilgilidir Ang II, otokiin biiyiime faktdileri iginde en gok



calistimig olamidu. Renin-Anjiotensin sisteminin damar duvaninda da bulundugu

artik agikea ortadadm (30).

Ang 1I doZrudan vaskiiler hilcrelerde bulunan teseptotlerivle, dolayl
yoldan da diger fakiorlerin salmimu ile etkilerini gdsteimektedin Ayrica hiicre ici
sinyal iletim yollanim etkileyerek vazoaktif ajanlarin ve bilyiime faktérlerinin
seviyelerini  arttirmaktadu. VDKH’letinin - gelisme ve vaskiiller  yeniden
diizenlenme siireglerinde dnemli sentez ozellikletine sahip oldugu ve vaskiiler
medya tabakasimin hiicre digt matiiks bilegenlerinin major bir kaynadi oldugu
gosterilmistir (30) Olgun kan damarlarmda VDKH’leri sessiz ve fibroblast
benzer bir géitintimde olutlar (23). Olgun diiz kas hiicreleri yaralanma ya da
hateket meydana gelinceye.kadar sessiz kalurlar, ancak yiik artisina cevap olarak
fizyolojik hipertrofiye ugrarlar (2). Ang I, bu gelisim stireci boyunca AT ve AT
reseptdirii lizerinden etkin roller oynamaktadir. Vaskiiler hastaliklarda, diiz kas
hiicreleri uyanima karst hiperplazi/hipeitiofi ya da migiasyon ile vamt verisles.
AT; ve Al 1eseptorleri hipertansiyon, aterosikleroz ve anjiogenez ile iligkili
olarak vaskiiler yeniden diizenlenmede ](1'itik.bir rol oynayabilit. AT; reseptorleri
VDKH’de piotein sentezini uyarmaktadi. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang 11
reseptdr alt tiplerinin her ikisi de bulunur ve vaskiiler doku cevabi igin gereklidir
(31-33). Dolayisiyla Ang 1II, AT; reseptoril aracihig ile vazokonstiiksiyonu,
biiyimeyi, migiasyonu, eckstraseliiler matiiks bilesenlerinin  ithetimini  ve
inflamasyonu uyarirken, Al reseptorii aracilifiyla proliferasyon ile hipeitrofinin

inhibisyonuna ve apoptozis’e katkida bulunmaktadir (34).
2.2.2. Anjiyotensin II’nin Sentezi ve Molekiiler Yapis:

Ang 1l sckiz aminoasitten olusan (oktapeptid yapilt) bir hormondur ve
renin-anjiyotensin sistemi (RAS) nin bir komponentidiz. Kan basmcini ve plazma
hacmini; aldosteron iizerinden diizenlenen sodyum atilumi, sempatik sinir sistemi
aktivilesi ve susamaya yanitla kontrol eder. Ang 1, patolojik adaptasyonlaida da
(hipertansivon, vaskiiler yeniden yapilanma, aterosikleroz) rol oynar. Bunlaia

ilaveten geleneksel olarak renin-anjiyotensin sistemi (RAS) da kan basincs, tuz ve



sivi dengesinde 10l oynayan, sitkille bir sistem olarak gézlenmektedii. Bu
sistemde temel olatak Ang II'nin de dahil oldugu renal ve adrenal kotieks

hormonlary aktif rolii iistlenitler (2,35,36)

Anjiotensin olugumundan dnce bébrekler, renin ve onun inaktif prekiisorii
prorenin’i dolasima burakitlar. Renin karaciger kaynakli anjiyotensinojenden bir
dekapeptid olan anjiyotensin 1 (Ang I)'i dolagim iginde olusturur (2,36) Renin,
anjiyotensinojeni N-terminalinden keserek dekapeptid yapidaki Ang I’i olusturur.
Ang L akcigerde vaskiller endoteliyumun luminal yiizeyindeki dipeptidil
karboksipeptidaz olan anjiyotensin-doniistiiriici enzim (angiotensin converting
enzyme, ACL) tarafindan aktif foim olan Ang 1I'ye donistiiriiliic ACE plazmada
dolasan bir hormon olarak, intersitisyumda ve intraseliiler olarak bulunur. Ang
II'de vazokonstriksiyon ve aldosteron salinumini uyanr (36-38). Aviica Ang I, iic
doku nétral endopeptidaz (NEP 24 11, NEP 24 15, NEP 24 26) tarafindan
heptapeptid olan Ang-(1-7) ye de geviilebilit. Ang I aminopeptidazlar tarafindan
Ang II ve Ang IV’e yikilir (39) Sekil 2.2.1 *de Angiotensin 11 sentezi, yikimi ve

ieseptorleriyle etkilesimleri goriilmektedir

Son zamanlarda bu klasik kbnsept birgok Snemli degisiklige ugramisti,
¢linki RAS komponentleri bir ¢ok dokuda da sentezlenmektedir. Dokulardaki
Ang I seviyeleri dolasimdaki RAS’tan bagimsiz olarak kontrol edilmektedir
Anjiotensinojen lokal olarak vaskiiler yapilar ve miyokard dokusunda da sentez
edilebilimektedir ve kardiyak hipertrofi ile yetmezlik patofizyolojisinde de ver
almaktadir (36,40) Renin harici tim RAS Uyeleri vaskiiler yapilaida gosterilmis
durumdadir (2). Karaciger taratindan sentezlenen anjiyotensinojenin, mRINAsi ve
proteini diiz kas hiicielerinde, endotel ve perivaskiiler yag dokusunda da
bulunmustur. ACE enkefalinler ve substans P’yi de paigalar, fakat bu etkinin
fizyolojik &nemi ortaya konamamistu (41,42) Doku ACE; kan damarlan, kalp,
beyin, adienal bez, bobiekler, karaciger ve iireme organlann gibi biitiin ana
organlarda bulunmaktadir (43) ACE, vaskiiler endotelival hiicielerin Iiiminal
viizeyinde lokalizedir (41,44) ACE, kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas hiicreleri ve

endotel hiicielerinde oldugu kadar adventisyada da yiiksek konsantrasyonlarda
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bulunmaktadr,  Vaskillet dokular reninden yoksun olmalarmna ragmen,
intersitisyumda Ang II'nin lokal {iretimi doku ACE tarafindan diizenlenmektedir
Boku ACE'nin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir ancak bolgesel kan

akiminin diizenlenmesine katkida butundugu tahmin edilmektedir (41).

ACE  bagimsiz yollann Ang II olusumundaki roliiniin, patolojik
durumlarda kismen dnemli katkslarnin olabilecegi Urata ve arkadaslais tarafindan
gostetilmigtir. Serin benzeri proteaz olan kimotripsinin (kimaz), insan kalp ve
bobreginde Ang I'in Ang Il'ye doniisiimil igin Gnemli bir yol olabilecegi
gosterilmistit (45,46). Fonksiyonel kimaz ve ACE bagimsiz yol insan ve képek
vaskiiler dokularinda da Takai (47), Hollenbetg (43), Shiota (48) ve arkadaslart

tarafindan gosterilmistir
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Sekil 2.2 1. Ang 1l sentezi, reseptanleri ve etkileri (www.equidel nes.co uk)



2.2.3. Anjivotensin II Reseptior Tipleri ve Gorevleri

Memeli hiicreleiinde Ang II, etkilerint AT, ve AT, olarak adlanduslan,
yiiksek afiniteli plazma membran 1eseptéileri aracihfiyla gdstermektedir (49).
Ang 11 reseptéileri tim hiicrelerin plazma membianlan Gizerinde bulunmaktadi .
Giintimiizde bilindigi tizere, Ang I'nin bilinen etkilerinin gogu AT reseptdiii
atacitifnyladir (50). AT, reseptérit yedi transmembian {initeli G protein bagimh
reseptdrler siiper ailesindendit (51). VDKH’letinde Ang II AT reseptoriine
baglandiginda, tipik olarak heterotrimerik Gq proteini tizerinden fosfolipaz C’vi
aktive eder ve inozitol tiifosfat ile diacilgliserolii olugturur AT, reseptérleri hem
bazal duiumda hem de Ang I uyarumma cevap olarak tirozin birimletinden
fostorile edilit (52,53). AT, reseptériiniin, Ang II'nin bir¢ok fizyolojik etkilerinde
ve Ang II uwyarnimli vaskiiler fonksiyonlatin kontroliinde baskin rolii gosterilmisti
ATy reseptorleri diiz kas hiicrelerinde yitksek oranda, adventisyada daha az ve
endotelde ise saptanamayacak diizeylerde bulunwi (54,55). AT, 1eseptériiniin
ATi» ve AT;p olmak tizere iki alt tipi tammmlanmusty Aminoasit dizileti
bakimindan bu iki reseptdr alt tipi bitbirine benzeidir. AT |A reseptdtleri bobrek,
akciger, karaciger ve VDKH'letinde belirgin olarak ekspresse edilirken, AT

reseptorleri adrenal bezi ve 6n hipofiz bezinde yiiksek miktarlardad (56).

Anjiotensin reseptoriiniin ikinet major izoformu olan AT, fetal dokularda
biiylik miktarlarda ekspresse edilmektedit ve fetal hayat sonrasi biiyiikk oranda
azalmaktadu (2,57). AT, reseptorii vaskiiller vapilarn adventisya tabakasinda
baskm olarak bulunmakiadit ve mediya tabakasinda da rahatlikla saptanabilir.
AT, reseptorii 7 transmembran heliksinden olusan G pioteinine bagimh bir
reseptdrdiir,. X kromozomu tizerine lokalizedir. Yetiskinlerde pankreas, kalp,
bobiek, bobrekiistii bezleri, beyin, vaskiiler vapilar ve tieme organlarnda
saptanabilir  (2,58-60). AT: resepttriinin fonksiyonel rolleri tam olarak
bilinmemektedir. Ozellikle kaidiyovaskiiler dokulardaki etkileri arastimilmaktadsr.
Ancak AT, aracili fizyolojik etkileri antagonize ettigi distiniilmektedir (34,61-

065).



Bu ik reseptdr haricinde, Ang II'nin ATz ve AT, olmak {izere
3_;':_ fonksiyonlart tam olarak belirlenememis iki alt reseptér tipi daha tanimlanmistir
"~ Bu Ang Il reseptdr alt tipi sadece hiicre dizilerinde (cell-lines) bulunmustur. AT,
reseptoriinin  kalp, akciger, bobrek, beyin ve karacierde bulundugu da

savunulmaktadn (51,66).

2.3. Reaktif Oksijen Radikalleri (Reactive Oxygen Radicals, ROS)
2.3.1. ROS ve Metabolizmasi

Geemis yillar boyunca Ang II'nin farklt hiicrelerde yarattigs etkilerin nasil
gerceklestifine dair bir ¢ok yorum yapildi Ang I 1A, 1B ve 2 reseptdrlerinin
klonlanmasiyla birlikte ilgi, Ang II'nin farkli etkilerinin ve vaskiiler, renal ve
ndronal hilereletle nasil interaksiyona girdiginin molekiler mekanizmalan tizeiine
odaklandi. Ang 1I'nin ROS Uzerine etkileri en ¢ok ilgi géren konu haline geldi
- Ozellikle bu molekiillerin biiytimeyle iligkili sinyaller tirettigi ve oksidatif stiesin
hiperlipidemi, diyvabetes mellitus, hipertansiyon, iskemik kalp hastalig: ve kronik
kalp yetmezligi gibi hastaliklarta iliskili olan kardiyovaskiiler fonksiyon
bozuklugunun baslamasi ve ilerlemesinde major bir rol oynadigi gériildii
Oksidatif stres, reaktif oksijen radikallerinin artmas: ile karakterize bir durumdur.
Reaktif oksijen tiitleri (ROS), damaisal yamlaida her bir hiicre tipi tlizerinde farkl
fonksiyonel etkiler gésterin ve sadece patofizyolojik degil fizyolojik rollere de
sahiptir (67). Reaktif oksidan ajanlar 6zel bir metabolik yolla oksijenden tiirerler
Savunma hiicreleri olan fagositlerde bu teaksiyon ¢ok ozgiindiir ve savunma

mekanizmasinin  anahtart konumundadir. Ancak diger dokularda; 6zellikle

vaskiiler, néional dokular ve iireme organlarinda, ROS kaynaklari halen

molekiiler mekanizmalariyla bitlikte aragtinnlmay1 beklemektedir (68,69).
ROS terimi basit anlamda; serbest 1adikal olan stiperoksit anyonunu (O;),

nonradikal hidrojen peroksiti (H>0,) ve yiiksek reaktiflik gdsteren hidroksil

radikalini (OH") kapsamaktadu Vaskiiler vapilarda en dnemli ROS’lardan biri
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oksijenin univalan reaksiyon ile rediikte olmasiyla meydana gelen siiperoksit
anyonu {Oz7)’dur (70) Bu reaksiyon NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz,
lipooksijenaz, sikloksijenaz, p450 mono-oksijenaz enzimleri ve mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonla gerceklesit (7) Spontan bir reaksiyonla veya siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan O, in dismutasyonu, ROS un daha stabil foimu olan
ve diger ROS i¢in meikez pozisyondaki molekiilil, yani hidrojen peroksit'i (F,05)
olugturur Hidiojen peroksit kloru oksidize eder ve hipoklorik asid (HOCI') olusur
Bu olay nétrofillerde miyeloperoksidaz enziminin varhgini da isaret etmektedis
HOCT siipetoksit anyonuyla 1eaksiyona giterek hidioksil radikalini (OH)
meydana getitin. Ayrica hidrojen peroksit katalaz ve glutatyon peroksidaz
tarafindan da enzimatik bir gekilde H,O’va cevrilit. Hy0; ve siiperoksit
anyonunun demir Kkatalizli bir reaksiyonuyla da hidioksil radikali olusabilis
(Haber-weiss reaksiyonu). Vaskiiler hiicrelerin hemen hemen biitiin tiplerinde O,
ve HoO, tiretilir. Nitnik oksit ile Oy 1eaksiyonu ROS’un viicuda en zararli iiyesi
olan peroksinitrit’i olusturur ve dokular icin bu molekiil yitksek derecede

reaktifdir (7,71).

Stiperoksit anyonlart ve hidrojen peroksit gibi onemli reakiif oksijen
tiitleri, hiicre igi sinyal yollarinda ve béylelikle de hipertansiyon gibi renal ve
vaskiiler hastaliklai, endoteliyal disfonksiyon, nitrat toleransi, aterosikleroz ve
selliler yeniden yapilanma (seliiler remodeling) gibi patofizyolojik hallerde temel
rolii oynarlar (7). Ang II uyanimi sontas1 gerceklesen uzun dénem etkiler icinde,
vaskliler yapilardaki siiperoksit anyonu iiretimi kilit 1olii oynamaktadir, Bu
noktada Ang II'nin ani sinyal iletim olaylai, erken sinval iletim olaylari ve uzun
stireli sinyal iletim olaylar seklinde hiicre igi sinyal iletim olaylarina etkilerini
gormekteyiz (2) Ang I, vaskiiler vapilarda vazokonstriksivon gibi kisa siireli
etkilere ve hiicte biiyiimesi, migrasyon, inflamasyon ve ekstraseliler matriks
depolanmast gibi vzun zamanli fizyolojik etkilere yol agan karmasik hiicre ici
sinyal iletim yollanimin kontroltinil saglar. Farkli zamanlara ait 6zelliklerine géte
Ang H'nin ani, etken ve geg olarak smasiyla saniyeler, dakikalar ve saatler iginde
gelisen olaylar seklinde (multifazik) meydana gelen etkileri AT, reseptéii

atacithigiyla gergeklesir. ROS  metabolitlerini  igeren oksidatif stres, proto-
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onkogenlerin ekspresyonu ve protein sentezi, saatler iginde gelisen gec sinyal

olaylarnt olusturutiar (2).

Anjiyotensin Il stimillasyonlu ani sinyal iletim olayt vaskiiler
kontraksiyonda oldugu gibi hizlidu ve Ang II'nin reseptéitine baglanmasint

takiben saniyeler igerisinde olusan gesitli sinyal iletim yollanim kullann (73).

Anjiyotensin 1l stimiilasyonlu etken sinyal iletim olayr dendiginde; AT,
reseptorlerinin uyaninunm ardindan biiyiime, migrasyon, ekstraseliiler matriks
depolanmasi ve biiyiime faktorlerinin tiretimi gibi, VDKH’lerinin uzun dénem
fonksiyonlarimn diizenlenmesi ile iliskili bir cok hiicie igi sinyal iletim yollar

kastedilmektedir (73)

Anjiyotensin Il stimtilasyonlu uzun stireli sinyal iletim yollari ise; Ang
IFnin  vaskiler vyapilar ve kardiyak dokudaki hiicieler aiasmda, matiiks
depolanmasin: takiben geligsen hiicre biiyiimesi, migrasyon ve adhezyonun uzun
dénem kontroliinde etkilidit. Béylece aterosiklerozda gériilen vaskiiler yeniden
dizenlenme (vaskiiler 1emodeling) ve kalp biiyiimesindeki - kionik adaptif
degisiklikler meydana gelit Uzun dénem Ang II sinyalizasyonunun temelini
olusturan hiicre i¢1 kaskadlar degisik kinazlarin aktivasyonunu saglai ve biiyiime
faktorlerinin tretimi ile niikleer sinyal kaskadlarnnin uyaiilmasi eninde sonunda
hiicresel biiylime ve farklilasma ile sonuglanir (74) Hiiciesel hipertrofi Ang I1'nin
VDKH kiiltiitlerinde protein sentezini uyarmasiyla gerceklesitken diger biiyiime
faktorleri gibi, VDKH kiiltlinlerinde hiperplaziyi de indiiklevebilit. Ancak sadece
hipertrofiyi inditkledigi de savunulmakfadu. Ayiica Ang IPnin VDKH’de
migiasyonu da tetikledigi gostenlmistic (75-77).

Ang II inflamatuvar yanitin bir ¢ok basamagini dilzenlemektedir. Bu
basamaklar; vaskiiler permeabilite, |18kosit infiltzasyonu, doku
hipeitiofi/proliferasyonu ve fibrozisin artist seklindedir. Bu noktada Ang II'nin
NAD(P)H oksidaz enzim kompleksi lizerinden ROS’u arttirarak endoteliyal

disfonksiyon ve vaskiiler inflamasyona etkileri oldugu bilinmektedit Ang 11
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vaskiiler inflamasyonu AT teseptdril izerinden arttiirken, AT; reseptétlerinin ise

71t etkileti oldugu bilinmektediv (78).

Ang 11 ekstiaseliiler matriks (ESM) bilesimindeki degisiklikleri de tetikler.
ROS'un  matiiks  metalloproteinazlannm  (MMP)  aktivitesini  arttudig
gosteriimistit. Ozellikle de MMP-2yi arttuwr. Ang II ve MMP-2"nin
aterosikletotik plaklarda varligi gdsterilmistin. Boylece ekstraseliiler matiiks
dekompozisyonunun aitigi, ateroz patogenezinde esas rolid alan aterosiklerotik
plaklarn olugumunu saglar. Ekstraseltiler ortamdaki bu degisiklikler VDKH’ de

proliferasyonu ve migrasyonu da desteklemektedin (79)

2.3.2. VDKH ve ROS

ROS’un vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bir ¢ok etkisi vardir. ROS vaskilet
diiz kas hiicteletinde hipertiofi/hiperplazi’yi tetikler, migrasyonu, ekstraseltiler
matriks kompozisyonundaki degisimleri, inflamatuvar gen ekspresyonunu ve

kontraksivonu baslatir (71)

VDKH’i ROS’a biiyiime seklinde bir yanit verirler Farkli fenotipte
sentetik VDKI1 leri; hipertansiyon, aterosikleroz ve anjiyoplasti sonrasi restenoz
gibi kardiyovaskiiler hastahiklarda bulundu ROS tretimi hipeitrofik ve proliferatif
VDKH biiyiimesinin patolojisinde de yer almaktadir. Endojen olarak stiperoksit
anyonu {izerinden Uretilen hidrojen  peroksit VDKH’'nin yasam ve
proliferasyonunun diizenlenmesinde de énemli olabilir, clink{i katalaz’mn asui
ckspresyonu apoptozis oramm arttuitken, diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe
eder. ROS, VDKH’de apoptozis ve farklilasmaya da neden olu. Bu noktada
VDKHde iki zit etki, yani apopitozis ve hipeitrofishiperplazi’den bahsedildignde,
bu etkiletin ROS konsantiasyonlarma bagimlt olabilecegi ileri stiriilmektedir.
Yitksek konsantrasyonda hidrojen peroksit apoptozise neden olurken, orta
derecedeki konsantrasyonlar hiicre dongiisiinde G1 fazinda duraklamaya neden

olmaktadir (80).
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Yine bir baska patogenez olan vaskiiler diiz kas hiicre migraéyoﬁundﬁ
ROS’un 1olii agikea gosterilmistit Weber ve aikadaslan tarafindan PDGF ile
uyarilmis  VDKH  migiasyonunun  bir  flavoprotein  inhibitérii  olan
difenileniyodonyum (DPI) tarafindan inhibe edildigi gosterildi. Bu noktada
DPI'in NAD(P)H oksidaz multienzim kompleksini inhibe ettigi distintildiigiinde,
bu enzim lizerinden olusan Oy iiretiminin VDKH migrasyonu igin gerekli oldugu

anlastlmaktadi (81)

Matriks metalloproteinaziar (MMP) taralindan ekstraseliiler matriksin
yapisinin diizenlenmesi vaskiiler vapilarda patofizyolojik siireglerde dnemlidir,
MMP aktivitesinin ROS tarafindan  diizenlendigine dair literatiit bilgileri
meveuttur  Immunohistokimyasal ¢alismalai, aterom plaklarmda MMP’lerin
varhim da gosteidi Ornegin ROS, MMP-2 ckspresyonunu ve aktivitesini arftiir,
Boylece ROS farkl: basamaklarda matriksin yeniden diizenlenmesini kontrol eder

(79,82).

Bilindigi tizere aterosikletoz, hipertansiyon ve diyabetes mellitusun
vaskiiler komplikasyonlarinda, vaskiller yanit 6nem kazanur ve nihayetinde bu
hastaliklar ¢esitli sitokinlerin vaskiiler lezyonlarin ilerlemesinde 6nemli roller
oynadiklait inflamatuvar hastahklar olarak kabul edilmektedir. Ang II uyanmh
inflamatuvar yamt bu noktada énem kazanmaktadu. ROS bu yanitta etkin bir rol

oynar (78).

Yapilan bir ¢ok calismada da stiperoksit anyonunun NO inaktivasyonuyla
vazomotor tonusu diizenledigi iyl bir sekilde saptanmmstir. Bu iki molekiil
arasmdaki denge vaskiiler vazomotor yaniti dengeler. NO vaskiiler relaksasyona
neden olurken, ksantin oksidaz ve Ang Il tarafindan tiretilmis ROS, aoitada
vasokonstiiiktor etki yaratir HoO5 ise pulmonet, koroner ve mezenterik arterlerde
vasorelaksasyona neden olur (83). Ancak bu konuda savunulan tezat fikirler daha

standart ve kaliteli ileri ¢alismalaila deger kazanacaktir.
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Vaskiiler yapilardaki ROS ve kaynaklan iizerine pek ¢ok calismalar
yapiimistit. NAD(P)H oksidaz multienzim kompleksi haricinde farkli sistem ve

enzimlerde siiperoksit anyonu icin kaynak olabilitler.

Bu noktada stiperoksit anyonu tretimi, primer olarak NAD(P)I oksidaz
enzim kompleksi (NOX) iizerinden olusuyor goriinmekle beraber baska

kaynaklardan da olugmaktadir Bu kaynaklar (8);

1) Flavinler, tiyoller ve katekolaminler gibi normal seliiler icerikleti olan

kiigitk molekiiller,

2) Mitokondriyal respiratuvar zincii enzimleii (NADH ve ubikinon Q-

sitokrom b kompleksi),

3) Siklooksijenaz, lipooksijenaz ve sitoktom p450 monooksijenaz gibi

arasidonik astt metabolizmasiyla ilgili olaylarm tiriinleri,

4) Ksantin oksidaz (XO) enzimidir (sekil 2.3 1).

p450 mono-oksijenaz Siklooksijenaz Lipooksijenaz

Sekil 2.3.1. Siipeioksit anyonu kaynaklari (7}

Nitrik oksit stiperoksit anyonunun oldugu ortamda peroksinitrit (ONOO'Y'i

olugturur. Peroksinitrit’de nitiat ve OH’a parcalanir Miinzel ve aikadaglari, nitrat
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toleransimin altinda yatan mekanizmanin, siiperoksit anyonlatinin ortamdaki NO’i
azaltmasindan kaynaklandigunu tezinin, 6zellikle ROS Ang II tarafindan

indiiklendiginde meydana geldigini ilk defa ortaya atan gruptw (84).

Ksantin oksidorediiktaz ksantin dehidiogenaz ve ksantin oksidaz olmak
iizere fonksiyonel olarak farkis iki formdadir. Ksantin oksidaz iizerinden meydena
gelen ROS, 1skemi/repeitiizyon, hipeikolesterolemi ve endoteliyal disfonksiyonu

igeren klinik-patolojik durumlann etiyopatogenezinde yer alir (85).

NAD(P)H oksidaz multienzim kompleksi farkli alt initelerden olusmus bix
enzim kompleksidit. NAD(P)H oksidaz enzim kompleksi itk olarak tammlandig
fagositlerde, sespitatuvar vanma suasinda olusan  siiperoksit  anyonu
rejenerasyonundan sorumlu bir enzimatik komplekstir (7,8) NAD(P)H oksidaz
enzim kompleksi birgok non-fagositer hiicrede de (fibroblastlar, endotelival

hitcieler, vaskiller diiz kas hicreleri, glomeriiler mezengival hiicreler, podositler
| ve bobrek proksimal tubtil hiicreleri) bulunur NAD(P)H oksidaz bu vapilaida
stiperoksit anyonu izerinden ROS yapumim tetikler (7,12,13,22)(sekil 2 3.2).

20,

CNADPH

MNAD{PMH
oksidazlar

spontan

miyveloperoksidaz

Sekil 2.3 2. NOX ve ROS (www2.phys tush edu)
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ROS™un pek ¢ok kaynagt gz Onilinde bulu11duru1du§1jnda,._ .ﬁ' 'ndﬁ-:-._j.-i'_':

- mitokondiival membiana bagimli NADH/NADPH oksidazin hﬁci‘eietdé_; it

: siiperoksit anyonu igin major kaynak oldugu bilinmektedir Bu enzim elektronlari |

: NADPHtan molekiiler oksijene aktararak stiperoksit anyonunu olusturur
(7,12,13,22) NAD(P)H oksidaz bir ¢ok alt iiniteden olusui: elektron transfer
iinitesi gp91P™ (91-kDa’luk bir p-alt iinite, nox-1 yada nox-4) ve p22™ (22-

kDa’luk bi1 a-alt tinite) ve diizenleyici alt iiniteler (p47™™™, p67™*™

ve dusik
molekiiler agulikli rac-1 ve rac-2). Fagositer hiicieler ve non-fagositer hiicrelere
ait bu birimler arasinda yapisal farkhliklar tespit edilmisti Bu alt Unitelerin
ekspresyon sekilleti de wvaskiiler hiicreler aiasmnda degismektedic Enzimin
aktivasyonu, spesifik hiicre igi sinvallerin uyarilmast ile kisa siireli ve enzim alt
iinitelerinin tist diizenlenmesi (up-regiilasyon) seklinde uzun stireli etkiler
‘meydana getitir. Diisiik Ang 11 konsantrasyonlatinda bile (0.1 nM) NAD(P)H
oksidaz kikenti ROS artar, bu da bu enzim sisteminin fizyolojik olarak da dneml:
oldugunun kamitidir  Aktivasyon swasmnda pd7™ ve p67°"* proteinleri

membiana ttansloke olur ve sitokiom bssg ile etkileserek aktif oksidazi olusturur

(67)

Bu enzim elektronlart NADH ya da NADPH’tan molekiiler oksijene
transfer eder ve siiperoksit anyonu olugtutur. Vaskiiler cksidazin tam molekiil
yapist bilinmemekle beraber notrofil oksidaz ile benzer 6zellikler gosterit

Nétrofillerde NAD(P)H oksidaz bes alt {initeden olusur: 22-kDa’luk bir o-alt

Phox 1phox

) ve gp9 (bu ikisi bitlikte sitokrom bssg’i olusturur, elektron

transfer elementi); sitozolik bilesenler pd7""* ve p67™™; ve diisik molekiiler

linitesi (p22

agubikli G proteini olan rac-1 veya rac-2. VDKIT'lerinde p22P"* siiperoksit
anyonu iirelen NAD(P)H oksidaz sisteminin kiitik bit bilesenidit. NAD(P)H
oksidazin Ang II ile aktivasyonu ge¢ olmaktadu ve VDKH'lerinde yalmzca Ang
IT uyarimindan 60 dakika somia saptanir (68). Bu etki 24 saat boyunca stirekli ve
etkili olmaktadi. NAD(PYH oksidaz bagimli sinyal yollan hiicre bityiimesi gibi
Ang Il aracili uzun dénem sinyal olaylarinda muhtemelen onemli bir 1ol
oynamaktadir Buna dayanarak, NAD(P)H oksidaz DPI ile inhibe edildigi zaman,
VSM(C*de Ang II ile uyarilmis protein sentezi de baskilanit NAD(P)H oksidaz
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tarafindan tiretilen stiperoksit anyonu, SOD taiafindan izl bir sekilde HyO5'ye
-déniistiirliitic,. HyO, de petoksidaz ya da katalaz tarafindan yakalanut O, ve HyO
birbirleri ile daha ileri reaksiyona girebilir veya demir igeren molekiillerle yiiksek

derecede reaktif hidroksil (OH) radikalleri olusturabilir (68,69).

2.4. NADPH Oksidaz Sistemi (NOX)

Hiicresel savunma mekanizmastmun en belitgin  dzelliklerinden  birisi
oksidize halojeni, okside edici 1adikallei ve singlet oksijen gibi bir grup yliksek
derecede reaktif okside edici ajanlan mikrobisidial etki amaciyla kullanmakin. Bu
reaktif oksidanlarin onciisti, fagositler (ndtrofil, eozinofil, mononiikleer hiicreler)
tarafindan olusturulan siiperoksit anyonudur. Bu 1eaktif oksidanlann iiretimi
oksijen titketiminde belirgin bit artisa yol agtig1 i¢in ortaya ¢ikan metabolik olaya

solunumsal patlama denir (86-89)

NADPH oksidaz multienzim kompleksi NADPI’1  kullanarak bir
elektronun indirgenmesivle oksijenin O, haline dontistimiinii saglayan hiicre
membiam verlesimli bir enzimdir (87) Katalizledigi reaksiyon agafidaki sekilde

dzetlenebilir:

20, + NADPH > 20, + NADP + H'

Hijcreler uygun uyarana maruz kaldiginda dinlenme durmundaki NADPH

oksidaz enzimi aktit hale geger.

NADPH oksidazin alti komponentden olugmaktadis.

1 ) p47phux
2) p67phox
3) p40[)|10x
4y rac-2
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5) p22p|‘l[);\
6) gpglphox

NADPH oksidaz enzim kompleksininin aktiflesmesi igin sitoplazmik
komponentlerin membrana translokasyonu ve bunlarm sitokrom bssg ile iliskisi

gerekmektedir. Sitokrom bsss elektronlart NADPIH dan O, ye tasir.
Sitokrom bssg

Allison ve arkadaglan tarafindan (90) tarafindan NADPH oksidazin bii
komponenti ofarak tanumlanmis olan Sitokrom bssg kizilétesi rsindaki absorbans
piki nedeniyle bu adi almig, membrana bagli bir flavohemoproteindir. Istirahat
halindeki nétrofillerde %851 plazma membrant ile bitlesen spesifik graniiller ve
intraseliiler sekretuvar vezikiillerin membianlaninda bulunutlar (87) Uyanimia
beraber bu organeller plazma membian: ile bitlegir ve sitokromu hiicre yiizeyine

1[)[1(].‘(7

tansfet ederler (91). Sitokrom bssg, p22""™ ve gp9 undan olusan kompleksdir -

ve sadece denatiitasyon ile birbirinden ayrilu
gpglphux

gp91°"™™* 570 aminoasit, 3 adet tiansmembran heliksi, 5 adet N-bagls
glikolizasyon baglanma yeri ve aktivasyon suasinda sitozolik komponentlerle

reaksiyona giren C-terminalini de iceren bir polipeptiddit. Kronik gianiilomatoz

1 phoxs

hastaliginda gp9 un eksikligi mevcuttur ve oldukga genis mutasyonlar

i phoxs 2[)]10X3

gosterir. gp9 un stabilitesi p2 un varhgma baghdir p22°* eksikligi olan

enzimleide, gp91°"®

un polipeptidi de yoktur (87,92).
pzzphox
p22P"* hiicre membranmun iki tarafina da sarkmus durumda bulunan

transmeimbranel bir proteindir. Bu proteinin yapisi diger sitokromlar ile ¢ok az

benzeilik gosterir. Sitokrom bssg’de bulunan hem’in ya 2 adet p22"h‘“ molekiiliine

19




va da 1 adet p22™™* molekiilis ve 1 adet gp91”*a ait bir histidin molekiiliine
bagh oldugu distiniilmektedit.  p22"™™  komponenti eksik  bireylerde,

mutasyonlarin ¢ogu sitokrom kaybina yol acar (87).
p 47plmx

p4 7™M molekiilii bagka proteinlerte etkilesime yarayan iki SH3 birimi
igeren, 390 aminoasit’lik bazik bir proteindir p47™™ mRNA’si ve protein
ckspresyonu fagositik hiicrelete dzgiindic (93) p47°™™ NADPH oksidazin
fonksiyonu j¢in hayati oneme sahiptit. Esas roliintin p67""“un plazma
membramna tutunmasi oldugu diisiintilmektedir. Uyaranla etkilesimin aidindan
sitoskeletonla interaksiyona giter ve soma sitokrom bssg ile birlesecedi plazma
membianina dogtu hareket eder. Bu etkilegimlerin temelinde p47phox’a ait SH3
birimi vardu Aktivasyon sonucu bu birim p22M"* ile etkilesim igin hazir hale
gelmis olur (94,95). Clark ve arkadaslart (91) protein kipaz C’nin pd7°"™u

phoxs

fosforile ettigini ve protein kinaz C inhibisyonunun hem p477'°**un sitoskeleton

ile iligkisini hem de O tiretimini engelledigini géstermiglerdit. p47"™*un birgok

fostorilasyon bolgesi vardu ve oksidaz aktivitesi icin gereklidir (96).

p 67pl10x

7])|]0X3

Il Benna ve arkadaslan (97) po6 un protein kinaz C tarafindan

-7ph0x

fosforile edildigini ve fosforilasyon sontasi pd ile kompleks olugturdugunu

7phox,

gostermislerdir. Han ve arkadaglanina (98) gbie de p6 un NOX fonksiyonu

phox

i¢in gerekli olan bir aktivasyon birimi bulunmaktadu. P67 sitokzom bssg icinde

NADPH dan O;’ye elektron transferini gergeklestirir (91).
rac-2
NADPH oksidazin aktivasyonunda kritik bir rol oynamaktadir. Koga ve

arkadaglarn (99) 1ac-2’nin p67"™"*un N-terminali ile olan iliskisinin, oksidaz

aktivitesi icin gerekli oldugunu géstermisleidir Diger yandan Philips ve
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arkadaslai1 (100), rac-2 translokasyonunun oksidaz aktivitesi ile iliskili Ol'inadlgl.lli o
gostermislerdit. Rac-2’de gergeklesen bir inhibitér mutasyonunun insanlarda

nétrofil bozuklugu sendromuna yol agtifl yakin zamanda gdsterilmistir (101).
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MATERYAL ve METOD

3.1, Tez Materyali ve Kimyasal Malzemeler

Hazir hiicre kiltlirii besiyeri (imedyum), (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, DMEM), HEPES, Tripsin-EDTA (1X), Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS), kalsiyum klorid (CaCly), kalsiyum klorid iki sulu (CaCl, 2H,0), KCL,
NaCl, NaH>PO4, MgCl,, glukoz, elastaz, kollajenaz, soya tripsin inhibito (STD),
bovine serum albumin (BSA), fetal bovine setum (FBS), L-glutamin, penisilin-
streptoniisin ve NADPH Sigma’dan satmn alindi Tripsin-EDTA (10X) ICN’den

satin alindi

Medyum saklama amaciyla 100 mL ve 500 ml. hacminde Simax matka
otoklavlanabilir 6zellikte kapakli cam siseler kullamildi Hiicre kiiltiiiinde
kullanilan 12-kuyucuklu plaklar, 25 cm®lik ve 50 em?®'1ik hiicre kiiltiir kaplar ile
15 mL ve 50 mL’lik plastik tiipler ile benzeri sarf malzemeler R&D Falcon

firmasmdan satin alindi.

Steril mikro-cerrahi seti Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlan

bittminden temin edildi.

1,5, 10 ve 25 mL’lik cam pipetler ve Pastdr pipetleri Akdeniz Universitesi

TIp Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dals’ndan temin edildi.

Anjiyotensin 1I Sigma’dan satin alindi AT, antagonisti Losartan, Meick
Sharp&Dohme firmasi tarafindan bedelsiz temin edildi Difenileniyodonyum
(DPI) Calbiochem ve Sigma firmalarindan satin alindi Rotenon, indometazin,

oksipurinol, L-NAME Sigma firmasindan satin ahndr.

Resazurin ve sitokrom ¢ Sigma’dan satim alinde
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Immiinohistokimya yénteminde kullanilan primer ve sekonder antikoila
Sigma’dan satm alindi Imminohistokimyasal analizler i¢in ise Dako maika
immiinohistokimya kiti kullanildi. Protein &l¢timleri igin Bio Rad matka protein

deney kiti kullanild:

3.2. Aletler, Gerecler ve Arastirmamn Yiiriitiildiigii Birimler

Inktibatdr : SL Shel Lab CO; Incubator

Florometre : Luminescence Spectrophotometer, LS 50 B, Perkin
Eimes

Spektrofotometre : Thermo Lab Systems Multiscan Spectrum, 1500

Santiifiij : Nuve NE 800

Santrifiij : Heracus Instruments Megafuge 1 0 R

Sonikator : Bandelin Sonopuls UV 2070

Buzdolab: . Indesit (+4, -20 %0

pH metre : Schott CG 840

Su banyosu : B Braun Biotech International

Hassas terazi : Shimadzu AW 120

Invert mikroskop : Zeiss, Olympus

Hood (Kiilttir Kabini) : Bilser

Vaskiiler diiz kas hiicre dokusu igin 250-350 g aguliginda etkek Wistar
ratiar kullan!di Ratlar, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlart biriminden temin

edildi.

Vaskiiler diiz kas hiicieletinin izolasyonu Akdeniz Universitesi Deney

Hayvanlar Biriminde, stetil oda da yapildi
Primer hiicre kiiltiirti islemleti ve protein dlgtimleri, ferrisitokrom ¢

rediiksivon dlciimleri ile flgili deneyler, Akdeniz Universitesi Merkezi Arastitma

Laboiatuvari’nda yapildi
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Resazutin  Olglim  deneyleri, — Akdeniz  Universitesi  Metkez

Laboiatuvari’nda vapildi

Tum plastik ve cam malzemelerin sterilizasyonu igin Akdeniz Universitesi

Sterilizasyon Meikezi ile ¢calistldi.

3.3. Rat Aortas1 Ditz Kas Hiicrelerinin izole edilmesi
3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar

Transfer Medyumu

Soliisyonu hazirlamak i¢in 2.94 mg CaCly tarihp 10 mL HBSS icinde
goztildii. Medyum 0.2 mM konsantrasyonda hazulandi. Sterilizasyon icin 022
pm’lik filtreden gegirildi ve 90 mIL HBSS eklenip final hacim 100 .mL’ye
tamamland:. Total hacimde % 2 konsantrasyonda olacak sekilde 2 mL penisilin-

stieptomisin antibiyotigi konuldu ve + 4 °C’de sakland:.
Enzim ile Ayrigma Soliisyonu (EAS)

Final hacim 4 mL olacak sekilde steril HBSS soliisyonu (Ca'*-Mg™
icetmeyen) icerisinde, her biil stok soliisyonlarindan alinan 0.2 mM kalsiyum
Klorid (CaCly), 15 mM Hepes ( pH: 7.2-7 3 ), 0 0625 mg/mL elastaz, (.25 mg/mL
soya tripsin inhibitér (S11), 0.5 mg/mL kollajenaz ve 2.0 mg/mL bovine serum

albumin (BSA) ¢oziildi

Stok soliisyonlar

Bovine Serum Albumin (BSA): Stok soliisyon icin 2 mg/ml. konsantrasyonda
olacak sekilde, 5 mL. HBSS soliisyonu igerisinde 80 mg albumin ¢6ziildii Cozelti

022 um’lik steril filtreden gegirildi ve +4 °C’de saklandi FAS hazilamrken bu

stoktan 0.5 mL alinip total soliisyona eklendi
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Hepes: 15 mM konsantiasyonluk stok soliisyon icin, 10 mL HBSS
icerisinde 143 1 mg Hepes ¢oziildi. Cézelti 0.22 pm’lik steril filtreden gecirildi
ve +4 'C’de saklandi. EAS hazulaniken bu stoktan 1 mL alinip total soliisyona
eklendi

Kollajenaz (Tip I-A): Steiil toz halindeki 100 mg kollajenaz (total 125
tinite), 12 5 mL HBSS icinde ¢oziildii. 12 5 mL stok soliisyon 25 adet 0 5 mL’lik
steril plastik tiiplerde -20 °C’de saklandi Stok soliisyondan alinan 250 pl ik

miktar, enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

Elastaz: Steril toz halindeki 5 mg elastaz (pankieatik tip E, 90 {inite), 5
mL HBSS i¢inde ¢6ziildi. 5 mL’lik miktar 10 adet 0 5 mL’lik steril plastik tiiptere
bolindii ve -20 °C’de sakland1 Stok soliisyondan alinan 250 pL’lik miktar enzim

ayrisma solilsyonuna eldendi
3 Y

Soya Tripsin Inhibitér (STi): 5 mL HBSS solisyonu icetisinde 5 mg ST
Tip I-S taitilip ¢oztildii Konsantrasyonu 0 25 mg/mL olacak sekilde hazirland:
Stok soliisyon 0.22 um’lik steril filtreden gegirilip, +4 °C’de saklandi Stok

soliisyondan alinan 1 pL’lik miktar enzim ayrigma soliisyonuna eklendi

CaCly: Soliisyon konsantrasyonu 02 mM olacak sekilde, 10 mL HIBSS
igerisinde 2 352 mg CaCl, ¢ozildlii Stok solitsyon 022 pm’lik steril filtieden
gecitilip +4 °C’de saklandi Stok soliisyondan alman 0.5 mL’lik miktar enzim

ayrisma soliisyonuna eklendi.

Bu stoklardan yukanda belittilen hacimler pipetlendikten sonra, iizerine

0 5 mL steril HBSS eklenerek 4 mL’lik enzim ayristuma solisyonu hazitland:
3.3.2. Rat Aortas1 Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu

250-350 g afnhipinda saghiklhi Wistar Rat, eter anestezisi altinda

uyutulduktan sonia, steril kosullar altunda torasik aotta, abdominal aortanin iist
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kismiyla birlikte alindi. Aorta, kan ve benzeri artiklardan transfer medyumuyla
dolu bir petri kabinda temizlendi Hiicre canlihgini korumak amaciyla petri buz
iizerinde daha 6nceden steril hale getiiilmis odaya nakledildi. Ttim bu islemler
steril kogullar altinda gergeklestirildi Bundan sonra doku disseksiyon asamasimna
gecildi Bunun i¢in mikioskop altinda, steril mikro-cerrahi setle buz tizerinde
caligildi Aoita segmenti transfer medyumu igeren temiz parafinhi bir petri kabina
alindi Aorta, alevden gecitilip %70°Jik alkolle yikanmug steiil toplu igneler
yardimiyla parafin bloga tutturuldu Disseksiyon mikioskobu altinda, mikro doku
makas1 ve ince uglu bir pens yardimyla, aortamn adventisya tabakas: disinda
kalan yaglar ve venéz vapilar temizlendi. Aorta boyuna disseke edildikten sonra
kagit biciminde diizlemsel olatak agildi ve toplu igne yardinuyla dért ucundan
parafin bloga tutturuldu. Somra steril bir bistiiri yardimyla aortanm dig kismu
kazind1 ve béylece adventisya dokusu gorsel olarak ortamdan uzaklastirildi. Daha
sonia aortanin i¢ kismi pamuklu bir gubuk ile hafifce siyrildi Bu islem birkag kez
tekratfandi Bu sayede aortanin liimenine bakan endotel ortamdan uzaklastirilnus
oldu. Adventisya ve endotel katmanlan aortadan uzaklastiildiktan sonra kalan
doku transfer medyumu ile bir ¢ok defa yikandi ve etiafi buzla kapli steril transfer
medyumuyla dolu 1.5 mL’lik eppendoif’a alindi. Zaman kaybedilmeden hiicre

kiiltiizti ekim asamasina gegildi
3.4. Aorta Diiz Kas Hiicreleri Primer Kiiltiirii
3.4.1. Gerekli Soliisyonlar
Hank’s Dengeli Tuz Soliisyonu (Hank’s Balanced Salt Solution, HHBSS)
HBSS soliisyonu (kalsiyum ve magnezyum icermeyen) 0.4 g/L potasyum

klorid, 0.06 g/ potasyum fosfat, 8 0 g/L sodyum klorid, 0.04788 g/I. sodyum
fosfat, 1 0 ¢/L D-glukoz igermektedir.
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Tripsin-EDTA (1X, 10X)
Soliisyon icerisinde standart sekilde % (.05 (w/v) Tripsin ve 0.02% (w/v)
EDTA bulunmaktadur

Penisilin-Streptomisin Seliisyonu
Soltisyon igerisinde standart sekilde 10000 U penisilin, 10 mg

streptomisin bulunmaktadir
3.4.2. Primer Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin (Medyum) Hazirlanmasi

Besiyeri olarak kullamlan Dulbecco’s Modified Fagle Medium
(DMEM) den her defasinda 500 mL hazirlandi. Bunun i¢in 8nce 425 mL medyum
tizerine 50 mL fetal bovine serum (FBS) (%10) ve 5 mL (%! v/v) penisilin-
streptomisin eklendi L-glutamin 0.584 g/L konsantrasyonda olacak sekilde ve
HEPES 25 mM konsantrasyonda olacak sekilde 59625 g tartilds ve her ikisi de
20°se1r mL DMEM iginde ¢ozillerek hazulandi L-glutamin ve HEPES steril
tiltrelerden gegirildi ve her birinden her 500 mL medyum i¢ine 10’ ar mL konuld.

Toplamda 500 mL’lik besiveri elde edildi
3.4.3. Primer Vaskiiler Diiz KKas Hiicre Kiiltiirii
Hiicrelerin Steril Kiiltiir Kaplarina Aktariimasi

Onceden transfer medyumu ile dolu eppendorf icine alinmis aorta UV ile
steril edilmis kiiltiir kabini icerisinde 15 mL’lik doku petiiletine tiansfer edildi
Iransfer medyumu petiiden pipet yardimryla alindi  Aorta, steril bistiiriler
yardimiyla mekanik olarak ¢ok kiiciik pargalara ayrldi Bu islem hiicre canliligin
korumak i¢in ¢ok luzli bir bigimde gerceklestirildi. EAS ile muameleye hazir hale
getitilmis olan hiicreler tizerine, 37°C sicakliga sahip 4.0 mL EAS eklendi. Petii
hafifce calkalandiktan soma, etrafi parafilm ile sarild: ve 37°C’lik etiive kaldinldi,
Etiiviin i¢ine yerlestirilmis ¢alkatayic1 cihaz tizerinde 45 dakika inkiibe edildi

Hiicre ve dokularin tekiar bir araya toplanmalarim engellemek i¢in petri her 10
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dk.’lik periyotta hafifge calkalandi Iyice aynsan ve dokudan bityiik oranda
bagunsizlagan hiicreler, steril kiiltiir kabininde bu kez de 10 mL’lik plastik
enjektdte gekilip 5-6 kez 14 um’lik gelik uglu kaniilden gecirildi Bévlece diiz kas
hiicreleri ikinei defa mekanik ayiistiumaya ugramis oldu. EAS icindeki kollajenaz
ve elastaz enzimlerini diliie etmek amaciyla, petrive EAS’mn 2 kat1 miktarda, 8§ mL
medyum eklendi. Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik steril plastik tiiplere alindi ve
200 g'de 5 dakika santiifiij edildi. Dipte kalan pellet 10 mL medyum ile tekiar
teslispanse edildi. Tekrar santriftj edilip, iistteki stipetnatant atildi Bovylece
ortamda kalan enzimler (elastaz, kollajenaz) hiicreleiden uzaklastiildi, Hiicie
pelletleri 3 mL DMEM ile tekrar resiispanse edildi. Elde edilen hiicie
stispansiyonu igindeki medyumla beraber 12.5 em®lik stetil kiiltiir kaplarina
aktarilds Steril kiiltiit kabi hemen 37°C sicaklikta, %5 CO, iceren ve havasi
nemlendirilmis (%90-98) olan inkiibatore yetlestitildi. Steril kiiltiir kabr ilk 48
saatin aidindan rutin olarak her giin invert kontrast mikioskop ile incelendi. Steril
kltiir kabinda ilk hiicieler tutunmus olarak gériindiigiinde, ortamdaki doku ve
hiicie artiklarini uzaklagtirmak amactyla hiicrelerin medyumu 5 mL, 37°C
sicakliktaki medyum ile degistirildi Medyum degistirilmeden 6nce, hiicie ve
doku artiklarimin uzaklagtiriimas: icin hiicreler, 37°C sicakliktaki 3 mL HBSS ile
yikandr Medyumlar 48-96 saat araliklai ile 1utin olarak degistizildi Enfeksiyon

gelisme 1iskine kargi, hiicreler 2 giinde bir kontrol edildi
Hiicre Kiiltiirlerinin Pasaj Asamasi (Tripsinizasyon)

Hitcreler %90-%95 yogunluga ulastikian sonra, hem morfolojilerini
korumak hem de canhilikdanmi yitirmemeleri amactyla zaman kaybediimeden
pasajlands Pasajlanacak olan steril kiiltiir kabindaki medyum alindiktan sonza,
hiicreler 37°C sicakliktaki 5 mL HBSS ile 3-5 dakika inkiibe edildi ve hafifce
calkalandi Daha sonra HBSS aspire ediletek 1 mL (IX) tripsin-EDTA hiicte
killtlir  kabina eklendi ve 37°C’lik etiivde 5 dakika inkiibe edildi, 10X

konsantiasyonda tripsin-EDTA kullanildifi zamanlarda, hiicre duvarlarinin zarar

gérmemesi amaciyla inkiibasyon siiresi en fazla 3 dakika olacak sekilde ayarland.

fnkiibasyon periyodu, bitiminde steril kiiltiir kabina 3-4 mlL medyum eklendi ve
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hafif¢e calkalandi. Hiicreler 15 mL’lik steril plastik santrifiij tiiptine alinarak 200
g’de 5 dakika santrifiijlendi Dipteki pellet 1 mL medyum ile siispanse edildikten
“sonra siispansiyon 4-5 kez Pastor pipetinden gecirildi. 25 em?®lik steril kiiltiiz
kaplaima boliinen hiicre siispansiyonlarinim hacimleri 4 mL’ye tamamlanarak
etive kaldirildi. 24 saat icinde medyumlar1 degistirildi. Daha soma yogunluklar

%95-%98 oluncaya kadar her 48-96 saatte bir medyumlan yenilendi
Hiicre Canhilig Testi (Tripan-Blue Test)

Bu testte prensip olii hiferelerin membranlanimin mavi renge boyanirken,
canlt hiicieleiin boyanmamasidir  Steril kiiltiir kabindaki hiicreler tripsinize
edildikten sonra santrifij yapilip, pellet 3 mL medyum ile resiispanse edildi
Buradan alinan 100 pL hiicre siispansiyonu, 100 pl. % 0,5°lik tripan blue {izerine
cklendi Hicreler thoma lamina alindi ve mikroskopta 20X°lik biiyiitmede
incelendi Olii hiicrelerin membram mavi renge boyanuken, canli hiicteles
boyanmadi Hijcre saymu igin pellet iizerine 1 mL medyum eklendi. Bu
stispansiyondan thoma lamina az bir miktar damlatildi ve 5 farkl: alandaki hiicte
sayist sayilip toplam say1 5’e blindii Cikan deger 10° ile ¢arpilinca 1 mL’deki

hiicre sayist elde edilmis oldu

3.5. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu
3.5.1. Hiierelerden Immiinohistokimya Preparatlarimin Hazirlanmasi

Preparatlarin hazirlanacagt lamlar %70°lik alkolden geciildi. Distile su ile
yikandiktan sonrada otoklavlandi. Stetil lamlar Uizerinde steiil ortamda hidrofobik
kalemle 2 alan isaretlendi 25 cm®lik steril kiiltiit kabindaki hiicreler tripsinize
edilip, santriflyj sonras: dipte kalan pellete 2 mI. medyum eklendi ve resiispanse
edildi Isaretli alanlara bu hiicie siispansiyonundan 100 pL ekildi Lamlar biiyiik

steril petrilere konulup etiivde inkiibe edildi
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Bir glin sonra petii i¢indeki prepalatlaun. medyumu degistitildi Hiicreler
tamamen lamlara tutunup, yiizeyi kapladiktan sonra hiicte medyumu ortamdan
uzaklastmifip HBSS ((Zaf'z-l\/[g+2 igetmeyen) ile yikandi. Steril PBS ile tekrar
yikanan lamlar oda 1sisinda kwiumaya birakildi Kuruyan preparatlar -20 °C’de
muhataza edildi. Preparat {izerinde tutunan hiicre olup olmadigiu belirlemek

amaciyla, hemotoksilen eozin boyasiyla preparatlarin bir kismi boyandi
Immiinohistokimyasal analizler i¢in preparatlar 4 grupta simiflandirilds.

1) VDKH'ni gostermek igin o-aktin piimer antikorunun 1/800 ve

1/1600°1tik diliisyonlarii calisildi.

2) Endotel hiicrelerini gostermek igin Von-Willebrand faktér primer

antikorunun 1/500 ve 1/1000kik diliisyonian ¢alisild:.

3) lzotip kontrolil igin sekonder antikor olarak 1at kaynakli IgG2a’nm

1/800 ve 1/1600°Hik diliisyonlair ¢alisildr,
4) Normal boyama konttolleri icinse PBS ile kontrol grubu ¢alisildi.
3.5.2. Kullan:lan Soliisyonlar

Immiinohistokimya i¢in DAKO hazu kiti, diiz kas boyamalan i¢in 1at
kokenli o-aktin diiz kas spesifik antikoru, endotel boyamalan igin 1at kokenli
Von-Willebrand faktdr antikoru, antikor diltisyonlart igin antibody diliient,
sekonder antikor olarak da rat kékenli horse radish peroksidaz enzimiyle isaretli

IeG2a antikoru kullamld:

Tris Tamponlu Salin Stok Soliisyonu (Tris Buffered Saline, TBS, 10X)
IBS soliisyonu hazirlamak ig¢in 60.55 g Tiis ve 8766 g NaCl 800 mL
distile suda ¢dziindii . Soliisyonun pH’si HCl ile 7.4°e ayarlandi Final hacim 1000

mL olarak distile su ile famamland:.
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Tris Tamponlu Salin Stok Soliisyonu (Tris Buffered Saline, TBS, 1X)
IBS stok soliisyondan (10X ) 100 ml aliip 1L’ ye tamamlanip 10 kat dilile
hale getirildi.

3.5.3. Immiinohistokimyasal analiz
Immitinohistokimyasal analiz icin izlenen protokol gostetilmektedir;

¢ Hazirlanan pieparatlar aseton tanklarina konuldu ve oda 1sisinda 5
dakika inkiibe edildi.

o Aseton tanklarindan cikanlan preparatlar 20 dakika oda 1sisinda
kurutuldu,

s Preparatiar IBS ile 3 defa 5 dakika boyunca yikandi

» Preparatlar 5 dakika bloklama soliisyonuyla bloklanda.

e Preparatlar tizerine primer antikor damlatilip 45 dakika beklendi.

» Preparatlar IBS ile 3 kez 5 dakika boyunca yikand:

e Preparatlar iizerine sekonder antikor eklenip 30 dakika beklendi

- o Preparatlar IBS ile 3 kez 5 dakika'boyunca yikandy

e Sekonder antikora baglanmas: igin enzim (biyotin- HRP kompleksi)
verildi ve 30 dakika inkiibe edildi.

¢ Enzime amino etil kaibizol (AEC) substiati vetilip, 3-5 dakika inkiibe
edildi

o Preparatlar TBS ile yikandi, kurutuldu ve kayser jelatin ile kapatilip
karanlikta buzdolabinda sakland

e Preparatlar mikioskop altinda incelendikten sonra fotograflan ¢ekildi
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3.6. Ol¢iim Deneylerinde Kullanlan Kimyasallar ve inhibitirler
3.6.1. Kullamlan inhibitsrler

Losartan

Toz halindeki losaitan 4.6201 mg tartilip 10 mL PBS i¢inde ¢oziildii (107
M ). 500 pL.’lik aliqutalara bsliniip -20°C*de saklandi Inhibisyon ortaminda 107
M olacak sekilde diliie edilerek kullanldi,

Difenileniyodonyum (DPI)
Toz halindeki 10 mg NAD(P)H oksidaz enzim kompleksi inhibitéi,
dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde ¢oziildd. 50 pL’lik alikotlara boliniip 220°C*de

sakland:. Inhibisyon ortanunda 10 uM olacak sekilde diliie edildi

Rotenon

Toz halindeki 3 944 mg iotenon 10 mL klotoform iginde ¢oziildii. -20

’C’de sakland1 Inhibisyon ortaminda 100 pM olacak sekilde diliie edildi

Indometazin

20

1

Toz halindekt 8.95 mg indometazin 5 mL distile su i¢inde ¢éziildii

’C’de sakland:. inhibisyon ortammda 10 uM olacak sekilde diliie edildi

Oksipurinol

Toz halindeki 3.8 mg oksipurinol, 5 mL 0.5 N NaOH ic¢inde ¢dzuldi
C*de sakland: Inhibisyon ortamunda 100 uM olacak sekilde diliie edildi.

L-NAME

Toz halindeki 6742 mg L-NAML, 5 mL distile su iginde ¢oztildi -20

1

C"de sakland: Inhibisyon ortaminda 100 uM olacak sekilde diliie ediidi
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3.6.2. Enzim Substratinin Hazirlanist

NADPH
loz halindeki NADPH’tan 0.8334 mg tartihip 1 mL distile suda ¢oziildii ve
1 mL dl¢iim tamponuna 100 pL pipetleneiek final konsanttasyonun 100 pmol/L

olmas saglandi Her deney asamasinda deneyden hemen Once taze hazirland: ve

+4°C’ de sakland.
3.6.3. Olgiim Deneylerinde Kullanilan Kimyasallarim Hazirlamis:

Anjiyotensin 1I
Toz halindeki 1 mg Ang 11 9.5 mL distile suda ¢oziildi (1 x 107 M) ve 100
nl ik aliquatlara boliiniip, -20 C’de saklandi Kullanim esnasmnda 1 mL serum

icermeyen medyuma 100 nM konsantrasyon igin 10 pL. eklendi.

Ferrisitokrom ¢
Toz halindeki ferrisitokiom c’den 50 mg alindi ve 1 mL’de ¢ozildii 250
nblik  aliquatlara . abmp, -20 %C’de saklandi islemler karanlik ortamda

gerceklestinildi. 1 mL Slglim ortanuna 10 pL pipetlendi ve final konsantrasyon

olan 40 uM elde edildi

Resazurin
Stok soliisyon i¢in 3 mg resazurin ahnip 10 mL distile su iginde ¢oziildii.
Olciim ortamna 1 mL igin 100 ul pipetlendi ve final konsantrasyon 0.03 mg/ml

oldu.

HEPES Modifiye Tyrode’s Soliisyonu

Stok soliisyon i¢in  toz halindeki kalsiyum klorid iki sulu
(CaCly.2H20) ' nun 92.61 mg’1, KCl'nin 67 84 mg’1, NaCl'nin 2802 19 mg',
NalH,PO,tin 15117 mg’1, MgCly'nin 34 865 mg'1, glukoz’un 353 192 mg'y,
HEPES'in 83405 mgh tartilip her biri 50°se1 cc distile suda ¢dziildii ve stok

halinde + 4°C’de sakland:. Her 6lgiimden 6nce hepsinden esit mikiarlarda almip
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kastiildt ve daha soma pH 7.4%e getirilip, 37°C’lik su banyosunda 15 d.a.kil%a.:: T

bekletildi ve hiicre deneylerinde kullamldi
3.6.4. Siiperoksit Anyonu Olciim Metodlar

Sitokrom ¢ Rediiksiyonu Yontemi

Stiperoksit anyonu miktaifamin sitokrom ¢ reditksiyonu ile dletimi
Gotlach ve arkadaglannin refere ettigi metoda gore ger¢eklestirilmistir (19). 12-
kuyucuklu plaklaida biiyiitiilen hiicreler 24 saat serumsuz ortamda birakildiktan
sonra; tiim kuyucuklar HEPES modifiye Tyrode’s solisyonu (pH: 74, 1 8 mM
CaCl, 2H,0, 2.6 mM KCI, 137 mM NaCl, 0 36 mM NaH,P0,, 0.49 mM MgCl,,
56 mM glukoz ve 10 mmol/L HEPES igermektedir) ile 2-3 kez yikandila
Ardmdan bu kuyucuklata HEPES modifiye Tyrode’s solusyonu I mL hacimde
olacak sekilde eklendi. Ang II ve inhibittiler uygun konsantrasyonlarinda ve
inkiibasyon siitelerinde ottama eklenip, sitoktom c¢’nin 1gikta reditksiyonunu
engellemek amaciyla karanhk ortamda 10 pL sitokrom ¢ (40 uM), tiim
kuyucuklara konuldu Tim olglimlerde NADPH 100 pumol/L konsantrasyonda
olacak sekilde sitokrom c ile beraber pipetlendi.  Yarim saat iginde tim
| kuyucuklardaki soliisyonlarm 300-600 nm dalga boylarinda absotbans spekirumu
taramalart yapildi ve 550 nm dalga boyundaki absoibanslaii alindi. Her 6lglimde
dalga boyu spekttumunda sitokrom c¢ rediiksiyon piklerine bakilarak deneyler
dogiulandi  (sekil 361) Hem substat (NADPH) kullanilmus  kontrol
hitcrelerinden hem de Ang 11 uygulanmus hiiczelerden elde edilen tiim degetler,
substiat kullamimadan sitokrom ¢ ile stiperoksit anyonu lgtimii yapilan kontiol
hiicrelerinin (ko1) verdigi absorbans degerlerinden cikartildi. Her kuyucugun
protein miktarlasmun Slgtimil igin plaklar, slgtimden hemen sonta buz tzetinde
bekletildiler Fnd-point olgtimler yapild Cikan protein miktarlanina gote de

absorbans degerleri hesapland.
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Sekil 3.6.1 Sitokiom c’ye ait dzgiin absorbans spektrumu. Sitokrom ¢ 525 ve 350 nm dalga
boylatinda tipik pikler verir Bu pikletin varli@ sitokiom ¢’nin ortamda redilkte oldugunu

gostermekiedit (www soc.nii ac jp/sbiochem/jb/128-3}

Resazurin Ile Florometrik Olgiim

Resazurin yontemi ile florometrik olarak stiperoksit anyonlarmm &lgtimii,
daha énce Fang ve arkadaslan (21) tarafindan sigun ndtrofillerinde respiratuvar
patlama sonucu olusan stperoksit anyonlaiimin miktarimi tespit etmek igin
kullanilmistir Resazurin (7-Hidroksi-3H-fenoksazin-3-10-okside) okside formda
mavi renklidir. Indirgendiginde pembe floresan formu olan resorufine déntisiir,
Resazurin elektron alicist olarak davianit ve NAD(P)H oksidaz igin molekiiler
oksijen ile vansgn. Vaskiiler dokulardaki elektronlar NAD(P)H dan resazurine
transfer edilir Resazurin’de floresans veren formu olan resorufin’e dontisiic (20,
21) Biz burada ferrisitokrom c rediiksiyonu yéntemindeki degerleri desteklemesi
amaciyla 1esazurin florometrik yontemini ¢alistik. 12-kuyucuklu plaklarda yeterli
yogunluga ulagan hiicreler, serumsuz medyumda 24 saat inkiibe edildi Her
kuyucuga 1 mL serumsuz medyum konulduktan sonta Ang II ve inhibitéiler
uygun konsantiasyonlarinda ve inkiibasyon stirelerinde ortama eklendi. Iiim
dlgiimlerde, NADPH 100 umol/L konsantrasyonda olacak sekilde resazuiin (0.03

mg/mL) ile aym anda kuyucuklara pipetlenerek, 1 saat boyunca kinetik Sl¢limler
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yapildi. Belirli arahklarda Slglimler kontrol edildi Perkin Elmer Luminescence
spektrofotometre 1.S 50 B cihazinda, eksitasyon dalga boyu olatak 544 nm,
emisyon dalga boyu olarak 584 nm kullamuld:. Aktivite degerleri igin 0-1 saat arast
florometrik farklar almdi. Elde edilen florometrik degetler her kuyucugun protein

konsantrasyonuna gére hesaplandi.

3.7 Protein Miktarinin Tayin Edilmesi

3.7.1. Bradford Protein Ol¢iim Yonteminin Prensibi

Yontemin prensibi (102), ‘Coomassie Biilliant Blue G-250" boyasimn ¢
formu arasindaki dengeye dayanmaktadir. Kuvvetli asidik ortamda bu boya iki
defa protonlanmus, ¢ok stabil ve kirmizi renkli bir formda bulunur Boya proteine
baglandiktan sonra protonlarini kaybederek, stabil ve mavi renkli bir forma
déniisiit. Mavi rengin 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okunmasi

Biadford protein 6l¢iim yonteminin prensibini olugturmaktadir.

3.7.2. Hiktcre Lizatinim Hazirlanmasi

Diiz kas hiicreleri 12-kuyucuklu plaklara pasajlandi ve %90-95 yogunluga
ulagdiktan somra Slgtim deneyleri gergeklestiiildi Ardindan hiticrelerden Tizatlar

hazirland:

1 Oletim deneyleri bitmis her plak, protein lizati hazulanmadan 6nce
buz tizerinde bekletildi.

2 Ardindan plaktaki her kuyucuk 1 mL 1X PBS ile 2 kez yikanip,
hiicrelerin tizerine 200 pL buz soguklugunda ayrigma tamponu eklendi

3. Hiicreler kuyucuklardan 6zel hiicre kaziyicist vardimiyla kazinarak

plastik tiiplere topland1 ve ulirasonik homojenizatdide 5 saniye stire ile sonike
edildi
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4. Sonike edilen hiicreler santiifiijde +4°C*de 14000 1pm’de 5 dakika
santiifly] edildikten somra, temiz stipernatant kismt protein tayininde kullanilmalk

tizere -20°C’de sakland)

3.7.3.  Protein  Miktar Tayininde Kullamilan Standart Grafiginin

Hazirlanmasi

Stok sollisyon seklinde hazu olan 0.2 mg/mL BSA (Bovine Serum
Albumin)’den 20 pg/mL, 10 pg/ml, 5 pg/mL, 2.5 pg/ml., 1 ug/mL, 0.5 png/ml.,
0 pg/mL konsantrasyonlarda standartlar hazulandi Protein 6lgtimii igin kit icinde
hazir olarak verilen MA, MB ve MC soliisyonlar1 25:24:1 oraninda karistirlaiak

caltgma reaktifi (working reagent, WR) hazirland.

Calisma esnasmda 96-kuyucuklu plaklara 100 pL standart ve 100 pl WR
pipetlenerek karistmldl ve 37°C’de 2 saat karanlik ortamda inkiibe edildikten
sonta standartlar kendi kotiine karst 562 nm dalga boyunda spektiofotometrede
okundu Tdm protein standartlarindan cift ¢alisma yapilip ortalamalar alindi ve

standart grafigi ¢izildi (sekil 3.7.1.). Sonuglar pg/mL protein miktar1 olarak

saptandi
04

g 03
@
o]
io- 02 : : :
2 y =0,0147x + 0,0777
< %7y 2 _

R* = 0,9951

0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.7.1: Protein Standart Grafigi.
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3.7.4. Numunelerin Protein Miktarlarimmn Tayini

Onceden haziflanip  -20°C’de  bekletilen lizatla protein tayininde
kullanildi. Her bir lizattan 5 pl. alindiktan soma 48-kuyucuklu plaklara konulup,
95 plL distile su ile tizerileti tamamland: ve by 100 pL’lik numune tizerine 100 pnL
WR pipetlendi  Ardindan 37°C’de karanlik ortamda 2 saat inkithasyon yapilip,
numuneler ¢ift kontrollii olarak spektrofotometiede 562 nm’de okundu Standart

grafigi kulamlaiak, pg/mL protein degerleri elde edildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Farkli parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla, PC ortaminda, Microsoft
Windows XP isletim sisteminde, SPSS programi versiyon [3.0 kullamlarak,

parametrik testlerden eslestirilmis 6inekler arasi T test’i uygulandi
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BULGULAR

4.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu

Rat aortasindan izole edildikten sonra primer kiilttuti yapilan hiicrelerin,
diiz kas hiicresi oldugunu gostermek igin imminohistokimya teknigi kullanild:.
Ratlardan daha 6nce anlatilan teknikle izole edilip, primer hiicre kiiltiirti haline
getirilen vaskiiler diiz kas hiicrelerine, heniiz ilk pasajlarinda immiinohistokimya
teknigi uygulandi. Hiicreler ilk tripsinizasyondan sonta lamlar tizerinde tiretildi ve

immiinohistokimyasal karakterizasyon igin gerekli prepaiatlar elde edildi.
[mmiinohistokimya preparatlari 4 gruba aynld.

1. Kontrol Grubu: Bu grup, kontrol amaciyla kullanildi Primer antikora

spesifiklifi bu gruplarda boyanma olmamast belitlemektedir (sekil 4 1 1 -a).

2. lzotip Kontroli: Bu giup, boyanmalaiin sekonder antikordan
kaynaklanip kaynaklanmadigim géstermek amaciyla kullaniddi Prepatatlarda
boyanmanin olmamasi, sekonder antikordan kaynaklanan boyanmanin olmadigini,

boyanmalarin primer antikora spesifik oldugunu gostermektedir (sekil 4.1.1 -b)

3. Von-Willebrand Faktor grubu: Bu giupta, izole edildikten sonia
killttuli yaptlan hiicrelerde, endotel hiicrest bulunup bulunmadigim gostermek
amaciyla, Von-Willebrand Faktér primer antikoru kullanitip hiicreler bovandi.
Preparatlarda kunnzr boyali alanlanin olmayisi, izole edilen hiicreler icerisinde

endotel hiicrelerinin bulunmadigm gostermektedir (sekil 4.1.1 -¢).
4, a-Aktin Grubu: Bu grupta, vaskiiler diiz kas hiicreletini gosterebilmek

amaciyla diiz kas hiicrelerimin a-aktin’leri, VDKH'ne spesifik o-aktin primer

antikoru ile boyandi. Kumizi boyvah alanlar a-aktin’e spesitik diiz kas hiicreletini
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ve (sekil 411 -d) primer kiiltlitii yapilan hiicrelerin diiz kas hiicresi oldugunu

gostermektedir.

Sekil 41.1. Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinin immiinohistokimyasal karakrerizasyonu a, B
kontrol  grubunu; b, izotip kontroliinii; ¢, endotel hiicrelerinin Von-Willebrand Faktér i
boyamalarm; d, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin o aktin’le boyanmasinmi gdstermektedir. Boyah

alanlar kirmuzi renkte gériilmektedin

4.2. Ang II ile Uyarilan VDKH’de Siire Deneyleri

Bu asamadan sonra gergeklestirilen tim deneyler, VDKH’den yapilan
primer hiicre kiiltiirlerinde, yaklasik 2-15 pasajlara gelindifinde ve her bir
kuyucukta en az  %90-%95 yogunluga ulasildiginda gerceklestirildi. Vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde Ang II'nin stiperoksit anyonu iiretimine etkisi iki farkli yontemle

irdelendi Hiicreleri deneylere hazilamak amaciyla, 12-kuyucuklu plaklarda 24

saat serumsuz medyumla inkiibasyon uygulandi. Siire deneylerinde bu
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agamalaidan sonta, belitlenen kuyucuklara zamam geldikge smasiyla 24, 4, 1.
saatlerde ve 30 dakikada, Ang II inkiibasyonlann uyguland: Inkiibasyonlarin

ardindan iki farkli yontemle stiperoksit anyonu miktarlair 6lgiildii.

4.2.1. Siire Deneyleri icin Ang H ile Uyarillan VDKH’de, Siiperoksit Anyonu

Miktarlarinin Sitokrom ¢ Reditksiyonu Yéntemi ile Irdelenmesi

Sitokrom ¢ 1ediiksiyonu yontemi ile yapilan siite deneylerinin sonuglar,
tablo 4.2.1 tablo 4 2.2, ve sekil 4.2.1 *de gosterilmektedir. Belitlenen stirelerde
Ang 1I (100 nmol/L) uygulandiktan sonra, substiat olatak NADPH (100 umol/L)
ve ardindan sitokrom ¢ (40 pM) aynt anda ortama eklenip, siiperoksit anyonu

miktatlar: Sl¢tildii. Veriler protein miktarlarina giire hesaplanarak diizeltildi,

Tablo 4.2.1. VDKH kontrol grubunda, sitokiom c rediiksiyonu yéntemi ile yapilan siire
deneyletine ait veriler. NADPH’la (100 pmol/L} vapilan inkiibasyonlann ardindan X = SD

seklinde siipercksit anyonu miktarlar gosterilmektedir (n = 10, p<0.05)

Kontrol Grubu | Abs/ug protein/mL
0 dk. (kor) 0.000 + 0 000
30 dk. 0.040 £ 0 007
1 saat 0.091 £ 0 007
4 saat 0.092 + 0 005
24 saat 0.093 £ 0.005

Tablo 42.2. Ang Il uyanimumn ardindan sitokiom c sediksiyonu yonlemi ile yapilan siire
deneylerine ait veriler 30. dk, 1, 4 ve 24 saatlerde, Ang 11 (100 nmol/L) ve NADPH (100 pM)

varlifinda X + SD halinde stiperoksit anyonu miktarlart gdsterilmektedir (n = 10, p<0 05)

Ang 11 Grubu | Abs/ug protein/mL
0 dk. (kir) 0.000 £ 0 000

30 dk. 0.153 + 0 008

1 saat 0.302 £ 0.006

4 saat 0.304 = 0.005
24 saat 0305+ 0008
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Sekil 4.2.1. Ang II ile inkilbe edilen ve kontrol olarak kullantlan hiicrelerde, sitokrom c
reditksiyonu yéntemi ile siire deneyleri 30 dk, I, 4 ve 24 saatlerde Ang 11 uygulandl Hem

kontrol hem de Ang 11 ile inkiibe edilen hilcreleide NADPH (100 uM) kullanildi (o = 10).

Sekil 421 °de, hem NADPH eklenmis kontrol hiicreletinde hem de Ang 11
uygulanan hiicrelerde stiperoksit anyonu miktarlari, 0. dk’dan 1 saat inkiibasyon
stiresine ulagildiginda maksimuma ¢ikti Kontrol hiicreleri 1. saat degeri (0.040 =
0.007) ile Ang I uygulanan hiicrelere ait 1. saat degeri (0 153 £ 0.008) arasinda
vaklasik 4 katlik bir artis gbzlenmekiedir 4. ve 24 saatlerdeki siiperoksit anyonu
miktarlari bu degetlete gére devamhihik gésterdi. Sekile ait istatistik verileri de

tablo 4.2.3."de ve 4 2.4 *de gosterilmektedir

Tablo 4.2 3. Konirol hiicrelerinde sitokrom ¢ reditkstyonu yéntemi ile yapilan stire deneylerine ait
istatistiksel vetiler (n = 10, p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi).

Kontrol t p
0 dk - 30 dk -1,112 | .000
30 dk — 1 saat -9.347 | .000

30 dk — 4 saat -21.469 | .000
30 dk — 24 saat | -15.697 | 000
1 saat - 4 saat -1.767 | 111
1 saat - 24 saat -3.218 | .010
4 saat - 24 saat -0.408 | .693
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Kontrol hiicrelerindeki t ve p anlamlilik verilerine bakildiginda, kontrol
hiicreleri atasinda 1 - 4 saatler (p = 0 111) ve 4 - 24 (p = 0010) saatler arasi
stiperoksit anyonu miktarlarmin degerleri arasinda anlamlb istatistiksel fark

goriilmedi (tablo 4.2.3 ).

Tablo 4.2 4. Stire deneylerinde, Ang II uygutanng hiicrelerde sitokrom c rediiksivonu yontemi ile
clde edilen degerlere ait istatistikse] vetiler (n = 10, p<0.05 degerleri anlamh kabul edildi)

Ang 1l t P
0 dk-30dk -25,232 000
30 dk ~ 1 saat -62.741 000
30 dk — 4 saat ~104.477 | 000
30 dk — 24 saat -75.604 000
1 saat - 4 saat -2 268 050
1 saat - 24 saat -2.139 061
4 saat - 24 saat -1.146 281

Tablo 4‘.2..4’de, Ang II uygulanmis hiictelerden elde edilen siiperoksit
anyonu degierleri arasindaki p anlamlihik verilerine bakiidiginda, 1 - 4. saatler (p =
0050), 1- 24 saatler (p =0061) ve 4 - 24. saatler (p = 0.281) arasinda anlamlihik

gozlenmemektedir (p>0.05). Diger veriler arasi farklar anlamiidit (p<0 05)

4.2.2. Siire Deneyleri icin Ang II ile Uyarilan VDKH’de Siiperoksit Anyonu

Miktarlarmin Resazurin ile Florometrik Olarak Olciilmesi

Stiperoksit anyonu miktarlanini dlemek igin iesazurin ysntemi ile yapilan
sire deneylerinin sonuglar, tablo 425 tablo 426. ve sekil 4.22°de
verilmektedir. Belirlenen siirelerde Ang II (100 nmol/L) uygulandiktan sonra,
substrat olarak NADPH (100 pmol/L) ve ardindan resazurin (0.03 mg/mL) aymi

anda kuyucuklara eklendi ve siiperoksit anyonu miktarlat siciildi
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Tablo 4.2.5. Resazurin ydntemi ile yaplan sitre deneylerinde kontrol grubuna ait veriler NADPH

- (100 umol/L) kullanild1 Degetfer X + SD olarak gésterilmekiedir (n = 10 p<0.05)

Kontrol Grubu | Floresans/pug protein/mL
0 dk. (kor) 0.000 = 0.000
30 dk. 0.719 +0.200
1 saat 2313 +£0.147
4 saat 2402+0.154
24 saat 2380+ 0.200

Tablo 42.6. Siire deneyleri icin Ang [ ile uyailan VDKH'de, resazurin yontemivle elde edilen
vetilet Peneylerde 30 dk ve 1, 4, 24 saatlerde Ang H (100 nM) inkiibasyonu uygulandi ve
NADPH (100 punol/L) kullanildi. Degetler X + SD olarak giisterilmektedir (n = 10, p<0 05)

Ang 1T Grubu | Floresans/ug protein/mL
0 dk. (kor) 0000+ 0000
30 dk. 4129 +0.239
1 saat 11 688+ 0250
4 saat 10749+ 0.475
24 saat 114000570
——a— Kontrol !
—+—Angll |
-l !
E 14 «
% 12 o P
£ 104 =
S 84
e
g 2 -
Q
§ 0 - L L] L] L
b 0 30 dk 1h 4 h 24 h
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Sekil 4.2.2. Ang II ile inkiibe edilen hiicrelerde, resazurin ybnlemiyle yapilan siire deneyleri

NADPH (100 pmol/L) kullamldi. Ang II inkiibasyonlai1 30 dk, 1, 4, 24 saatlerde yapildi (n=10)
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Sekil 4.2.2 *ye gore, hem NADPH eklenmis kontrol hiicrelerinde hem de
Ang H uygulanan hiicielerde siiperoksit anyon miktarlari, 0. dakika siiperoksit
anyon miktarlanina gbre, 1. saate ulagildiginda maksimum bir degere ulast
Kontiol hiicreleri 1. saat floresans degeri olan 2313 + 0.147 ve Ang Il
uygulanmis hiicrelerdeki floresans degeti olan 11 688 + 0250 arasinda yaklasik
45 kathk bir fark gozlenmektedir. Hem kontrol hem de Ang II uygulanan
hiicrelerde ise, 4 ve 24 saat degerlerinde siiperoksit anvonlart miktarlarmdaki
atigin devamhilifr gozlendi. Sadece Ang II uygulanmis hiicrelerde 4 saat
siperoksit anyonu miktarlars, 1. saat siiperoksit anyonu miktarlarina goie biraz

daha diisiik bulundu.

Sonuglata ait istatistik verileii de tablo 427. ve tablo 4.2 8. de

gosterilmektedir

Tablo 4.2.7. Resazurin ile yapitan siire deneylerinde kontrol hiicrelerinden elde edilen sonuglara
ait istatistikse! veriler {n = 10. p<0 03 degerleri anlamh kabul edildi)

Kontrol t p
30 dk —1 saat -35404 | .000
30 dk — 4 saat -452916 | .000
30 dkk - 24 saat | -113618 | 000
1 saat - 4 saat -1 600 144
1 saat - 24 saat -1340 213
4 saat - 24 saat -1 813 103

Tablo 4 27 *de kontrol hiicrelerine ait degerler arasindaki p antamlilik
vetilerine bakildiginda, 1 saat ile 4 (p = 0.144) ve 24 saat (p = 0.213) degerleri

ve 4. saat ile 24. saat (p = 0.103) degerleri arasinda anlamls fark gorittmedi
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Tablo 4.2.8. Siire deneylerinde Ang 11 ile inkiibe edilen hiicrelerde yapitan siire deneylerine ajt -
istatistiksel veriler (n = 10 p<0 05 degerleri anlamli kabul edildi)

Ang 11 t p
30 dk — 1 saat -103.607 | 000
30 dk — 4 saat -53331 | 000
30 dk —24 saat | -42.205 | .000
1 saat - 4 saat -8.781 000
1 saat - 24 saat -2.920 017
4 saat - 24 saat -8.269 000

Lablo 4 2 8’e gdie tium veriler aras: farklar anlamii bulundu (p<0 05)

4.3. Ang 11 Konsantrasyon Deneyleri

Farkli Ang II konsantiasyonlarinda VDKH’deki siipetoksit anyonu

miktarlaiim irdelemek amaciyla konsantrasyon deneyleri yapildi

4.3.1.Konsantrasyon Dencyleri icin Ang 11 ile Uyaritan VDKHde Siiperoksit

Anyonu Miktarlarinin Sitokrom ¢ Rediiksiyonu Yontemi ile Olgiilmesi

Serumsuz orfamda 24 saat inkiibe edilen VDDKH’ne 1 saat sizesince fatkl
konsantrasyonlaida (10, 100, 200, 400, 1000 nM) Ang II uygulands ve sitokrom ¢

reditksiyonu yontemi ile dlglimler yapildi (tablo 4.3.1. ve sekil 43 1)),

Tablo 4.3.1. Farkli konsantrasyonlaida Ang Il uygulanmis hiictelerde, sitokiom ¢ reditksiyonu

yontemi ile elde edilen degerler Degerler X + SD geklinde gosterildi (n= [0. p<0.05).

Konsantrasyon (nM) | Abs/pg protein/mL
0 0.000 = 0.000
10 0.036 + 0.005
100 0.236+0.017
200 0.235+0.023
400 0.228 £ 0.019
1000 0.230+0.019
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Sekil 4.3.1. VDKH’de farkli Ang Il konsantrasyonlarinda sitokiom ¢ reditksiyonu yontemi ile
saptanan  silperoksit anyonu miktarlann  Swasiyla 10, 100, 200, 400, 1000 nmol/L
konsantrasyonlarda Ang 11 uygulanan hiicrelerde, substrat olarak NADPH (100 uM) kullanildr ve

siiperoksit anyonu miktarlar sitokrom ¢ (40 pM) rediksivonu yontemi kullanilarak éleiidi (n =
10)

Sekil 4 3.1 °de faiklh Ang 11 konsantiasyonlarindan elde edilen siiperoksit
anyonu miktailar irdelendiginde, en anlamli fark 10 nM konsantrasyonda Ang 11
uygulanan hiicrelerden elde edilen veri 0 036 + 0 005 ile 100 nM konsantiasyonda
Ang II uygulanmis hiicrelerden elde edilen veri 0236 + 0.017 arasindadn
Siiperoksit  anyonu  miktailainda, 100 oM konsantrasyonda Ang I
uygulandiginda maksimum bit deger yakalandi (0.236 £ 0 017) ve siiperoksit
anyonu seviyelerinde elde edilen bu veri 200 nM konsantrasyonda 0.235 + 0.023,
400 nM konsantrasyonda 0 228 = 0.019 ve 1000 nM konsantiasyonda 0.230 +
0 019 degetleri seklinde stireklilik gosterdi. NADPH varhginda elde edilen deger,
bazal seviye olatak ahind: ve diger degetlerden ¢ikarilarak, 0 olarak kabul edildi

(kor) Sekil 4.3.1 e ait istatistik verileri tablo 4.3.2 *de gosterilmektedir.
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Tablo 4.3.2. Ang IT konsantrasyon deneylerinde sitokrom ¢ 1ediiksiyonu yéntemi ile yapilan
Blclimlere ait istatistiksel veriler. K: konsantrasyon miktarlar (n = 10 p<0.05 degerleri anlamh
kabul edildi)

Konsantrasyon t p
K10 - K100 -35.806 | 000
K10 - K200 -29.579 | 000
K10 - K400 -37.954 | 000
K10 - K1000 -39.278 | 000
K100 - K200 -0217 | 810
K100 - K400 | 2869 | 018
K100 - K1000 -10726 | 000
K200 — K400 -3.831 004
K200 — K1000 -8 797 000
K400 - K1000 -5.191 001

Istatistiksel ~ anlamlibk  verilerine  bakildiginda,  100-200 nM
konsanirasyonlar arasi p degeti (p = 0.810) harig, tiim veriler aras: faitklar anlamlt

bulunmustur (p<0.05)

4.3.2. Konsantrasyon Deneyleri icin Ang 11 ile Uyarilan VDKH’de Stiperoksit

Anyonu Miktarlarmin Resazurin ile Florometrik Olarak Ol¢iilmesi

VDKH™ne 1 saat siitesince {arkli konsantrasyonlarda Ang 1l uyguland: ve

resazurin yonteni ile dlgtimler yapildi (tablo 4.3.3 ve sekil 4.3 2.)

Tablo 4.3.3. Farklt kensantrasyonlarda Ang II uygulanmug hiicrelerde, resazurin yéntemiyle
saptanan stiperoksit anyonu miktarlars Ang 11 10, 100, 200, 400, 1000 nM konsantrasyonlarda
uyguiandi Degerler X + 8D seklinde gdsterilmektedir {(n= 10, p<0 05)

Konsantrasyon (nM) | Floresans/pg protein/mL
0 2.786 £ 0.237
10 3.755+£ 0.150
100 11.367 £ 0.652
200 10.955 + 0.487
400 8.958 + 0.642
1000 10.663 £ 0.351
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Sekil 4.3.2. Farkh konsantrasyonlarda Ang 1 inkiibasyonunun stiperoksit anyonu Uietimine
etkisinin 1esazurin ile florometrik olarak irdelenmesi Suasiyla 10, 100, 200, 400, 1000 nmol/L
konsantrasyonlarda Ang 11 uygulandi Substiat olarak NADPH (100 umol/L) kullantldi ve

stiperoksit anyonu miktarlart resazurin (0 03 mg/mL} ile flotometrik olarak sltldi (n=10)

Sekil 4.3.2. de farkli Ang 1T konsantrasyonlaunda elde edilen stiperoksit
anyonu miktailarina bakildiginda, siiperoksit anyonu miktarlarmda, 100 nM
konsantrasyonda Ang IT uygulandiginda maksimum bir deger yakalandi (11 367 +
0.652) ve siiperoksit anyonu sevivelerinde elde edilen bu veri 200 nM
konsantrasyonda 10.955 + (0.487, 400 nM konsantrasyonda 8 958 + (.642 ve 1000
nM konsantrasyonda 10.663 + 0.351 degerleri seklinde stireklilik gosterdi. Kinetik
olarak yapilan olgtimlerde NADPH varhginda da bazal siiperoksit anyonu

~seviyeleri 2786 + 0.237 elde edildi Sekil 4 3.2 ye ait istatistiksel anlamlilik
verileti (p<0.05) tablo 4 3.4 °de gésterilmektedir.

49




Tablo 4.3.4. Farkli konsantiasyonlarda Ang 11 uyguianmus hiicrelerden elde edilen siiper oksit
anyonu miktarlarina ait istatistiksel veriler. K: konsantrasyon miktarlar ( n = 10. p<0.05 degerleri
“anlamh kabul edildi)

Konsantrasyon t p

K10 - K100 -41.076 | .000
K10 - K200 -51.414 | 000
K10 - K400 -28.813 | .000
K10 - K1600 -75.240 | .000
K100 - K200 -1 899 900
K100 - K400 -21932 | 000
K100 - K1000 -4.740 | .001
K200 — K400 -9558 | 000
K200 - K1000 -2.077 068
K409 - K1000 -15310 | 000

Istatistiksel anlamlilik verilerine (p degerleti) bakildiginda (tablo 4.3 4.),
200 - 1000 nM konsantrasyonda Ang Il uygulanan hiicreler arasindaki degeilese

ait veri (p = 0.068) hatig, tiim veriler arasi farklar anlamit bulundu (p<0.05).

4.4. Ang I1 AT Reseptior Antagonisti Losartan (Los) ve NAD(P)H Oksidaz
Enzim Kompleksi Inhibitorii Difenileniyodonyum (DPI) ile Yapilan

inhibisyon Deneyleri

- Ang Il ve NAD(P)H oksidaz enzim kompleksinin (NOX) vaskiiler diiz kas
hilcrelerindeki siiperoksit anyonu miktarlanma ne derece etkileri oldugunu
irdelemek amaciyla, Ang 1l AT, reseptor antagonisti olan Los ve NOX inhibitéri
olan DPI ile vaskiiler diiz kas hticrelerinde iki farkli yontemle inhibisyon

deneyleri yapildi
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4.4.1. Ang 1T ile Inkiibe Edilen VDKH’dcki Siiperoksit Anvonu Miktarlarina

Los ve DPI’'nin Etkisinin Sitokrom ¢ Rediiksiyonu Yéntemi ile Irdelenmesi

12-kuyucuklu plaklarda uygun yoguniuga ulasan VDKH, 24 saat serumsuz
medyumda inkiibe edildi Daha sonra kuyucuklara 1 saatlik Ang I (100 nM)
inktibasyonu uygulandi Los (10° M) ve DPI (10 pM) ile 30’ar dakikalik
inkitbasyonlardan sonta, NADPH (100 uM) ve sit ¢ (40 uM) eklenetek end-point
Olgtimler yapilde (tablo 4.4 1 ve sekil 44 1))

Tablo 4.4.1. Ang Il varhiginda Los ve DPI’nin etkisinin sitokrom ¢ reditksivonu yéntemi ile
irdelenmesinin ardindan elde edilen siiperoksit anyonu miktarlarina ait veriler. Los 107 M, DP1 10
1M konsantrasyonlarda 30 dk inkiibe edildi. Degerler X + SD seklinde gosterildi (n = 10, p<0 05)

Gruplar Abs/pg protein/mL
Kontrol 0.079 £ 0 006

Angll 0332+£0024
Ang II + Los 0.089 + 0.008
Angll+DPI | 0.136=0.010

0,4 =
0,35 «

Absorbans/ug protein/mL

Kontrol Ang i Angll+ LOS Ang Il + DPI

Sekil 4 4.1. VDKHde Ang II varhgmda Los ve DPPun siiperoksit anyonu miktarlaiina etkisinin
sitokrom c redilksiyonu yéntemi ile irdelenmesi Los 10° M ve DPI 10 uM konsantrasyonda 30 dk

inkiibe edildiler. Ang 11 T saat, 100 nM konsantrasyonda inkiibe edildi (n = 10)

Sekil 441 e gore kontrol hiicrelerimizde, oitalama olarak 0.079 + 0.006

absorbans degeri elde edilirken, Ang 1I + Los grubunda bu degele yakm bir deget

fr)r}',\j(:irg)fesg

""Uw Kty
ng’ hag Phanesi
51 No. fpee




{0 089 £ 0:008) elde edildi. Ang I + DPI grubunda ise kontiol grubuna gére daha
yitksek bir absorbans degeii elde edilmesi (0.136 = 0.010), NOX enzimindeki
inhibisyonun tam olatak gergeklesmedigini ortaya koydu Ancak Ang II uyarimi
vapilan giuba gore stiperoksit anyonu miktarimin (0.332 + 0 024) oldukea diistiigi
gozlenmektedir  Sekil 44.1°¢ ait istatistikse]l veriler tablo 44.2°de

gosterilmektedir,

Tablo 4 4.2 Ang 11 ile inkiibe edilen VDKH’de, Los ve DPI ile inhibisyonia elde edilen degerlere
ait istatistiksel veriler K:kontrol (n =10, p<0 05 degerleri anlamh kabul edild).

Grup Karsilastirmalan t p
K- Ang II -43.734 | 000
K - {Ang I1 + Los) -11 506 | 000
K - (Ang 11 + DPI) -41 720 | 000
Ang II - (Ang 11 + Los) 47738 | 000
Ang 11 - (Ang 11 + DPI) 41.893 | 000
(Ang I + Los) - (Ang II + DPI) | -44.588 | .000

Ttm veriler aras: farklar istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.053).

4.4.2. Ang II ile Inkiibe Edilen VDKH’deki Siiperoksit Anyonu Miktarlarma

Los ve DPI Etkisinin Resazurin ile Florometrik Qlarak Irdelenmesi

Ang II ile inkiibe edilen VDKH’de Losartan ve DPI ile, resazutin yéntemi
kullanilarak inhibisyon deneyleri yapildi (tablo 4 4.3 ve sekil 4 4.2)).

Tablo 4.4.3. Ang I uyarmu sonrast Los ve DPI'nin etkisinin resazurin yontemi ile irdelenmesine
ait verilet Los 10° M ve DPl 10 uM konsantrasyonda, 30 dk, NADPH 100 M kullanldi
Degerlet X + SD seklinde gisterilmektedir (n = 10, p<0 03)

Gruplar Floresans/ug protein/mL
Kontrol 3450+0.297
Ang II 12,126 + (1.356
Ang IT + Los 2542 +£0.139
Ang I + DPI 43070276
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Sekil 4.4.2. Ang Il inkiibasyonuna birakilan VDIKH’deki siiperoksit anyonu miktarlarina Los ve
DPI'mn etkisinin 1esazutin yontemi ile irdelenmesi. Los 10° M ve DPI 10 uM konsantrasyonda,

30 dk, NADPH 100 uM kullamlde (n = 10)

Sekil 442 °ye gtie hem DPI hem de Los ile inhibisyonlar gdzlendi
Kontrol hiicie grubundaki ortalama floresans degeri 3.450 & 0 297, deney gruplan
ile l(l)?asla11d1g1nda; Ang ]I + Los uygulanan deney grubundan elde edilen 2.542 &
0.139 floresans degeri tam inhibisyonu gosteumektedir Ang I + DPI uygulanan
giuptan  elde edilen {floresans degeri (4307 = 0.276) tam inhibisyonu
gostermemektedir. Ancak, Ang Il ile stimiile edilen hiicrelerdeki floresans
degerine (12.126 = 0.356) gbre de bir hayli diisiis géstermistir. Sekil 4 4 2 *ye ait

veriler arasindaki istatistiksel analiz sonuglari tablo 4 4. 4 *de gosterilmektedir

Tablo 44.4. Ang Il ile inkiibe edilen VDKH'de, Los ve DPI ile inhibisyonlarla elde edilen

veriletin istatistiksel analizi. K: kontrol {n = 10, p<0.035 degerleri anlamh kabul edildi)

Gruplar ' t P
K-Angll -181.713 ¢ 000
K - {Ang 11 + Los) -12.429 000
K - (Ang II + DPI) -10.898 | 000
AngH - (Ang Il +Les) 108 279 | 000
Ang II - (Ang 11 + DPI} 110366 | 000
(Ang 11 + Los) - (Ang 1I + DPI) -34.615 000
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Ttm veriler arasi farklar istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.05).

4.5. Ang II Inkiibasyonu Sonrasmda VDKH’de Stiperoksit Anyonu Kaynag

Olan Farkli Sistem ve Enzim Inhibitorleri ile 1lgili Deneyler

Farkh sistem ve enzimlere ait inhibitdrletin VDKH nin {irettigi siiperoksit
anyonu miktarlaiina etkilerinin irdelenmesi amaciyla, mitokondiiyal respiratuvar
zinciti yotenon, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri indometazin, ksantin

oksidaz enzimi oksipurinol, NOS enzimi L-NAME ile inhibe edildiler

4.5.1. Ang II ile Inkiibe Edilen VDKH’deki Sitperoksit Anyonu Miktarlarma
Rotenon, indometazin, Oksipurinol ve L-NAME’in Etkilerinin Sitokrom ¢

Rediiksivonu Yoéntemi ile Irdelenmesi

24 saat boyunca serumsuz medyumda inkiibe edilen VDKH bulunan
kuyucuklara 1 saatlik Ang 1T (100 nM) inkiibasyonu uygulandi. Rotenon (100
puM), indemetazin (10 pM), oksipurinol (100 uM) ve L-NAME (100 uM) ile
30°ar dakikalik inkiibasyonlardan sonta sitoktom ¢ rediiksiyonu yontemi ile

dlgtimler yapild: (tablo 4.5.1. ve sekil 4 5.1 ).

Tablo 4.5.1 VDKH’de Ang Il inkiibasyonu sonrasi, farkli sistem ve enzim inhibitgrlerinin
sliperoksit anyonu seviyelerine elkisinin sitokrom ¢ reditksiyon yontemi ile irdelenmesine ait
vetiler Rotenon (ROT, 100 pM), indometazin (INDQ, 10 uM), oksipurinof (OXP, 00 uM) ve L-
NAME (100 pM) ile 30’ar dakikalik inkiibasyonfar yapildi Degetler X = SD seklinde
gosterilmektedin (n = 10, p<0 05)

Gruplar Abs/ug protein/mL
Kontrol 0.079+0.011
AngII 0.320 £ 0.025
Ang II + OXP 0278 £0.024
Ang II + L-NAME 0372 +0019
Ang II + ROT 0.319+ 0014
Ang IT + INDO 0312+0017
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Sekil 4.5.1. Ang 1l ile inkiibe edilen VDKH de farkli sistem ve enzim inhibitélerinin sipetoksit
anyonu miktarlarina etkisinin sitokrom ¢ rediiksiyonu yontemi ile irdelenmesi Rotenon (100 pnM),
indometazin (1.0 uM), oksipwrinol (100 pM) ve L-NAME (100 uM) ile 30’ar dakikalik
inkiibasyonlar yapiidi Ang 11 100 nM konsantiasyonda, | saat inkiibe edildi (n=10)

Sekil 4.51°1 irdeledigimizde; Ang Il uyaiimi somasinda sitokiom ¢
rediiksiyonu yéntemi ile ortalama absorbans degeri 0.320 = 0.025 elde edilirken,
Ang II + oksipurinol uygulanan giupta 0278 = 0.024 degeri elde edildi
Istétistiksel acidan anlamli bir diisiis g6zlenmesine 1agmen, kontrol giubuna
(0.079 + 0011) vaklasamamigtir. Benzer bulgular L-NAME, 1otenon ve
indometazin ile yakalanmis olsa da, kivaslandiginda en anlamli diistis oksipurinol
ile elde edilmistir. Ang II + L-NAME ile 0.377 + 0.019, Ang II + 1otenon ile
0319 £ 0014, Ang II + indometazin ile 0.312 = 0.017 absorbans degetleti
yakalanmustn Sekil 4.5 1°e ait degetler arasindaki faiklann istatistiksel agidan

anlamlilifiyla ilgili teste ait veriler tablo 4.5.2.°de gosterilmektedit
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Tablo 452 Sekil 4 5 1. deki degetlerin istatistiksel agidan anlamiigryla ilgili p degeilerine ait

istatistiksel veriles OXP: oxipurinol, ROT: rotenon, INDO: indometazin (n =10, p<0 05 degetleri
anlamlr kabuol edildi).

Gruplar t p
Angll - (Ang H + OXP) 25.827 | .000
Ang Il — (Ang I + L-NAME) | -28.987 | .000
Ang II - (Ang II + ROT) 0278 788
Ang I - (Ang II + INDO) 2 848 019

Istatistik verileri (p degerleri) kiyaslandiginda, Ang II ve totenon ile
vapilan deneyden elde edilen ortalama siiperoksit anyonu miktailanir arasinda
istatistiksel agidan anlamlilik (p = 0.788) bulunamazken, diger veriler arasindaki

farklar anlamh bulundu (p<0.05)(tablo 4 5 2.).

4.5.2. Ang II ile Inkiibe Edilen VDKH’deki Siiperoksit Anyonu Miktarlarma
.Rotenon, Indometazin, Oksipurinol ve L-NAME ile Birlikte Los’un

Etkilerinin Sitokrom ¢ Rediiksiyonu Yéntemi ile frdelenmesi

VDKH’de farkhi sistem ve enzim inhibitérleri [totenon (100 pM),
indometazin (10 pM), oksiputinol (100 uM), L-NAME (100 uM)] ve Los (107
M) beraber inkiibe edilerek inhibisyon deneyleti yapildi Sit ¢ (40 pM) ve
NADPH (100 uM) aym anda ortama eklendi (tablo 4 5.3 ve sekil 452 )

Tablo 4.5.3 Ang 1l ile inkiibe edilen VDK deki siiperoksit anyonu miktarlarma farkl enzim ve
sistem inhibitérleri ile bitlikte Los un etkilerinin sitokrom ¢ reditksiyonu yontemi ife
irdelenmesine ait veriler. Degerfer X + 8D geklinde gosterilmektedir (n = 10, p<0 03)

Gruplar Abs/pg protein/ml
Kontrol 0079 £0.011
Ang Il 0320+0025
Ang 1I + OXP + Los 0.086 = 0.007
Ang IT + L-NAME + Los 0 084+ 0.003
Ang Il + ROT + Los 0081 +£0003
Ang I + INDO + Los 0.085 + 0.005
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Sekil 452 Ang Il ile inkibe edilen VDKH’deki siiperoksit anyonu mikiatlarma rotenon,
indometazin, oksipuiinol ve L-NAME ile bitlikte Los’un etkilerinin sitokrom ¢ rediiksiyonu
yontemi ile frdelenmesi. Rotenon (100 pM), indometazin (10 pM), oksiputinel (100 uM}, L-
NAME (100 pM) ve Los (107 M) 30 dakika inkiibe edildi (n = 10)

Stiperoksit anyonu kaynaklari olan farkli sistem ve enzimlere ait
inhibitérlerle yapilan deneylerde oitama Los’da cklendi ve Ang Il stimiilasyonu
somasl elde edilen siiperoksit anyonu degerlerinde belirgin inhibisyonlar
gozlendi. Oksipurinol + Los ile 0.086 + 0 007, L-NAME + Los ile 0. 084 + 0 003,
rotenon + Los ile 0 081 + 0.003 ve indometazin + Los ile 0.085 & 0.005 degeileri
elde edildi ve kontrol hiicreleri absorbans degerine (0.079 + 0.011) ¢ok yaklasildi
(sckil 4 5.2} Sekil 4.5 2 *ye ait degetler arasindaki farklann istatistiksel agidan

anlamhih@iyla ilgili teste ait veriler tablo 4 5.4.”de gosterilmektedit

Tablo 4.5.4. Sekil 4 5 2.°deki degeilerin istatistiksel agidan anlamlilig ile ilgili veriler OXP:

oxipurinol, ROT: 1otenon, INDQ: indometazin, Los: losartan (n = 10, p<0.05 dege1leri anlamh
kabul edildi).

Gruplar t P
Ang II - (Ang If + OXP + Los) 41.983 | 000
Angll - (Ang 11 + L-NAME + Los) | 38939 | .000
Ang Il - (Ang 11 + ROT + Los) 40.360 | 000
Ang II - {Ang 11 + INDO + Los) 36752 | 000
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Verilere ait p degeileri kiyaslandiginda, sadece Ang II uygulanan hiicreler

ile Ang 11 ve inhibitéilerin kullamldigi hiiczelere ait, stiperoksit anyonlarmin
miktailanyla ilgili veriler arasindaki tlim farklar anlamh bulundu (p<0.05)(tablo

454)

4.5.3. Ang II ile inkiibe Edilen VDKH’deki Siiperoksit Anyonu Miktarlarma
Rotenon, Indometazin, Oksipurinol ve L-NAME ile Birlikte DPI'mn

Etkilerinin Sitokrom ¢ Rediiksiyonu Yéntemi ile Irdelenmesi

VDKH’de farkl sistem ve enzim inhibitdileri ile DPI' 1 sliperoksit anyonu
miktarlarma ortak etkisini irdelemek amaciyla 1 saatlik Ang 1T (100 nM)
inkiibasyonunun ardindan rotenon (100 pM), indometazin (10 pM), oksipurinol
(100 puM), L-NAME (100 pM) ve DPI (10 pM) beraber inkiibe edileiek
inhibisyon deneyvleri yapildi (tablo 4 5.5. ve sekil 4.5.3.).

Tablo 4.55. VDKH’de Ang Il ile inkilbasyon sontasi siiperoksit anyonu miktarlanina rolenon
(ROT), indometazin (iNDO), oksipurinol (OXP) ve L-NAME ile bitlikte DPI'in etkiletine ait
degetler. Degerler X £ SD seklinde gésterilmektedir (n = 10, p<0 05).

Gruplar Abs/pug protein/mL
Kontrol 0079+ 0011
Ang Il 03200025
Ang I+ OXP + DPI 0.095+ 0010
Ang Il + L-NAME + DPI 0.127 £ 0.009
Ang I1 + ROT + DPI 0126 + 0.008
Ang I + INDO + DPI 0120 =0 008
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Sekil 453 Ang Il ile inktibe edilen VDKH’deki siiperoksit anyonu wmiktarlarma rotenon,
indometazin, oksipurinel ve L-NAME ile birlikte DPUnin etkiletinin sitokrom ¢ redilksiyonu
yontemi ile irdelenmesi Rotenon (100 pM), indometazin (10 pM), oksiputinol (100 uM), L-
NAME (100 pM) ve DPI (10 uM) ile parantez iginde belirtilen konsantrasyonlarda 30°a dakikalik

inhibisyontar yapildi. Olgiimler Sitokrom c rediiksiyonu ydntemi ile gergeklestitildi (n = 10).

Stiperoksit anyonu kaynaklann olan farkhi sistem ve eénzimlere ait
inhibit6ilerle yapilan deneylerde ortama DPI’da eklendikten sonra, Ang II
stimiilasyonunun ardindan elde edilen stiperoksit anyonu degerlerinde belirgin
inhibisyonlar gozlendi. Ancak tam inhibisyonlar gézlenmedi Rotenon -+ DPI ile
0 126 + 0.008, indometazin + DPI ile 0.123 = (.008, oksipurinol + DPl ile 0 (95 &
010, L-NAME + DPI ile 0127 % 0.009 degeileri elde edildi ve kontrol
hiicrelerinden elde edilen verilere (0.079 + 0.011) yaklasildr (sekil 4 .5.3.). Sadece
oksipurinol ve DPI ile biilikte yapilan inhibisyon digetlerine nazaran daha
belirgindi. Sekil 4.53.e ait degerler arasindaki farklanin istatistiksel agidan

anlamliligiyla 1lgili veriler tablo 4 5.6 *da gosterilmektedir.
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Tablo 4.5.6. Sekil4 5 3. deki degerlerin istatistiksel agidan anlamhgryla ilgili teste ait veriler
OXP: oxipurinol, ROT: rotenon, INDO: indometazin, DPI: difenileniyodoniyum (n = 10, p<0.05
degetleri anlamli kabul edildi).

Gruplar t p
Ang Il - (Ang II + OXP + DPI) 48 363 | .000
Angll — (Ang II + L-NAME + DPI) | 39072 | .000
Ang Il - (Ang I + ROT + DPI) 34418 | 000
Ang Il - (Ang II + INDO + DPI) 35743 1 000

Tiim veriler arasindaki farklar anlamli bulundu (p<0.05)(tablo 4.5 6 )

- 4.5.4, Ang II ile inkiibe Edilen VDKH’deki Siipcioksit Anyonu Miktarlaria
Rotenon, Indometazin, Oksipurinol ve L-NAME’in Etkilerinin Resazurin

Yontemi ile Irdelenmesi

Farkli sistem ve enzimlerin siiperoksit anyvonu miktarlarma etkisini
irdelemek amaciyla rotenon (100 uM), indometazin (10 pM), oksipurinol (100
uM) ve L-NAME (100 puM) ile 30’ar dakikalik inkiibasyonlardan sonia resazurin
yontemi ile dl¢timler yapildi (tablo 4 5.7 ve sekil 4 5 4.)

Tablo 4.5.7. Ang il inkilbasyonu sonrasi, faikls sistem ve enzim inhibitdrleiinin siiperoksit anyonu
seviyelerine etkisinin resazurii yontemi ile irdelenmesine ait veriler Rotenon (ROT, 100 pM),
indometazin (INDO, 10 pM), oksiputinol (OXP, 100 pM) ve L-NAME (100 uM) ile 30°
dakikalik inktibasyonlar yapildi Degerler X = SD seklinde gosterilmektedir (n = 10, p<0 05)

Gruplar Floresans/ug protein/mL
Kontrol 3.046 = 0501
Ang 11 11374 +:0.376
Ang 1T + OXP 10392 + 0 404
Ang Il + L-NAME 11.225+0.507
Ang I + ROT 10.880 +0.381
Ang 11 + INDO 10.871 = 0.500
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Floresans/ug proteinfmL

Sekil 4.5.4. Ang I ile inkiibe edilen VDK de farkh sistem ve enzim inhibitorlerinin etkilerinin
Jesazuiin yontemi ile irdelenmesi. Rotenon (100 uM), indometazin (10 uM}, oksipurinel (100 uM)
ve L-NAME (100 pM) ile 30'ar dakikalik inkiibasyonlaidan sonra iesazurin (0 03 mg/mL)
yontemiyle élgtimler yapildi (n= 1)

Sekil 4 5.4 te; resazurin yéntemi ile Ang I1 uyarimi somasinda olglilen
ortalama floresans degeri 11374 £ (0.376 elde edilitken, Ang I + oksipurinol
uygulanan grupta 10.392 + 0 404 degeri bulundu Bu diisiis istatistiksel agtdan
anlamhdir - Ancak kontrol grubuna (3.046 + 0.501) yaklagilamamistir. Benzet
bulgular L—NAME, rotenon  ve indometazin ile vyakalanmis olsa da,
kiyaslandiginda en anlamh diistis oksipwinol ile elde edilmistic Ang I1 + L-
NAME ile 11225 + 0,507, Ang Il + rotenon ile 10.880 + 0.381, Ang II +
mdometazin ile 10871 + 0500 flotesans defetleri yakalannustir (sekil 4.5.4.)
Sekil 4.5 4 "e ait istatistiksel degetlendirme tablo 4 5.8 >de gosterilmektedir

Tabio 4.5.8. Sekil 4 5 4 *deki degerlerin istatistiksel agidan anlamligryla ilgili veriler. OXP;
oxipurinol, ROT: rotenon, INDO: indometazin (n = 10, p<0.05 degerleri anlamh kabul edildi)

Gruplar t p
Ang II - (Ang IT + OXP) 16.952 | 000
Ang 1l - (Ang 11 + L-NAME) 2463 | 0306
Ang Il - (Ang 11 + ROT) 38847 | 000
Ang I - (Ang IT + INDO) 33117 | 000
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Istatistik verileri (p degerleri) kiyaslandiginda tim veriler arasmdaki

farklar anlamli bulundu (p<0.05)(tablo 4.5 4.).

4.5.5. Ang Il ile Inkiibe Edilen VDKH’deki Siiperoksit Anyonu Miktarlanna
Rotenon, Indometazin, Oksipurinol ve L-NAME ile Birlikte Los’un

Etkilerinin Resazurin Yontemiyle Irdelenmesi

Sitokrom ¢ rediksiyonu yontemi ile yapilan deneylere ait venleri
desteklemek amaciyla, VDKH’de 1 saatlik Ang II (100 nM) inkiibasyonunun
ardindan falkh sistem ve enzim inhibitéilesi [rotenon (100 uM), indometazin (10
uM), oksipurinol (100 pM), L-NAME (100 uM)] ve Los (107 M) beraber inkiibe
edilerek inhibisyon deneyleri yapildi (tablo 4.5.9. ve sekil 4 5.5).

Tablo 4.59. Ang 1l stimiilasyonu somrast siipercksit anyonu miktarlarina rotenon (ROT),
indometazin (INDO), oksiputinel (OXP) ve L-NAME ile birlikte Los’un etkilerine ait veriler.
Degerler X + SD seklinde gosterilimektedir (n =: 10, p<0 05)

Gruplar Floresans/pg protein/mL
Kontrol 3.046 + 0 500
Ang 11 11.374 £ 0.376
Ang I1 + OXP + Los 40500412
Ang Il + L-NAME + Los 3779+ 0390
Ang Il + ROT + Los 3.322 + 0.425
Ang II + INDO + Los 3.299 £ 0.480
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Sekil 455 Ang I ile inkiibe edilen VDKH'deki siiperoksit anyonu miktarlarina rotenon,

indometazin, oksipurinol ve L-NAME ile birlikte Losmtanmn etkilerinin resazurin yéntemi ile

irdelenmesi Rotenon (100 uM), indometazin (10 pM), oksipuiinol (100 pM), L-NAME (100 uM)
ve Los (107 M) bislikte 30 dakika siin eyle inkiibe edildiler (n = 10)

Siiperoksit anyonu kaynaklan olan farkli sistem ve enzimlere ait
inhibittrletie yapilan deneylerde ortama Los’da eklendi Ang II stimiilasyonunun
ardindan elde edilen siiperoksit anyonu degerlerinde, oksipurinol + Los ile 4.050
+ 0.412, L-NAME + Los ile 3.779 + 0.390, rotenon + Los ile 3.322 + 0425 ve
indometazin + Los ile 3299 + 0480 degetleri geklinde belirgin inhibisyonlar
gézlendi ve kontrol hiicrelerinden elde edilen floiesans degerine (0.079 + 0 011)
cok vakmn degerler elde edildi (sekil 4.5.5.). Sekil 4 55 e ait degerler ile ilgili

istatistiksel veriler tablo 4.5.10 *da gosterilmektedir.

Tablo 4.5.10. Sekil 4 5.5 "deki degerlerin istatistiksel agidan anlamhgiyla ilgili veriler. OXP:

oxipurinol, ROT: rotenon, INDO: indometazin, Los: losartan (n = 10, p<0.05 degetleri anlamii
kabul edildi)

Gruplar t | p
Ang 11 - (Ang II + OXP + Los) 149 156 | 000
Angll - (Ang 1l + L-NAME + Los) | 161999 | 000
AngII - (Ang II + ROT + Los) 150.084 | 000
Ang I - (Ang 11 + INDO + Los) 171.400 | .000
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Tiim farklar istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.05)(tablo 4.5.10)

4.5.6. Ang 11 ile inkiibe Edilen VDKH’deki Siiperoksit Anyonu Miktarlarma
Rotenon, indometazin, Oksipurinol ve L-NAME ile Birlikte DPI’'mn

Etkilerinin Resazurin Yontemi ile Irdelenmesi

Farkli sistem ve enzim inhibitdileri ile DPI'min siiperoksit anyonu
mikfarlarina ortak etkisini irdelemek ve sitoktom ¢ tediiksiyonu yontemi ile
yvapilan deneyleii desteklemek amaciyla, 1 saatlik Ang 1I (100 nM)
inkiibasyonunun ardindan rotenon (100 pM), indometazin (10 uM), oksipurinol
(100 uM), L-NAME (100 uM) ve DPI (10 pM) beraber inkiibe edileiek
inhibisyon deneyleri gergeklestitildi (tablo 4.5 11. ve sekil 4.5 6.).

Tablo 4.511. VDKH de siiperoksit anyonu miktarlarina rotenon (ROT), indometazin (INDO),
aksipurinol (OXP) ve L-NAME ile birlikte DPI’m etkilerinin resazurin yintenii ile irdelenmesiyle

elde edilen degetler Degerter X + SD seklinde gisterilmektedir (n = 10, p<0.05)

Gruplar Floresans/ug protein/mL
Kontrol 3 046+ 0.500
Ang Il 11374 £ 0376
Ang IT+ OXP + DPI 4130+ 0610
Ang Il + L-NAME + DPI 5340+ 0486
Ang I+ ROT + DPI 5.625 4 0 497
Ang I + INDO + DPI 4.689 + 0 599
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Sekil 4.5.6. Ang 11 ile inkiibe edilen VDKH’de resazurin yontemi ile olgiilen stiperoksit anyonu
miktailaria rotenon, indometazin, oksipurinol ve L-NAME ile birlikte DP1"nin etkileri. Rotenon
(100 pM), indometazin (10 pM), oksipurinol (100 uM), L-NAME (100 pM) ve DPL (10 M) ile

belirtilen konsantrasyoniarda 30°ar dakikalik inhibisyonlar gergeklestirildi (n = 10)

Ang IT ile stimiilasyondan sonra tesazurin yontemiyle, stiperoksit anyonu
kaynaklan olan faikli sistem ve enzimlere ait inhibitdrlerle yapilan denevlerde,
ortama DPI’da eklendikten sonra, elde edilen degerleide belirgin inhibisyonlat
gozlendi. Rotenon + DPI ile 5 625 + 0.497, indometazin + DPI ile 4.689 + 0.599,
oksipurinol + DPI ile 4.130 + 610, L-NAME + DPI ile 5340 £ 0.486 degerleri
elde edildi ve kontrol hiicrelerinden elde edilen verilete (3 046 + 0 500) yaklasildi,
ancak tam inhibisyonlar gozlemmedi (sekil 4.5.6) Sekil 4.5.6."va ait istatistiksel

vetiler tablo 4 5.12.°de gdsterilmektedir.

Tablo 4.5.12. Sekil 4 5 6. daki degerlerin istatistiksel agidan anlamlifiyia ilgili veriler. OXP:
oxiputinel, ROT: rotenon, INDO: indometazin (n = 10, p<0.05 degetleri anlamh kabul edildi)

Gruplar t p
Ang Il — (Ang I1 + OXP + DPI) 81.871 | .000
Angll — (Ang I + L-NAME + DPI) | 108545 | 000
AngII - (Ang 11 + ROT + DPI) 125654 | 000
Ang 1I - (Ang 11 + INDO + DPI) 87.515 | 000

05




1
. ) X
Istatistiksel anlamhiik agisindan p degerlerni kiyvaslandiginda tiim veriler

arasi farklar anlamlt bulundu (p<0 05)(tablo 4.5.12 )
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TARTISMA

Mevcut gahigmamizda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin primer kiiltliriinde,
Ang H'nin ve stiperoksit anyonu kaynagi olabilecek farkli sistem ve enzim
inhibitétlerinin stiperoksit anyonu tretimine etkileri irdelendi. NOX substiat:
olarak NADPH kullanilarak, stiperoksit anyonu miktarlarn olgiildii. Stiperoksit
anyohu miktarlart hem ferrisitoktom ¢ rediiksiyonu yoéntemi hem de 1esazurin

vonterm kullanilarak desteklendi.

Hipertansiyon, atetosikleroz, diyabetes mellitus ve mekanik hasar gibi bii
takim patofizyolojik siiregler, damar duvarinda pek gok ortak etkileri paylasirlat

Bu stireglerin iglemesinde, hiicre ici sinyal iletim yolu 6n plana ¢ikar (2)

- Ang I otokrin bitytime faktdtleri iginde en ¢ok ¢alisilmis olanidir (23)
Ang 1I farkls etkilere yol agan reseptéilere sahiptit Ang [I’nin her iki reseptéiii de
(AT ve Aly), ROS iiretimine neden olarak VDKH biiyiimesinde kesin bir rol
oynar (2,3,4,5) ROS’un, bityimeyle iliskili sinyaller tirettifi ve oksidatif stiesin;
hiperlipidemi, diyabetes mellitus, hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi ve kronik
kalp vyetmezligi gibi hastaliklarla iligkili olan kardiyovaskiiler fonksiyon

bozuklugunun baglamasi ve ilerlemesinde major 10lii oynadigr bilinmektedir (67).

Redoks 1eaksiyonlari, oksijenin metabolizmas1 sonucu hiicrelerde,
sliperoksit anyonu, hidiojen peroksit, hidroksil 1adikali ve nitrik oksit gibi reaktif
oksijen tirtinleri olugturutlar (6-8). Vaskiiler yapilarda en énemli ROS’lardan biti,
oksijenin univalan bir reaksiyonla rediikte olmasiyla olusan stiperoksit anyonudur.
Bu reaksiyon NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz/sikloksijenaz,
p450 mono-oksijenaz enzimleri ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla
gergeklesir (7) ROS; vaskiiler yapilarda birincil olarak NOX taiafindan tiretilirler
(8). NOX substrat olarak hem NADH’t hem de NADPH’1 kullanabilir.
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Fagositlerde respiratuvar yanma suasinda olusan hizli ve yogun siiperoksit

airyonu salimmu, ekstraselliiler mesafeye lmzla gecer, ancak non-fagositer yapilarda
hiicre iginde olusan siiperoksit anyonunun ekstraseliiler mesafeye salinuni anyon

kanallai1 vasitasiyla gergeklesmektedir (103)

Ang II tarafindan indiiklenen ROS, respiratuvar patlama ile olusan ROS’a
gore farkli kinetik ozellikler ve diigiik konsantiasyonlai sergiler. Respiratuvar
patlamanin aksine daha yavas bir hizda ve uzun siiren siiperoksit anyonu iitetimi
gergeklesir (7). NAD(P)H oksidazin Ang II ile aktivasyonu ge¢ olmaktadir ve
VDKH’lerinde yalnizea Ang 11 uyarnimindan 60 dakika sonra saptanir Bu etki 24

saat boyunca stirekli olmaktadir (68).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri heterojenite gostermektedir Bu heterojenite

- vaskiiler diiz kas hiicrelerinin bliylime uyarimina verdigi yaniti etkiler (23,25-27)

Vaskiiler yapilardaki ROS, popiiler 6lgiim yontemletinden biti olan
lusigenin kemiltiminesans yontemi kullantlarak, pek ¢ok ¢alismada 6l¢iilmiis olsa
da (10,12,15,16,22), 1usigeninin yiiksek dozlarinin siiperoksit anyonu ile
interferans verdigi seklinde spekiilasyonlar da yapilmaktadu Ciinkii lusigenin
stipetoksit anyonuyla verdigi sekonder reaksiyondan &nce kendisi univalan

~ rediiksiyona gitmektedii (19,104,105) Bu da stiperoksit anyonu miktarlaiinin
olelimil i¢in alternatif 6l¢iim yontemlerinin gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.
Stiperoksit  anyonu miktarlain  fernsitokrom  ¢’min  rediiksivonu  ydntenu
kullénllarak da olciilebilir. Ferrisitokiom ¢ siiperoksit anyonlait ile interferans
vermemektedir (19). Daha 6nce Fang ve aikadaslarn (21), florometrik olarak
resazurin  yéntemini sigu nétrofillerinde respiratuvar patlama sonucu NOX

tizerinden olusan siiperoksit anyonu miktarlaiimn tespit etmek igin kullandilar

Calismamuzin spesifikligi agisindan {retilen hiictelerin vaskiiler diiz kas

hiicresi olduklar: immunohistokimya yoéntemiyle gosterildi Boylece ¢alisma igin

in vivo'ya yakin bir ortam saglanmis oldu
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Ang I uyarimu ile yapilan siite deneylerinde Ang II uyariminin ardindan,
hem sitokiom ¢ rediiksiyonu hem de resazurin yontemi ile, sUpeﬁoksit anyonu
miktarlariin 1 saatlik bir zaman diliminde maksimum bir degere ulastign ve
stiperoksit anyonu miktarlarin bu pikten sonta 24 saate yayilan artislaruun
oldugu gozlendi Ang II ile uyarlan VDKH siiperoksit anyonlainin 1. saat
miktarlarinda, kontrol grubu 1. saat miktarlarina gore yaklasik 4 kathik bir artis
gozlendi (sekil 4.2.1.) Griendling ve arkadaslar ilk defa 1994°te (11) Ang 1I’nin
vaskiiler diiz kas hticrelerinde siiperoksit anyonlarn arttidigin gosterdiles.
Griendling ve arkadaslarma gére, VDKH’nin Ang I ile 4 saatlik uvarini
somtasinda stipetoksit anyonu sevivelerinde 3-4 kathik artislar gercekiesmekte ve
bu artiglar 24 saat boyunca siitekliligini korumaktadn. Yine aym grubun
caligmalarma gore, NOX’un Ang Il uyarmmi gecikmeli baglar ve Ang 11
uyarimindan ancak 60 dakika soni'a saptanir. Cahismanuzda siiperoksit anyonu
miktatlarimin NADPH substrati varliginda, Ang Il ile uyarumin ardindan 30
dakikada artmaya basladign gozlendi (sekil 42 1) Bu artis diisiik miktatlarda
goriinmekle beraber fizyolojik olarak ©nemli olabilir. Seshiah ve arkadaslarinin
(106) Ang I'nin NAD(P)H oksidaz enzim aktivasyonunun molekiiler
mekanizmalan {izerine yaptigi bir ¢aligmada, Ang II’'nin NAD(P)H oksidazi
(NOX} uyarmasmdan sonra ikincil mesajeilar aracilipiyla NAIDXPYH oksidaz
enzimini yeniden uyardigr belirtilmektedii. Griendling ve arkadaslarimn (11)
caligmalarina gore VDKH’de Ang II uyarnmindan sonta, 0-1 saatlik zaman
aralifinda da stiperoksit anyonlatnmn salinimmmn  basladign  gézlenmektedi.
Calismalarimizda, Ang II uyarimi 1. saatinden sonra siiperoksit anyonu miktarlan
yiksek seviyelerde kalsa da, 1. saat stiperoksit anyonlarmin seviyeleri ile 4. ve 24,
saat sliperoksit anyonu seviyeleri arasimnda anlamli istatistiksel farklar
yakalanamadi (tablo 42 4). VDKH’de Ang II uyanminin ardindan resazuiin
yontemi ile yaptiimz siire deneylerinde de benzer sonuglara ulastik, Ang II
uyarmu 1. saatinde gotlilen sitperoksit anyonu miktailan, 4. ve 24 saatlerde de

yiiksek seviyelerde kald1 (sekil 4 2.1).

Bir ¢ok in vivo ve in vitro sistemde, uyaramin farkli konsantrasyonlar: ve

siddetine karst organizma farkli  yamtlar verebili ve hatta farkls
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konsantiasyonlarda zit etkiler gozlemlenebilir. Calismamizda, farkl Ang 1II
konsantrasyonlart ile vaskiler diiz kas hiicreleri uyauld:r. Ferrisitokrom ¢
tediiksiyonu yontemi ile yapilan deneylerimizde, Ang Il icin 100 nM’Lk
konsantrasyon kullantldiginda, Ang 11 uyanimuna karst siiperoksit anyonu
miktatlarr artisi seklinde alinan cevabm, 10 nM kensantrasyonda Ang II
kullanildifinda elde edilen cevaba gore yaklasik 4-6 katlik bir fark yatathgs
gozlendi (sekil 43 1) Deney resazutin yontemiyle tekrarlandiginda benzer bir
sonuglar elde edildi (sekil 4.3.2.). Griendling ve arkadaslarna géie (103); diistik
Ang 1 konsantrasyonlarinda bile (0.1 nM), NOX kékenli ROS artai. Bu yiikselis
VDKH'letinde 60 dakika sonia saptanit ve 24 saal boyunca devam eder
Giiendling ve aikadaslarinm yapiklart ¢alismalarda da Ang 11 ile - 100 nM
anyonu seviyelerini 6lgtiigiimiiz her iki yéntemle de, Ang IT konsantiasyonu 10
nM’m altina diigtiriildiigiinde NOX aktivites gozlenmedi (veri gésterilmedi)
Fenisitokrom ¢ rediiksiyonu yénieminde Ang II konsanirasyonu 100 nM’dan
1000 nM konsantrasyona arttiriisa da vakalanan degerler stabil seyretti Ancak
rtesazurin ile yapilan deneylerde, Ang II konsantiasyonlar: arttkea siiperoksit
anyonu miktatlatinda az  miktarda diistisler géiiildii. 100 nM Ang 11
konsantiasyonunda her iki yiintehlle de elde eltigimiz yiiksek stiperoksit anyonu
miktarlan, Zhang ve arkadaslariin (107) vaskiiler yapilaida yaptigs deneyleri
desteklemektedir. Hong Zhang ve atkadaslarinm aorta endotel hiicrelerinde
yaptigi ¢alismalar da, 100 ve 1000 nM Ang 1I konsantrasyonlaimda 0-1 saat
aralifinda, bazal seviyelere gére anlamli farklar var ve by artiglar 1 saatte vaptig
pikin - ardindan  bir miktar digtigler gostererek  yine stabil diizeylerde
sevietmekiedir. Her iki yontemle de yaptigumiz ¢ahismalar da 100 nM Ang 11
konsantrasyonunun  siiperoksit anyonu seviyeleit igin  yeterli oldugunu

gozlemledik.

Stperoksit  anyonlanndaki  artigin, Ang  Ilden  kaynaklanip
kaynaklanmadigini irdelemek igin, AT, reseptor inhibitdrii Losattan ile VDKH’de
inthibisyon deneyleri yapildi. Olusan stiperoksit anyonlaiinin NOX iizerinden

tiretilip Uretilmedigini géstermek igin, NOX inhibitérit DPI ile de hiicreler inkiibe
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edildi. Her iki yOntemle yapilan deneyletde de, hem losartan hem de DPI, Ang II
ile uyarilmig siiperoksit anyonu miktarlarim etkin bir bigimde inhibe etti (sekil
441 vesekil 4.4.2)) Losartan ile gergeklesen inhibisyon Ang Il uyarinu ile elde
edilen stiperoksit anyonu miktatlarin bazal seviyelete kadar diisiitiirken, DPI ile
“yapilan deneylerde stiperoksit anyonu miktarlart bazal seviyeye kadar diismedi.
Bu sonuglar, Ang II'nin vaskiiler diiz kas hiicielerindeki siiperoksit anyonu
seviyelerini AT; reseptorleri izerinden uyardigini desteklemektedir. Giiniimtizde
de Losartan ve titrevleri primer hipertansiyon tedavisinde etkin bir bigimde
kullaniimaktadu. DPI ile hiicie i¢i bazal siiperoksit anyonu sevivelerine kadar
inhibisyonun gériilmemesi, Ang I uyanmh baska hiicre i¢i stiperoksit anyonu
kaynaklariin varligimi da gostermektedir DPI bir flavoprotein inhibitdiiidiir.
Warnholtz ile arkadaslarinin (22) vaskiiler yapilarda yaptigi calismalara gore de
Ang 11 stimiilasyonu sonrast DPI, Ang II tizerinden olusan siiperoksit anyonu
miktatlaiimt etkin bir bicimde azaltmaktadu. Ancak arastirmacilar lusigenin
kemiliminesans  yontemini  kullanarak  siiperoksit anyonu sevivelerini
olemiislerdir Liochev (105) ve arkadaslan Iusigenin’in nitrik oksit sentaz ve
ksantin oksidaz enzimlerinin 1 elekironluk rediiksiyonuyla siiperoksit anyonu
liretebildigini ileri stirmiislerdir. Calismalarmmizda; hem sitokrom ¢ rediksiyonu
yontemi hem de resazurin yontemi ile benzer sonuglar elde etmemiz, vapilan
inhibisyon deneyletinin sonuglanm desteklemektedir. Jaimes ve arkadaglarimin
(16) mezengial hiicrelerde (NOX bulunan non-fagositer hiicre giuplarmdan bir
digeri) vyaptiklan calismalarda da Ang I stimillasyonu sontasi siiperoksit
anyonlair miktatlari, DPI ile inhibisyonun ardindan, kontrol hiicreleri sliperoksit
anyonu miktarlarimin da altina diismiistii Caligmamizda, bazal seviyedeki
siiperoksit anvonu miktatlait ve DPI ile inhibisyondan sonraki stiperoksit
anyonlatimn verileri arasinda anfamli fark goriinmektedir (tablo 4.4.1 ve tablo
4.42) Bu sonug farkli sistem veya enzimlerinde, Ang II ile uyarmin ardindan
siiperoksit anyonu icin kaynak olabilecegini dusiindiiimektedir. Yine de
siiperoksit anyonu bazal seviyeleri ile DPI inhibisyonunun ardindan elde edilen
stiperoksit anyonu miktarlar: arasinda biivitk farkliliklar bulunmamaktadir (sekil

441 vegekil 4.42).
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Losattan ile yaptifumz inhibisyon - de:néyle'tiﬁ;ié,': SUPEIOkSitaﬂ}ODU
seviyeleri bazal stiperoksit anyonu seviyelerine kadar diisse de (sekﬂ 4 41 ve

sekil 4 42), bazal seviyeler ile Ang Il uyannu sonrast Los ile inhibe-'ed'ii.gelh'-'.j:'_'

stiperoksit anyonu seviyeleiri arasindaki farklar istatistiksel agidan anl.ém.'h"_'._".'{"."-'

goriinmektedir. Zhang (107) ve arkadaglarinin, vaskiiler yapilarda yaptign .

deneylerde de Ang I stimiilasyonu sonrast olusan stiperoksit anyonu seviyeleri
etkin bir bicimde inhibe edilmistir Yine aym grup ¢ahigmalaninda Ang 11
stimiilasyonu icin 1 saatlik inkiibasyopu yetetli bulmuslardin Zhang ve
atkadaslan aortaya ait endotel hiicrelerinde calistiklarinda da stperoksit anyonu
seviyelerinin biiyiik oranda Losartan ile inhibe oldugunu belirtmiglerdir. Ang H
uyarimi sonrast Losartan ile inhibe ettifimiz VDKH siiperoksit anyonu seviyelett,
sitokrom ¢ rediiksiyonu yontemi ya da 1esazurin yontemi kullanildiginda da

benzer bir sekilde inhibe oldu ve bulgularimizi destekledi (gekil 4472).

Ozellikle DPI ile yaptiginz deneylerde hiicte igi faikl siiperoksit anyonu
kaynaklar: olabilecegini gordikten sonra, calismalarimizda, hiice i¢i siiperoksit
anyonu kaynafi olabilecek farkh sistem ve enzimler olan; mitokondriyal
respitatuvar  zinciri  rotenon, siklooksijenaz ve lipooksijenaz ~ enzimleri
indometazin, ksantin oksidaz enzimi oksipurinol, nittik oksit sentaz enzimi L-
NAME ile inhibe edilerek, Ang 11 uyanminm ardimdan deneyler vapildi Bu
sistem ve enzimlerde vaskiiler diiz kas hiicrelerinde muhtemel siiperoksit anyonu
kaynaklar1 olarak goze ¢arpmaktadi (7). Her iki yontemiyle de, VDKH de Ang 11
stimiilasyonunun ardindan  inhibisyon deneyleri yapilarak stiperoksit anyonu
miktarlan dlguldii (sekil 4.5.1. ve sekil 4 5.4). Deneylerde en belirgin inhibisyon.
ksantin oksidaz enzimi inhibitérii oksipurinol ile yapilan inhibisyonda gorlildii
Ancak istatistiksel acidan anlamli da olsa, bazal stipetoksit anyonu seviyelerine
yaklagilamadi Rotenon ve indometazin ile yapilan deneylerde Ang Il ile stimiile
edilen siiperoksit anyonu seviyeletinde inhibisyonlar gozlenmedi L-NAME ile
yapilan inhibisyonlarda ise stiperoksit anyonu miktatlann Ang 11 ile elde edilen
siiperoksit anyonu seviyelerinden biraz daha yiiksek bufundu (sekil 4.5.1 ve sekil

45.4). Rotenon ve indometazin ile yaptlan inhibisyonlardan sonta gortilen
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stiperoksit anyonu seviyelerl ile Ang II stimiilasyonu sontasi elde edilen
stiperoksit anyonu miktarlan arasinda anlamli fark gériilmedi (tablo 451)
Ancak oksipurinol ve L-NAME ile yapilan inhibisyon deneylerinde elde edilen
stiperoksit anyonu seviyeleri ile, Ang H uyarmm sontast gdriilen stiperoksit
anyonu seviyeleri arasindaki farklar az miktalarda da olsa, anlamliyd:
Oksipurinol ile elde edilen inhibisyon diger inhibitsilere gore vyiiksek
gortinmektedir (yekil 451 ve sekil 4.5.4). Bu sonuglara géte, Ang 11 major
otkilerini AT, reseptttii ve NOX iizerinden gerceklestitiyor goriinse de, dzellikle
ksantin oksidaz enzimi ile ilgili farkli ¢alismalar da dnemli sonuclar verebilii
Ksantin oksidaz enzimi vaskiiler diiz kas hiicrelerinde AT, 1esépt61‘i‘1niin etkisine
benzer bigimde vazokonstriksiyon yaratu Bu etkisini ROS aracihiftyla ve Ang 11
uyaiimt ile akiive olan NOX'un etkilerini amplifiye ederek gergeklestitiyor
olabilir Yakm bir zaman da, White ve arkadaslan (83) ile Spickermann (85) ve .
aikadaglarinim yaptigi ¢aligmalara gore de, ksantin oksidaz tizerinden meydana
gelen ROS, iskemi/reperfiizyon, hiperkolesterolemi ve endoteliyal disfonksiyonu
igeren  klinik-patolojik  durumlaun  etiyopatogenezinde ver aldigim  ileri
stumiislerdit. VDKH de Ang 1I ile elde ettigimiz siiperoksit anyonu seviyelerinin
Los ile bazal stiperoksit anyonu seviyelerine kadai, DPI ile bazal sevivelere yakin
inhibe edildigini digtniirsek, Ang 11 ksantin oksidaz enzimini de VDKH'de
stimiile ederek siiperoksit anyonu seviyelerini arturiyor olabilir. Bu goriistimiizti,
White ve arkadaslarimn (83) yaptigi calisma da ksantin oksidaz agisindan
desteklemektedir. Bu konuda yapilacak ileii ¢alismalar ile VDKH deki stiperoksit
anyonu kaynaklary aydinlatilip, hipertansiyon, diyabetes mellitus ve aterosikleroz
gibi patolojik stiregletin altinda yatan mekanizmalar aydinliga kavusacaktir.

Boylece medikal tedavi asamalarinda 6nemli gelismeler kaydedilebilir.

Calismalarinuzin son asamasinda, farkli sistem ve enzim inhibitéileri ile
vapilan deneylerde ortama Los ve DPI eklenerek, her iki yéntemle de inhibisyon
deneyleri gergeklestirildi Ang 1l ile uyarilan VDKH, farkli sistem ve enzim
inhibitérleri ksantin oksidaz enzim inhibitéiii oksipirinol, lipooksijenaz ve
siklooksijenaz  enzim inhibité1li indometazin, NOS inhibitérii L-NAME,

mitokondriyal oksidatif fosforilasyon inhibitérii rotenon ile inkibe edilirken; her

73




birt Los ve DPI ile de aymi anda inkiibe edildi Faikh sistem ve enzim
inhibitérieriyle beraber Los ve DPI ile yapilan deneylerde, Ang Il ile elde edilen
siiperoksit anyonu miktarlai1 bazal seviyelere kadar geriledi Ang I muhtemelen
VDKH tizerindeki etkilerini AT reseptorii tizerinden giistermektedir. Ushio-Fukai
ve arkadaslariun (12) Ang Il uyarinmu sonras: vaskiiler diiz kas hiicre hipertrofisi
tizerine yaptiklan deneylerde de Los, Ang Il ile indiiklenen vaskiiler diiz kas hiicre
hiperitofisini inhibe etmis ve Ang II'nin vaskiiler yapilardaki etkilerine AT,
1eseptoriiniin - aracilik  ettigini  desteklemistit.  Bulgularinuza gire, Ang 1
siiperoksit anyonu seviyeletini de AT, 1eseptoiii iizerinden arttuiyor
goriinmektedir. Calismalarimizin sonuglanm resazurin ile vaptigumiz deneylerle
de destekledik ve benzer sonuglara ulastik (sekil 4 5.5.) Farkh sistem ve enzim
inhibitéileri ile yaptiginuz deneylerde, Los yeiine ortama DPI ekleyeiek de her iki
yontemle calismalar tekiarlandi Calismalarimiz sonucunda, siiperoksit anyonu
kaynag her bir sistem ve enzim inhibitérii DPI ile birlikte, Ang IT uyarinu sontasr
artan siiperoksit anyonu seviyeletini inhibe etti. Stiperoksit anyon miktarlan, bazal
seviyelere kadar inhibe olmasa da, ézellikle Ang II uyanimi sonrasi oksipiirinol +
DPI ile inhibe edilen hiictelerde bazal siiperoksit anyonu seviyelerine ¢ok
yaklasildi (sekil 4.5.3. ve sekil 4.5 6) Bu sonug, Ang Il ile uvarilan hiicrelerde
ksantin oksidaz enziminin de siiperoksit anyonu kaynagi olmasi ihtimalini
desteklemektedir Ang II NOX’tan fakhi bir mekanizma tizerinden, ksantin

oksidaz enzimi aracilifiyla siiperoksit anyonu miktarlarint arttiriyor olabilir

Primer hiicre kiiltlirii yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yapilan
deneyler in vivo'va vakin cevaplar elde etmek agisindan faydalidie Yapilan in
vive ve in vifro ¢calismalar, Ang II'nin organizmada patolojik konsantrasyonlarinin
oksidatit sties aractlifiyla vaptigr zararlaila miicadele etmek igin birer vyol
gosterici durumundadur. Ang H'nin etki mekanizmalan her ne kadar ¢éztilmeye
baslamissa da, bunun klinik yansumalart i¢in daha c¢ok calismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Ciinkii in vitro ¢ahismalar bir ¢ok fakttrden (kullanilan 6lgiim
yontemleri, in vitro ortamdaki heterojeniteler. kimyasal madde ve gereglerin
standardizasyonu, v.s) etkilenmekte ve farkli sonuglar elde edilmektedir. Bu

calismadan elde ettiimiz sonuglar, ROS’un birgok hastaliktaki etkin rollini

74




aydinlatma agisndan faydali olabilii Giiniimiizde Ang 1’nin dzellikle vaskiiler
yapilardaki etki mekanzimalanmm ortaya ¢ikarilmasi, patogenezinde vaskiiler
inflamasyon ve vaskiiller hasar yatan bit ¢ok hastaligmn aydinlatilmasin
saglayacakti. Bu konunun son yillardaki Oineklerinden biri, Losartan ve
tirevlerinin primer hipertansiyon tedavisinde yerini almis olmasidi  Yakin bir
gelecekte NOX, ksantin oksidaz, ve ROS arasindaki interaksiyonlaim giin 15181na
gikarilmasi, pievalansi yiiksek bir ¢ok hastalifin medikal tedavi yelpazesini
arttiracaktir  Zira ROS ve dahil oldugu sinyalizasyon yolaklari, halen gizemini

korumaktadn
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SONUCLAR

Ang II ile stimiilasyon sonrasi | saat iginde, VDKH'de gorilen
stiperoksit anyonu miktarlaninda 4-6 kathk artislar vakalandi Bu

artiglar 24 saat boyunca etkili bi1 sevivede devam etti

VDKHde Ang II ile 100 nM konsantrasyonda vapilan uyarimla
maksimum siiperoksit anyonu miktarlan elde edildi. Ang II ile 200,
400, 1000 nM konsantrasyonda yapilan inkiibasyonlaila elde edilen
stiperoksit anyonu seviyeleri viiksek degerlerde, ancak; 100 nM
konsantrasyonda elde edilen siiperoksit anyonu seviyelerinin altinda
kaldr.

Ang H uyarmm sonrasi siiperoksit anyonu miktarlaridaki artislann,
AT, reseptor inhibitérii Losartan ile bazal sevivelere gerilemesi,
stiperoksit anyonu olusumundan Ang [I'nin sorumlu oldugunu
gistermektedit. NOX inhibitérti DPI ile inkiibe edilen hiicrelerde, Ang
I uyanmmim ardindan siiperoksit anyonu seviyelerinin belirgin bir
sekilde diismesi, siiperoksit anyonu kaynaginin NOX oldugunu isaret

etmektedir.

. Ang Il uyanmi sonrast tarkh sistem ve enzim inhibitorleiivle yapilan
deneylerde, Ang 1l uyarmu sonrasi goriilen siiperoksit anyonu
degerlerinde bir miktar diigtigler gézlense de Los ile yakalanan bazal
seviyeler elde edilemedi. Ksantin oksidaz enzimi inhibitdril oksipiirinol
ile yapilan deneylerde, diger sistem ve enzim inhibitdtletine nazaran
Ang II ile stimilasyonu sonrasit elde edilen siiperoksit anyonu

seviyeleri daha belirgin inhibe ofdu

Ang 1l uyarimi somasi farkh sistem ve enzim inhibitérlerivie beraber

Los ve DPI ile vyamlan inhibisyon deneylerinde, ortama Los
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cklendiginde bazal siiperoksit anyonu seviyelerine dénildii DPI ile
yapilan deneylerde ise, bazal siiperoksit anyonu seviyelerine ancak
oksipurinol ile DPI beraber inkiibe edildifinde yaklapildi Bu sonug
bize, Ang II uyarimiyla iiretilen siiperoksit anyonu kaynaklarnun NOX

ve XO oldugunu diigiindiinmektedir.
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OZET

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve renal hastaliklar damar duvarinda ortak
etkileri ve patofizyolojik stiregleri paylasular. Bu etkilerde oitak nokta artnus
oksidatif strestir. Anjiotensin II, ROS ve NOX oksidatif stres ve bu patofizyolojik
stireclerde hticre i¢i ve hiicieler arasi sinyalizasyonun mediyatorleri olarak

davianizlar.

Calismamizda, rat aortasindan izole edilen VDKH, piimer kiiltiizii
vapildiktan sonra Ang II uyarmm vyaplarak NADPH vaihiginda sitokrom ¢
IIediiksiyonu yontemi ve rezasurin yontemi ile siiperoksit anyonu miktarlarinin
tayinleri vapuld: Kiiltiite edilen diiz kas hiicrelerinin  immiinohistokimyasal
teknikle diiz kas hiicreleri oldugu gésterildi. Ang II uyarmunda siire,
konsantrasyon ve siiperoksit anyonu kaynafi olan fakli enzim ve sistem
inhibitétlerivle inhibisyon deneyleri yapildi  Yapilan deneyler sonucunda
VDKH’de Ang II uyarmunin ardindan siiperoksit anyonlarn 30 dk’dan itibaren
tespit edildi ve 1. .saatte maksimum (Bazal seviyelere gére vaklasik 4-6 kat)
degere ulastiktan sonra 24 saat boyunca bu seviyeler siireklilik gosterdi Ang 1I
100 nM konsantrasyonda VDKH stiperoksit anyonlar: miktarlanim belirgin sekilde
arttirdr. Ang II ile 100 nM konsantrasyonda, 1 saat siireyle yapilan uyarimin
ardindan elde edilen sliperoksit anyonu miktarfarini AT, reseptdr inhibitérii
I osaitan bazal hiicre i¢i seviyelere, NOX inhibitérii DPI bazal hiicte i¢i seviyelere
yakin bir degere kadar, ksantin oksidaz enzimi oksipiirinol ise bazal hiicte igi
seviyelete kadar olmamasina kaisin anlamh miktarda inhibe etti  Stipeioksit
anyonu kaynafi olabilecek difer enzim ve sistem inhibitbrlerivle etkili
inhibisyonlar elde edilemedi. Tiim deneyler hem rezasurin hem de sitokiom ¢
rediiksiyonu yontemleriyle gdsterildi ve her iki yontemde de benzer sonuglara

ulagildi,
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