T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BiLiIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

RAT AORTIK PRIMER VASKULER DUZ KAS HUCRE
KULTURUNDE YUKSEK GLUKOZLU ORTAMDA
ANJIYOTENSIN II UYARIMI iLE OLUSAN HUCRE
PROLIFERASYONU UZERINE RESVERATROLUN
ETKILERI

Arzu CETIN

Doktora Tezi

Antalya, 2011



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BiLiIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

RAT AORTIK PRIMER VASKULER DUZ KAS HUCRE
KULTURUNDE YUKSEK GLUKOZLU ORTAMDA
ANJIYOTENSIN II UYARIMI iLE OLUSAN HUCRE
PROLIFERASYONU UZERINE RESVERATROLUN
ETKILERI

Arzu CETIN

Doktora Tezi

Tez Danismam
Prof. Dr. Akin YESILKAYA

Bu calisma Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.
(Proje No. 2009.03.0122.002)

Tezimden Kaynakca Gosterilerek Yararlanilabilir.

Antalya, 2011



Saghk Bilimleri Enstitiisii Kurulu ve Akdeniz Universitesi Senato Karar

Saghk Bilimleri Enstitiisii’niin 22/06/2000 tarih ve 02/09 sayil1 enstitii kurul
karar1 ve 23/05/2003 tarih ve 04/44 sayili senato karar1 geregince “Saglk Bilimleri
Enstitiilerinde lisansiistii egitim goren doktora dgrencilerinin tez savunma sinavina
girebilmeleri i¢in, doktora bilim alaninda en az bir yurtdis1 yaym yapmasi gerektigi”
ilkesi geregince yapilan yayinlarin listesi asagidadir (orjinalleri ekte sunulmustur).

1. Cetin A, Oztiirk OH, Tokay A, Akcit F, Caglar S, Yesilkaya A. Angiotensin
II Induced MAPK Phosphorylation Mediated By Ras and/or Phospholipase C
Dependent Phosphorylations but not by Protein Kinase C Phosphorylation in
Cultured Rat Vascular Smooth Muscle Cells. Pharmacology, 2007;79:27-33.



saghk Bilimleri Enstitisi Midirligine,

Ru gahgma, jirimiz tarafindan Tibbi Bivokimya Anahilim Dah, Tibbhi Bivokimya
Programinda Doktora ez olarak kabul edilmigtir. 27 /06 2011

Ter Danismam : Prof. Dr. Akan YESILKAY A .e\
Akdeniz Universitesi, Tip Fakiilesi '
Tibki Brvokimya Anabilim Daly

_ .f—/l
Uye : Prof, Dr. Gilltekin YUCEL b

Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltes:
Tibbi Biyokimya Anahilim Dah

Uye - Prof. Dr. Giiltekin SULEYMANLAR _f'
Akideniz Universitesi, Tip Fakiiltesi /«:;/L'\

f; Hastahklan Anabilim Dah

Uye : Prof, Dr. Kadirhan SUNGUROGLU
Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi
Tibki Bivokimya Anabilim Dah

Uye : Do, D, Filiz GONDUZ
Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi -
Fizyololi Anabilim Dah ==

ONAY: Bu tez. Enstih Yonetim Kurulunca belilenen yukandaki jin iveleri
tarafindan uygun glrllmily ve Enstitl Ydnetim Kurulu'nun .. 0.0 ... tah ve
venal oao YL kKaraniyvla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ismail USTUNEL
Enstiti Midiirg



OZET

Diabetes mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili olan, pankreasin
insiilin  salgisinin veya etkisinin yetersizligi ile olusan endokrin metabolik bir
hastaliktir. Hipergliseminin uyardigr asir1  hiicre proliferasyonu, diyabetik
hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Ang II ve yiiksek glukoz, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu uyaran en énemli etmenlerdendir

Resveratrol, hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkisi oldugu diisiiniilen ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu olan polifenolik bir bilesiktir.

Bu calismada rat vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, yiiksek glukozlu ortamda,
Ang II uyarimmu ile artan hiicre proliferasyonu iizerine resveratroliin etkileri ile bu
proliferasyona aracilik ettigini diisiindiigiimiiz ERK1/2, Akt ve STAT3 protein
fosforilasyonlarinin inhibisyonu arastirilmastir.

Sonuglarimizda resveratroliin normal ve yiiksek glukozlu ortamda Ang II
uyarimhi vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmustir.
Resveratrol ozellikle yiiksek glukozlu ortamda hiicre proliferasyonuna aracilik eden
Akt ve STAT3 protein fosforilasyonlarin1 da inhibe etmektedir. Bulgularimizda
resveratrolin Ang II uyarimli ERKI1/2 fosforilasyonu iizerine inhibisyon etkisi
saptanmamustir. Resveratroliin, Akt ve STAT3 protein fosforilasyonunu inhibe
etmesinden dolayi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yiiksek glukozlu ortamda Ang II
uyarimui ile artan hiicre hiicre proliferasyonunu baskilamada etkili oldugunu sonucuna
varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Resveratrol, Anjiyotensin II, Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri



ABSTRACT

Diabetes mellitus is an endocrine metabolic disease which is associated with
cardiovascular diseases and is related to the deficiency of pancreatic insulin secretion
or its effects. Hyperglycemic-induced high cell proliferation has an important role in
the pathgenesis of Diabetes mellitus. Ang I and high glucose are the most important
factors that induce proliferation in vascular smooth muscle cell.

Resveratrol is a protective polyphenolic compound against cardiovascular
diseases and is thought to inhibit cell proliferation.

In this study, we investigated the effects of resveratrol on increased cell
proliferation by Ang II in high-glucose media, and the inhibition of ERK1/2, Akt and
STATS3 proteins phosphorylation which we thought mediate cell proliferation in rat
vascular smooth muscle cells.

Our results showed that resveratrol inhibits vascular smooth muscle cell
proliferation induced by Ang II in normal and high-glucose media. Resveratrol
especially inhibits Akt and STAT3 protein phosphorylation which mediate cell
proliferation in high-glucose media. Resveratrol, on the other hand, has no inhibitor
effect on ERK1/2 phosphorylation induced by Ang II. As a consequence, because
resveratrol inhibits Akt and STAT3 protein phosphorylation, our findings indicate
that resveratrol could be an effective agent to supress vascular smooth muscle cell
proliferation induced by Ang II in high-glucose media.

Key Words: Resveratrol, Angiotensin II, Vascular Smooth Muscle Cells
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GIRIS ve AMAC

Diyabetes mellitus, pankreasin insiilin salgisinin veya etkisinin yetersizligi ile
olugsan endokrin metabolik bir hastaliktir (1) ve hipertansiyon, aterosklerozis gibi
kardiyovaskiiler komlikasyonlarla yiiksek oranda iligkilidir. Diyabetik hasta
Olimlerinin en temel nedeni aterosklerotik vaskiiler hastaliklardir. VDKH
kiiltiirlerinde yapilan calismalarda diyabetik aterosklerozisin altinda yatan temel
nedenlerden birinin hipergliseminin indiikledigi hiicre proliferasyonlar1 oldugu
bilinmektedir (2) (3).

VDKH’lerinde vazomotor tonusu diizenleyen, hiicre biiylimesi ve apoptozisi
dengeleyen, biiyiime faktOrlerinin salinimini uyaran en 6nemli etmen Ang II'dir.
Dolayisiyla Ang II' nin damar duvari iizerindeki etkilerinin anlasilmasi, yiiksek
glukoz altindaki hiicre proliferasyon yolaklarinin belirlenmesi, kan basincinin
diizenlenmesi ve kardivaskiiler hastaliklarin altinda yatan patolojilerin anlasilmasi
icin temel teskil etmektedir.

Yapilan caligmalarda, Ang II'nin AT1 reseptorii iizerinden bircok sinyal
iletim yolunu uyardigi ve aktiflesen bu sinyaller iizerinden hiicre biiyiimesini,
hiicresel farklilagsmayi ve vaskiiler kontraksiyonlar1 gerceklestirdigi gosterilmistir (4)

(5) (6).

Vaskiiler hastaliklarda artan VDK hiicre proliferasyonunda ERK1/2 sinyal
iletim yolunun anahtar rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ang II uyarimli MAPK
aktivasyonu, hiperglisemik kosullar altinda yapilan diiz kas hiicre kiiltiirlerinde
artmig olarak bulunmustur (3). Hiperglisemiye cevaben ROS iiriinlerinin olusumu,
protein tirozin fosfotaz (PTPaz) aktivitesini tizerinden diizenlemektedir (7). Hiicresel
PTPaz’1n inhibisyonu fosforilasyon-defosforilasyon dengesini fosforilasyona dogru
kaydirmaktadir. Bu durumda reseptor ve non-reseptodr tirozin kinazlarin bazal
aktivitelerinin  artmasi, ilgili substrat proteinlerin tirozil fosforilasyonunu
artirmaktadir. Dolayis1 ile MAPK yolu ve transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna
yol agmaktadir (8).

Ang II ile uyarilan vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu ile iligkili diger bir
yol, Jak-STAT sinyal yoludur (9). Marrero ve arkadaslarmin 1999’da rat aortik diiz
kas hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek glukoz konsantrasyonu ile 24 saat



muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde, normoglisemik kiiltiirlere gore, Ang II uyariml
Jak ve STAT fosforilasyonunun artis1 goriilmiistiir. Arastirmalarda hipergliseminin
potansiyel etkileri sonucu tespit edilen bu artislarin mekanizmasindan tam olarak
bahsedilmemistir (10).

Diyabetik komplikasyonlarda VDKH’lerindeki hiicre proliferasyonlar1
calisilirken Ang II uyarimli Akt/PKB sinyal yolaklar1 ¢alisilmis ve 27,5 mM yiiksek
glukoz  sartlarnda Akt aktivasyonunda artig  saptanmustir  (11). Akt
aktivasyonlarindaki bu artisin AT1 reseptorleri ve EGF reseptorleri iizerinden oldugu
One siirlilmiistiir. Normal glukoz sartlar1 altinda yapilan diger caligmalarda ise
VDKH’lerinde Ang II uyarmmi sonrasinda aktiflesen Akt’nin vaskiiler hipertrofide
onemli oldugu belirtilmistir (12) (13) (14).

Son donemlerde VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’ nin neden oldugu hiicre
proliferasyonu ve hiicresel hipertrofiyi dnleyebilmek icin yeni strateji ve molekiiller
hedeflenmistir. Haider ve ark. 2002, 2003 ve 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda,
polifenolik bir bilesik olan resveratroliin hiicresel hipertrofi iizerine etkisini
arastirmiglardir (15) (16). VDKH’ lerinde resveratroliin hipertrofi iizerine etkilerinin
arastirillmasina Onciilik etmis bu grubun caligmalarinda, resveratroliin hiicresel
proliferasyonu baskiladigr ve bu baskilanmadaki temel yolagin Akt proliferasyonu
oldugu oOne siiriilmiistiir. Resveratroliin  farkli hiicre gruplarinda ERK1/2
aktivasyonunu baskiladig1 da gosterilmistir (17). VDK hiicrelerinde Ang II uyarimi
sonrasinda hiicreyi proliferasyona yonlendiren ERK1/2, Akt ve STAT3 sinyal yollar1
lizerine resveratroliin etkilerini gosteren calismalar yetersizdir. Yiiksek glukoz
kosullarinda ise resveratroliin VDKH lerindeki etkileri heniiz anlagilamamustir.

Bu calismada rat aortalarindan izole edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinde,
normal ve yiiksek glukozlu ortamda, resveratroliin Ang II uyarimi sonrasinda
aktiflesen ERK1/2, Akt ve STAT3 aktivasyonlar1 ilizerine olan etkileri ile
resveratroliin  hiicre proliferasyonu iizerine olan etkileri ortaya koymak
amaclanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda normal ve yiiksek glukozlu ortamda Ang II
uyarimu sonrasinda aktiflesen ERKI1/2, Akt ve STAT3 sinyal yollar1 ve bu sinyal
yollartyla iligkili olan ATIR ile EGF reseptorleri western blot yOntemiyle
calisilmistir. Resveratroliin bu sinyal iletim yollar: iizerine olan etkileri, NG ve YG
ortamlarda western blot yontemiyle ayri ayri incelenmistir. Son olarak ise,
resveratroliin hiicre proliferasyonu iizerine olan etkileri NG ve YG ortamda, farkl
siire ve konsantrasyonlarda arastirilmis ve elde edilen bilgiler literatiir yardimiyla
degerlendirilip yorumlanmustur.



GENEL BIiLGIiLER

2.1.Vaskiiler Duvar ve Anjiyotensin II
Vaskiiler duvar, esnek ve aktif bir organdir. Vaskiiler yapilar, hiicresel

(endoteliyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, fibroblastlar) ve hiicresel olmayan
(ekstraseliiler matriks) komponentlerin birlesmesiyle olusmustur (Sekil 2.1).
Arteriyal tabaka ise temelde icten disa dogru intima, media ve adventitia
tabakalarindan meydana gelmistir. Bu organ statik degildir, fizyolojik ve
patofizyolojik uyarilara cevap olarak komponentleri artma ve azalma seklinde
degisiklige veya yeniden yapilanmaya ugrarlar. Intakt Arteriyal media (diiz kas
hiicreleri) ve matriks, aterosklerozis, restenoz ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde, damar duvarmin kasilma-gevseme, biiyiime, gelisme,
yeniden diizenlenme ve onarimimm igeren bircok yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerinden sorumludur (18).

Arterin Tabakalan

Adventitia
Media
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Sekil 2.1. Arteriyal Duvarin Segmentleri. Arteriyal segmentler icten disa dogru tek kath epitelyum
tabakasi (intima), diiz kas hiicre tabakasi (media), fibroblast ve elastik fiberlerin (adventisya)
olusturdugu yapilardan meydana gelmistir.

Ang 11, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH; vascular smooth muscle cell;
VSMC) iizerinde bir¢ok etkileri olan multifonksiyonel bir peptiddir. Ang II, vaskiiler
motor tonusu, hiicre biiyiimesi ve apoptosizi diizenleyen; hiicre gocii ve ekstraseliiler
matriks deposizyonunda etkili olan proimflammatuvar bir peptiddir. Ayrica Ang II,



biiylime faktorleri (platelet tiirevli biiytime faktorleri gibi) ve vazokontriktorleri (ET
1) uyaran bir peptiddir (4).

Ang II, damar duvarin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiin kontroliinde temel
rol oynamaktadir ve vaskiiler hastaliklarin altinda yatan patolojik mekanizmalar ile
damar basmcinin fizyolojik diizenlenmesinde 6nemli bir rol iistlenmektedir. Ang
I’nin ¢ok yonlii etkileri spesifik reseptorler aracili olmaktadir. Son derece karmasik
hiicre i¢i sinyal yollar1, peptidin hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasina takiben
uyarilmaktadir (4).

2.2. Anjiyotensin I1

2.2.1 Anjiyotensin II’nin Yapisi ve Biyosentezi

Bir oktapeptid olan Ang II, renin Anjiyotensin sisteminin (RAS) aktif bir
bilesenidir. Ang II, kan basmcimi aldesteron aracili sodyum salinimi ile plazma
hacmini ve susama cevabini diizenlemektedir. Ayn1 zamanda Ang II, miyokardiyal
enfarktiis sonras1 miyokardiyal yeniden diizenlenme ‘“remodeling” ve
hipertansiyonun vaskiiler yeniden diizenlenmesinde temel rol oynamaktadir (4).

Ang II sistemik olarak klasik renal renin-anjiyotensin sistemi (RAS) ve lokal
olarak da doku RAS aracili iiretilmektedir. Klasik RAS’ ta dolasimda bulunan renal
kaynakli renin, dekapeptid olan anjiyotensin I (Ang I)’1 olusturmak icin hepatik
kaynakli anjiyotensinojeni N-terminalinden keser. Anjiyotensin I, akcigerde
dipeptidil karboksipeptidaz olan anjiyotensin-konverting enzim (Angiotensin-
converting enzyme; ACE) tarafindan aktif olan Ang II’ ye doniistiiriiliir. Ang II
aminopeptidazlar tarafindan Ang IIT ve Ang IV’e yikilir (Sekil 2.2) (4)
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Sekil 2.2. Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem Semasi. Dolasimdaki renal kokenli renin, hepatik
kokenli anjiotensinojeni parcalar ve bir dekapeptit olan anjiotensin I (Angl)’i olusturur.
Akcigerdeki ve dokulardaki ACE Ang I'i Ang II’ye doniistiiriir. Ang II, Ang III ve Ang IV
ve Ang II’ye metabolize edilir.



RAS ilk kesfedildigi donemlerde dolasim sisteminin bir komponenti olarak
diistiniilmiistiir. Ancak RAS’ 1n bir¢ok bileseninin dokularda da (lokal doku RAS)
varhigr saptanmistir (19) (20). Plazmada dolasim enzimi olarak bulunan ACE ayni
zamanda intertisyumda da bulunmaktadir. Doku ACE, biitiin major organlarda (kalp,
beyin, adrenal bez, bobrekler, karaciger, lireme organlar1 ve kan damarlarinda)
bulunmaktadir (21). Doku ACE aktivitesi, major organ gelisim sirasinda yiiksek
oranda bulunmakta ve daha sonra bu aktivite azalmaktadir (22). Renin hari¢, RAS’n
tiim bilesenlerinin damarsal yapilarda iiretildigi gosterilmistir. ACE, kiiltiire edilmis
vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreler de oldugu kadar adventisyada da
bulunmaktadir (Sekil 2.3) (23).

Renal kidoenli

Sekil 2.3. Doku Renin-Anjiyotensin Sistem Semasi. Anjiyotensinojen, ACE ve anjiyotensin
reseptorlerinin endotel, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve perivaskiiler tabakada gosterimi.
Dolagimdan adsorbe edilen doku kaynakli anjiyotensinojen renal kaynakli renin tarafindan
Ang I’e doniistiiriiliir. Ang I, doku ACE tarafindan Ang II’ye yikilir (4)

2.2.2. Anjiyotensin II’nin Reseptorleri

Ang II, memeli hiicrelerinde en az iki yiiksek afiniteli plazma membran
reseptorleri araciligla etkilerini gosterebilmektedir (AT1 ve AT2). Iki reseptor tipide
klonlanmig ve farmakolojik olarak karakterize edilmistir (24) (25). Diger iki Ang
reseptorleri AT3 ve AT4 alt tipleri de tanimlanmistir. AT3 reseptorii, peptide spesifik
olarak en ¢ok Ang II’yi tanimakta iken losartan gibi non peptid ligandi (selektif AT1
reseptor antagonisti) ve PDI123319’u (selektif AT2 reseptdor antagonisti)
tanimamaktadir. Bu reseptor alt tipi sadece hiicre dizilerinde gozlenmistir (26). AT4
reseptoril kalp, akciger, bobrek, beyin ve karacigerde dagilmis olarak bulunmaktadir.
Ang IV, AT4 reseptor tipine baglanmaktadir ve AT4 reseptorii losartan ve
PD123319’u tanimamaktadir (27). AT3 ve AT4 reseptorleri tam olarak karakterize
edilememesinden dolayr bu reseptor tipleri memeli Ang II reseptorlerinin
siniflandirmasina girmemistir (28).
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AT1 reseptorii, G proteinine bagli reseptorler arasinda olup 7 transmembran
heliksinden olusur (4). Reseptor fosforilasyonunu iceren G proteine bagimli
reseptorlerin internalizasyonu, olasilikla caveola araciligi ile meydana gelmektedir.
G protein bagimli reseptorlerin intrensek tirozin kinaz aktiviteleri olmamasina
ragmen serin ve treonin birimlerinden G protein reseptor kinaz (GRK) ailesi araciligi
ile fosforillenmektedir (29).

Bu zamana kadar AT1 reseptoriiniin Ang II’nin bir¢ok fizyolojik etkilerine
aracilik ettigi, Ang II uyarimlhi vaskiiler fonksiyonlarin kontroliinde baskin rol
oynadig1 gosterilmistir (30). AT1 reseptorleri diiz kas hiicrelerinde yiiksek oranda,
adventisyada diiz kasa oranla diisiik seviyede ve endotelde saptanamayacak oranda
azdir (31) (32).

Ang reseptOriiniin ikinci major izoformu olan AT2, fetal dokularda yiiksek
seviyelerde ifade edilmektedir ve dogum sonrasi bu ifade hizla azalmaktadir (33).
Yetiskinlerde AT2 reseptorii vaskiiler yapilarin adventisya tabakasinda baskin olarak
bulunmakta iken media tabakasinda saptanabilir orandadir. Ang II’'nin AT?2 reseptorii
ile meydana getirdigi sinyal iletim yollar1 ve fonksiyonel rolleri tam olarak
bilinmemesine ragmen bu reseptorlerin, intraseliller katyonlarin diizenlenmesi
(6zellikle sodyum) ve olasilikla hiicre biiylimesinin inhibisyonu, vazodilatasyon ve
apoptozisin uyarilmas: ile ATI1 aracili fizyolojik etkilerini antagonize ettigi
diistiniilmektedir (4)

2.2.3. Anjiyotensin II’nin Vaskiiler Etkileri

Ang II, dogrudan vaskiiler hiicrelerde bulunan Ang II reseptorlerine, dolayl
yoldan diger faktorlerin salinimi ile ve olasilikla diger vazoaktif ajanlarm ve
biiylime faktorlerin hiicre i¢i sinyal yollar1 ile etkilerini arttwrmaktadir. Diiz kas
hiicrelerinin birincil fonksiyonu vazokonstriksiyon olmasmna ragmen, son kanitlar
vaskiiler yeniden diizenlenmede vaskiiler diiz kas hiicrelerinin sentez 6zelliklerinin
de oldugunu gostermistir (34). Ang II, bu gelisim siireci boyunca ATI1 ve AT2
reseptorii araciligi ile rol oynamaktadir. (35) (36). Ang 11, AT1 reseptorii araciligi ile
vazokonstriksiyon, biiylime, migrasyon, ekstraseliiller matriks komponentlerinin
tiretimi ve inflamasyonu uyarirken, AT2 reseptorii aracilig ile apoptoz, proliferasyon
ve hipertrofinin inhibisyonuna katkida bulunmaktadir (32, 37).

2.2.4. Anjiyotensin II’'nin Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Gelisimindeki Rolii
Aterosklerozisin, endotel disfonksiyon ve lipid yiiklii makrofajlarin birikmesi
ile olusan kronik inflamatuvar bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir (38). Ilgingtir ki,
Ang II aterosklerozun bir ¢ok 6zelligini taklit edebilir ve inflamasyon ve oksidatif
stresi tetikleyebilir (39). Ang II, damar duvarinda oksidatif stresten sorumlu olan



reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive-oxygen spesies; ROS) olusumuna katilabilir.
Damar duvarmdaki ROS’un en onemli kaynag ilk kez 16kositlerde kesfedilmis olan
NAD(P)H oksidaz olup enzim vaskiiler hiicrelerde eksprese edilmektedir. Vaskiiler
sistemlerdeki diger potansiyel ROS kaynaklar1 ksantin oksidaz, lipooksijenazlar,
sitokrom P45p monooksijenazlar ve miyeloperoksidazlardir (40).

ROS olusumunun artis1 Ang II tarafindan, endotel disfonksiyon ve LDL’nin
oksidasyonuna bagli olarak tetiklenir. Okside LDL’nin (oxLDL) vaskiiler
hiicrelerdeki aktivasyonu inflamasyonu tetikler ve T-lenfositleri ile monositler bu
bolgeye hareket ederler. Aslinda damar duvarindaki bu birikimin aterosklorozun
erken evrelerindeki bir ¢ok olay1 tetikledigi diisiiniilir (41). oxLDL ve doku
makrofajlarmin birikmesi kopiik hiicre olusumuna sebep olur ve aterosklerotik
plaklar olusur. Ayrica Ang II, endotel hiicreler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
hiicre adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirarak, damar duvarmin lokosit
infiltrasyonunu arttirir (42). Endotel hiicrelerde Ang II, apoptozisi tetikleyebilir ve
tek tabaka endotel hiicrelerdeki hasara sebep olabilir (42).

Ang, VDKH Kkiiltiirlerinde hiicresel hipertrofinin sebep oldugu protein
sentezini uyarir (43). Diger biiyiime faktorleri gibi Ang II, VDKH Kkiiltiirlerinde
hiperplaziyi indiikleyebilir ve Ang II'nin uzun siireli infiizyonu normal ve karotid
balon yarali ratlarda VSMC proliferasyonunu arttirir (44). Ek olarak Ang II’nin
VSMC hiicre gociinii aktive ettigi gosterilmistir (45).

Ang II cesitli biiylime faktorii iiriinlerini, sitokinleri ve kemokinleri, makrofaj
kemoatraktant protein 1 (macrophage chemoattractant protein 1; MCP-1), interlokin
6 (interleukin 6; IL-6), transforme edici biiylime faktorii B (transforming growth
factor B; TGF-B), trombosit-tiirevli biiylime faktorii (platelet-derivered growth factor;
PDGF), insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (insulin-like growth factor; IGF-1), temel
fibroblast biiyiime faktorii (basic fibroblast growth factor; bFGF) ve epidermal
biiyiime faktorii ailesi (epidermal growth factor; EGF) iiyelerini indiikler (42).

IL-6 matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu ile iligkili olmasina karsin (46),
VDKH’lerinde matriks proteinazlar iizerinde Ang II'nin direkt etkileri rapor
edilmistir (42).

Bunun disinda, Ang II ekstraseliiler matriks (ECM) kompozisyonundaki
degisiklikleri tetikler. ECM nin kontraktil diiz kas hiicre sentezi az miktardadir fakat
vaskiiler yeniden diizenlenme esnasinda elastin, kollajen ve fibronektin sentezi
onemli bir miktarda artmaktadir. Ilginctir ki ekstraseliiler ortamdaki bu degisiklikler
VDKH’de proliferasyonu ve migrasyonu desteklemektedir (42).



2.2.5. Anjiyotensin II-Bagimh Sinyal Yollarn

Ang II, VDK hiicrelerinde bir¢ok sinyal iletim yolunu aktive edebilmektedir.
Ang II'nin bu aktivator etkisi, hiicreyi biiylime ve ¢ogalma yoniinde uyaran sinyal
yollarindan mitojen aktive edici kinazlar (ERK1/2) basta olmak iizere, STAT ve Akt
fosforilasyonlarininda da etkilidir.

2.2.5.1.Mitojen Aktive Edici Kinaz Sinyal iletim Yolu

Mitojen aktive edici kinazlar (Mitogen-activated protein kinase; MAPK)
serin/treonin protein kinazlarin bir ailesidir ve hiicre i¢i protein fosforilasyonlar: ile
hiicre dis1 sinyallerin nukleusa iletimine aracilik ederler. Bu yolla transkripsiyonel
faktorler aktive olarak gen ekspresyonlar:1 artar ve hiicresel cevap olusur. Memeli
MAP Kinazlar1 6 ana alt ailede toplanir (47);

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

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

3) p38 MAPK,

4) ERK®6, p38 benzeri MAPK,

5) ERK3 ve

6) ERKS (Big MAPK 1 olarakta adlandirilir)

MAPK bagimli sinyal yollar1 hiicre biiylimesi, apoptosiz, hiicresel
farklilasma, transformasyon ve vaskiiler kontraksiyondan sorumludur. ERK1/2
biiylime ve farklilagsma uyarilarma cevap verirken, JNK ve p38 MAPK genellikle
sitokinlere ve hiicresel strese cevap verir (18). Kiiltire VDKH’lerinde Ang II, MAPK
ailesinden ERK1/2, INK’lar ve p38°1 aktive etmektedir (19,20). MAPK aktivasyonun
uyarim tipik olarak MAPK kinaz’in (MEK olarak da bilinir) fosforilasyonunu
icermektedir. MEK, Raf-1 iceren diger MEK kinaz tarafindan diizenlenir. Ang II ile
aktive olan MAPK’larin sinyalizasyon yollar1 birbirinden farklhidir. En 1yi karakterize
edilen MAPK kaskad1 Raf-Ras-MEK-ERK1/2’dir (Sekil 2.4) (4).

ERK’ler bir kez fosforile edildiginde nukleusa transloke olurlar,
transkripsiyon faktorleri fosforlanir ve gelen sinyalle, ilgili hiicre dongiisiiyle iligkili
proteinlerin gen ifadeleri diizenlenir (48). VDKH’lerinde ERK’lerin alt basamak
hedefleri S6 ribozomal proteini fosforlayan serin/treonin protein kinaz pp90rSk olup
protein sentezini uyarir (29).
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Sekil 2.4. VSMC’de Ang II aracili ERK1/2 (MAPK) Aktivasyonu (49)

Ang II, ERK’lere ek olarak, JNK/SAPK’leri de aktive etmektedir.
JNK/SAPK’lar VDKH’lerinin biiylimesini, biiylimeyi inhibe ederek veya apoptozisi
uyararak diizenlemektedir (50). VDKH’lerinde Ang II, ERK1/2 ve JNK/SAPK’leri
farkli sinyalizasyon yollarindan uyarmaktadir.

ERK fosforilasyonu hem Ca®* bagimli hem de c-Src’yi iceren Ca®* bagimsiz
yollardan ve atipik PKC izoformu PKC-§ tarafindan aktive olmakta iken
JNK/SAPK’lar klasik PKC izoformunu ve Src’den farkl tirozin kinazi iceren Ca™
bagimli yollardan aktive olmaktadir (51). Ang II her iki yoluda aktive etmektedir,
ancak zit biiyiime etkilerine sahiptir. ERK’ler kolaylastirici, JNK/SAPK’lar ise
inhibe edici etkileri s6z konusudur (52).

Ang II aym zamanda vaskiiler p38 MAPK’da fosforile etmektedir. p38
MAPK, inflamatuvar cevapta, apoptozisde ve hiicre biiyimesinin inhibisyonunda
onemli rol oynamaktadir. p38 MAPK, kardiyak hipertrofi, iskemi/reperfiizyon hasari,
ateroskleroz, hipertansiyonda arteriyal remodeling gibi bir ¢ok patolojilerle
iliskilidir. VDKH’lerinde Ang II uyarimli p38 MAPK, redoks duyarl sinyalizasyon
yollarinin temel bir komponenti olarak iliski halindedir (53).

2.2.5.2. Fosfotidilinositol 3-Kinaz (PI3K) ve AKT Sinyal iletim Yolu

PI3K, p85 adaptor ve p110 katalatik alt iinitelerden olusan heterodimerik bir
enzimdir. PI3K’in major {riinleri apoptozisin regiilasyonunu, farklilagsmayz,
membran degisimlerini ve hiicre iskeletinin organizasyonunu etkilemektedir. Ayrica
PI3K, VDKH’lerin biiylimesinin diizenlenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir.
Karakteristik olarak reseptor tirozin kinazlarla iligkili olan PI3K, ayn1 zamanda AT1
reseptoril ile de aktive olabilmektedir. VDKH’lerinde Ang II, PI3K’1n aktivitesini,
fosforilasyonunu ve migrasyonunu stimiile etmektedir. Kiiltire edilmis rat



hiicrelerinde PI3K’in inhibitorleri, Ang II'nin uyardigi hiperplaziyi engellemistir
(54). Bu durum PI3K’m VDKH biiyiimesinde non-reseptor kinazlari
diizenlenmesinde Onemli rolii oldugunu desteklemektedir. PI3K i¢cin bir ¢ok
molekiiler hedef bulunmustur. PI3K’in VDKH’lerinde Ang II'nin aktive ettigi en
onemli asagi iletim yolu Akt/PKB’dir. Akt, p70-s6 kinazi1 aktive ederek protein
sentezini diizenlemektedir (Sekil 2.5). Aortik hiicrelerde Akt, Ca”* kanal akimlarini
uyararak Ang II aracih Ca® cevaplarmi diizenlemektedir. Akt, c-Myc nin
ekpresyonu arttirip ve kaspazlarin inhibe ederek VDKH’lerini apoptozisden koruyup
hiicrelerin hayatta kalimin1 (survival) artirmaktadir. VDKH’lerinin Ang 1I
sinyalizasyonda PI3K’1n gercek rolii tam anlagilamamasina ragmen PI3K, mitogenez
ve apoptozis dengesinin kontroliinde 6nemli ve kompleks bir yoldur (54) (12).
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Sekil 2.5. VDKH’lerinde Ang II ile Aktiflesen Tirozin Kinaz Yollar1 ve Akt’nin aktivasyonu (4).

2.2.5.3. Janus Ailesi Kinazlar ve STAT Sinyal Yolu

IFN-a’nin genleri hizlica indiikleme 6zelligi Jak-STAT (Janus kinases-Signal
transducers and activators of transcription) yolunun kesfine yol agmustir. Sitozolik
tirozin kinazlarin janus kinaz (JAK) ailesi, ki bunlar geleneksel olarak interlokinler
ve interferonlar i¢in sitokin reseptorleri ile eslesmis olduklari diisiiniilmektedir.
Bunlar 120-130 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip dort tiyeden olusmaktadir;
JAKI, JAK2, JAK3 ve TYK2 (55). JAK proteinleri mRNA ekspresyonunun anahtar
mediyatorleridir ve “erken biiylime cevap genleri” olarak karakterize edilmistir.
Ligandlar (Ornegin hematopoetinler, Ang II, interferonlar), dimerik reseptorlerine
baglandig1 zaman reseptorler iligkili Jak’lara uygun konformasyonel degisiklige
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ugrarlar. Takiben Jak’lar spesifik tirozin motiflerinden fosforlanarak aktive olurlar.
Bu motifleri tipik SH2 birimlerinden taniyan STAT’lar ve diger sinyal iletim
proteinleri, reseptorleri tarafindan tanimirlar ve Jak-bagimli tirozin fosforilasyonu ile
aktive olurlar. STAT proteinleri, spesifik biyolojik cevabin belirlenmesinde kritik
basamagi olusturur. STAT lar aktive olduklar1 zaman reseptorlerinden ayrilirlar ve
karsilikl1 olarak SH2 birimlerinin fosfotirozini ile etkileserek dimerize olurlar. Klasik
olarak sadece aktive ve dimerize STAT lar DNA’ya baglanabilme ve hizli niikleer
transkripsiyona neden olabilmektedir (Sekil 2.6) (56, 57). Jak-STAT yolag: hiicre
yiizey reseptorleri ile hiicre biiyiimesine yol acan niiklear transkripsiyonel olaylar
arasinda Onemli bir baglantidir. Saatler icinde ligandlarin stimiile ettigi sinyaller
azalir ve STAT’lar tekrar sitoplazmaya doner. Bu tasima crml/ran-GTPaz’in
aracihigt ile ve STAT defosforilasyonunu gerektiren bir mekanizma ile
gergeklestirilir (58).

Klasik sitokin reseptorlerinde oldugu gibi AT1 reseptorii de JAK ailesi
tiyelerinden JAK2 ve TYK2’yi stimiile etmektedir (59). AT1 reseptorii aracili JAK
aktivasyonu, STAT proteinleri p91/p84 (STATl1o/B), pll3 (STAT2) ve p92
(STAT3)’iin fosforilasyonunu stimiile etmektedir.

Cytoplasm

Sekil 2.6. Jak-STAT Sinyal Yolu: Ligandlar, dimerik reseptorlerine baglandigi zaman iligkili Jak’lar
uygun konformasyonel degisiklige ugrarlar. Takiben Jak’lar spesifik tirozin motiflerinden
fosforlanarak aktive olurlar. Bu motifleri tanmiyan STAT’lar, Jak-bagimli tirozin
fosforilasyonu ile aktive olurlar. STAT lar aktive olduklar1 zaman reseptorlerinden ayrilirlar
ve karsilikli olarak etkileserek dimerize olurlar. Nukleusda bir cok STAT dimeri, artirici
DNA bolgelerinden (enhancer) GAS (gama-activated site) ailesi iiyelerini tanir ve onlara
baglanir (56).
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2.3. Hiperglisemi ve Ang II Uyarimh Sinyalizasyon

Diyabet,  hipertansiyon = ve  aterosklerozis  gibi  kardiyovaskiiler
komplikasyonlarla yiiksek oranda iligkilidir ancak mekanizmas: tam olarak
aciklanamamustir. ' VDKH  kiiltiirlerinde  yapilan  ¢aligmalarda  diyabetik
aterosklerozisin altinda yatan temel nedenlerden birinin hipergliseminin indiikledigi
hiicre proliferasyonlari oldugu bilinmektedir (2) (3). Yiiksek glukoz kosullarinda (25
mmol/L) iretilen VDKH Kkiiltiirlerinin normal glukoz kosullardaki (5 mmol/L)
kiiltiirlere gore daha hizli prolifere olduklar1 gézlenmistir (9). Bununla birlikte
VDKH kiiltiirlerinde hiperglisemik sartlar altindaki spesifik sinyal aktivasyonlari
heniiz tam olarak tanimlanamamistir. Bunun en temel nedeni hiicre
proliferasyonunda bircok araci sinyal molekiiliiniin var olmas1 ve bunlarin birbirleri
ile olan etkilesimlerinin tam olarak belirlenememesidir. Asagidaki paragraflarda
hiicre proliferasyonuna aracilik eden sinyal yolaklar1 ve bunlarin hiperglisemik
kosullar altindaki ¢caligmalarina deginilmistir.

Ang II uyarimu altinda aktiflesen ERKI1/2 sinyal iletim yolu VDKH
proliferasyonuna ve hipertrofisine neden oldugu i¢in vaskiiler hastaliklarda anahtar
rolii oynamaktadir (3). Ang II uyarimli MAPK aktivasyonu, hiperglisemik kosullar
altinda yapilan diiz kas hiicre kiiltiirlerinde artmis olarak bulunmustur. Yiiksek
glukoza cevaben MAPK yolunun aktivasyonu VDKH’lerin proliferasyonunu, gen
ekspresyonunu ve biiylimesini arttirabildigi Natarajan ve arkadaglar1 tarafindan 6ne
stiriilmiistiir (3).

Molekiiler diizeyde bir ¢ok sinyal iletim yolu oksidatif stres ile aktive
olmakta, boylece hiicre proliferasyonuna ve biiyiimesine katkida bulunmaktadir (60)
(61) (62). VDKH’lerinde bu yollarin bazilar1 hiperglisemiye cevaben uyarilmaktadir.
VDKH’lerinde hipergliseminin indiikledigi, Ang II uyarimli ERK1/2, p38 MAPK ve
Jak/STAT aktivasyonu, normoglisemik hiicrelere gore artmis olarak bulunmustur.
VDKH’lerinde hiicre proliferasyonuna aracilik eden proteinler, hiperglisemiye
cevaben olusan ROS iiriinlerinin, protein tirozin fosfotaz (PTPaz) aktivitesini inhibe
ederek diizenlemektedir (7). Hiicresel PTPaz’in inhibisyonu fosforilasyon-
defosforilasyon dengesini fosforilasyona dogru kaydirmaktadir. Bu durumda reseptor
ve non-reseptdr tirozin kinazlarin bazal aktivitelerinin artmasi, ilgili substrat
proteinlerin tirozil fosforilasyonunu artirmaktadir. Dolayisi1 ile MAPK yolu ve
transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna yol agmaktadir (60).

Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun Ang II ile indiiksiyonunu iceren
diger bir yol, Jak-STAT dir. Marrero ve arkadaslarinin 1999°da rat aortik diiz kas
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calismada, hipergliseminin Ang II ile indiiklenmis Jak-STAT
sinyalizasyonu iizerine olan etkileri arastirdmistir (9). Yiiksek glukoz
konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde, normoglisemik
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kiiltiirlere gore, Ang II uyarimli Jak ve STAT fosforilasyonunun artig1 goriilmiistiir.
Hiperglisemik kosullarda 6zellikle Jak2’nin, hem fosforilasyonunda hem de ATI1
reseptorii  ile kompleks olusumunda artis gozlenmistir.  Arastirmalarda
hipergliseminin  potansiyel etkileri sonucu tespit edilen bu artiglarin
mekanizmasindan bahsedilmemistir (10). VDKH’lerinde hiperglisemi ile artan Ang
IT uyarimli Jak-STAT sinyalizasyonun hangi mekanizma {iizerinden gerceklestigi
konusunda bulgular yetersizdir.

Diyabetik komplikasyonlarda VDKH’lerindeki hiicre proliferasyonlar1
calisilirken Ang II uyarimli Akt/PKB sinyal yolaklar1 ¢alisilmis ve 27,5 mM yiiksek
glukoz  sartlarmda Akt aktivasyonunda artig  saptanmustir  (11). Akt
aktivasyonlarindaki bu artisin AT1 reseptorleri ve EGF reseptorleri iizerinden oldugu
One siirlilmiistiir. Normal glukoz sartlar1 altinda yapilan diger caligmalarda ise
VDKH’lerinde Ang II uyarmmi sonrasinda aktiflesen Akt’nin vaskiiler hipertrofide
onemli oldugu belirtilmistir (12-14).

VDKH’lerinde bircok sinyal iletim yolu hiperglisemiye cevaben aktive
olmaktadir. Bu yollar uygun bir sekilde diizenlenmezse, VDKH’lerinin anormal
biiylimesine, migrasyona ve proliferasyona neden olabilecek potansiyeldedir.
Boylelikle diyabette vaskiiler disfonksiyona neden olabilmektedir (Sekil 2.7).

Diyabet

'
Hiperglisemi
*
Reaktif Oksijen Uriinleri

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

VasKiiler Hiicre Binaime, Migrasyon, Proliferasyon, Hipertrofi

¥
Yaskiiler Disfoksiyon

'
VASKULER HASTALIKLAR

Sekil 2.7. Diyabet iliskili vaskiiler hastaliklara neden olabilecek ana basamaklar (4).

Son donemlerde VDKH kiiltiirlerinde Ang II’'nin neden oldugu hiicre
proliferasyonu ve hiicresel hipertrofiyi dnleyebilmek icin yeni strateji ve molekiiller
hedeflenmistir. Haider ve ark. 2002, 2003 ve 2005 yilinda yaptiklar1 ¢caligmalarda
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polifenolik bir bilesik olan resveratrol’iin hiicresel hipertrofi iizerine etkileri
arastirilmistir (15, 16, 63). VDKH’lerinde resveratroliin hipertrofi iizerine etkilerinin
arastirilmasina Onciilik etmis bu grubun calismalarinda resveratroliin hiicresel
proliferasyonunu baskiladigi ve bu baskilanmadaki temel yolagin Akt proliferasyon
yolagi oldugu one siiriilmiistiir. Ancak yiiksek glukoz kosullarinda resveratroliin
VDKH’lerindeki etkisi ve proliferasyon yolaklar1 heniiz anlagilamamigtir.

2.4. Resveratrol

Resveratrol (trans-3,5,4 -trihidroksistilbene) {iziim, fistikk ve dut gibi
spermotofitlerde bulunur. Ik defa 1963 yilinda Polygonum cuspidatum’dan izole
edilmistir. Cin ve Japon yerel kiiltiirlerinde uzun yillardan beri yer almasina ragmen
1992 yilinda kirmizi sarapta bulunduktan sonra dikkatleri tizerine ¢ekmistir (64).
Resveratrol tiziimde oldukg¢a yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.

2.4.1. Sentezi

Resveratrol fenilalaninden birden fazla basamakla sentezlenir. (Sekil 2.8).
Resveratrol biyosentezini stilben sentaz enzimi kataliz eder. Resveratrol bitkiler
tarafindan strese yanit olarak {iretilir ve normalde fazla miktarda iiretilmez.
Resveratroliin biyosentezi p-kumarol-CoA’nin p-kumarol kalintisi ile malonil-
CoA’dan 3 adet C-2 alt iinitesinin dekarboksilasyonu ile kondensasyon sonucu
olusur. Daha ileri reaksiyonlar1 resveratroliin bifenolik halkasinin 3. posizyonunda
glikozil yada siilfat kalintilar1 ile konjuge olmasidir (65).

Fenilalanin
amonia liyaz
CH—H—=C00hR ————p CH=CH—COOH
NH,
. . Sinamik asid
Fenilalanin

fOH

HO~<\_/>>CH=CH—COOH
/
HO O p-Hidroksisinamik asid

OH (4-Kumerik asid)
Resveratrol l/ CoASH

COOH
4CO,h by 4
3 HSCoA 3x [ + HO‘©—CH=CH—(
”—SCOA SCoA
0
4- Kumaril CoA

Malonil CoA

Sekil 2.8. Resveratroliin Sentezi (54).
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2.4.2. Emilimi

Resveratroliin  biiytik kismu jejunumdan, az kismu ileumdan emilir.
Bazolateral tarafa transport edilen resveratroliin c¢ogu, glukuronid ve siilfat
formlarina konjuge edilir.

Tiim perfiize edilen resveratroliin ve konjugatlarinin yalnizca % 6’s1 barsak
epitelini gegmektedir (65). Resveratrol diyet iiriinlerinde cis ve trans seklinde
bulunur. Glikozile formu 3-O-B-D-glukozid’tir. Glikozilasyon resveratroliin
enzimatik olarak oksidasyonunu oOnler ve bdylece biyolojik etkinligini korur,
kararliligini ve biyoyararlanimini arttirir. Barsak hiicreleri sadece glikozile olmayan
resveratrolii absorbe ettigi icin emilim siirecinde glikozidazlar gerekir. Yiyecekteki
glikolize olmayan ve glikozile resveratroliin goreceli oranlar1 emilim hizini diizenler.
Emilimi esnasindaki formu olan Trans-piseidin deglikozile edilmesi, ince barsakta
laktaz florizin hidrolaz [Lactase phlorizin hydrolase (LPH)] ve sitozolik-83-
glukozidaz [CytosolicB- glucosidase (CBG)] tarafindan olmaktadir. Enterositlere
geciste trans—piseid’in 2 yolu vardir: Birinci yol apikal membran {izerinde bulunan
LPH iledir. Liimene glikozile olmayan trans-resveratrol olarak salinir. Daha sonra
kars1 tarafa difiize olur. Ikinci yol sodyuma bagli glukoz tastyicist 1 [Sodium-
dependent glucose transporterl (SGLT 1)] ile fircams1 kenar (brushborder)
membranmi gectikten sonra CBG ile glukozidlerin yikimidir. Deglikozilasyondan
sonra  trans-piseid’ten  trans-resveratrol  olusumaktadir.  Trans-resveratrol
enterositlerde daha ileri metabolize edilir, olusan yeni bilesik glukuronik
konjugatidir. Major glukuronat trans resveratrol-3-O-B-glukuronidtir.
Glukurokonjugat enterositlerden barsak liimenine salinir (Sekil 2.9) (66).

P R R P

Apikal boilge

(intestinal liimen)
~ @ LPH

P CBG —

P

R = trans-resveratrol
P = trans-piceid

trans-resveratrol- 3-O-B-glukuronid

trans-resveratrol- 4’-O-p-glukuronid *
NG . A
Bazolateral bblge l l
P R

Sekil 2.9. Resveratroliin emilimi (66). MRP2, multi-drug resistans protein 2.
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2.4.3. Resveratroliin Dokulara Tasinmasi

Resveratroliin  hidrofilik konjuge hale gelmesi kana gecisini, viicutta
dagilimmi ve ekskresyonunu kolaylastirir. Resveratrol ve metabolitleri karaciger ve
safra kesesi tarafindan kandan filtre edilerek safra ile barsaklara atilir. Daha sonra
geri emilime ugrar. Resveratrol oral yolla alindiktan kisa siire sonra kolonda bulunur.
Ancak dokulara dagilimi birka¢ saat alir. Resveratrol karacigerde glukuronatlanir,
karaciger ve duedenumda siilfatlanir. Siilfatla konjugasyon resveratroliin
biyoyararlaniminda hiz smirlayici basamaktir. Diyetle alinan oral dozun % 70’1
plazmada resveratrol ve konjugatlar1 seklinde tepe noktaya erisir; yar1 omrii dokuz
saattir. Degismemis resveratrol eser miktarda plazmada saptanir (67).

2.4.4. Resveratroliin Hiicre Ici Reseptorlere Baglanmasi

Resveratroliin hiicre i¢i reseptorleri konusunda bilinenler cok azdir. Aril
hidrokarbon reseptoriine (AhR) baglanan digoksinin kompetetif antogonisti
olabilecegi gosterilmistir. Resveratrol, AhR’nin nukleusa tranlokasyonunu
saglamaktadir. Genistein ve resveratrol gibi fitodstrojenler, insan dstrojenleri ile bazi
yapisal benzerlikler gostermekte ve Ostrojen reseptoriine baglanabilmektedir. Bazi
caligmalarda da resveratrol ile 6strojen reseptorleri arasindaki etkilesim gosterilmistir
(68). Resveratrol, ostrojenle ilgili genlerin ifadelenmesini indiiklemek icin estradiol
ile kombine oldugunda “siiperagonist” olarak fonksiyon goérmektedir. Son yapilan
caligmalarda resveratroliin her iki izomerinin ilimhi konsantrasyonda (>10 uM)
yalnizca siiperdstrojen etkinligine sahip oldugu; daha diisiik konsantrasyonlarda (<1
uM) antiostrojenik etkilerinin bulundugu gosterilmistir. Resveratrol meme kanseri
hiicrelerinde Ostrojen reseptor agonisti olarak rol oynamaktadir (69).

2.4.5. Resveratroliin Atilim

Atilim zamanm plazmada bulunan resveratroliin konsantrasyonuna baghdir.
Uretilen miktar ile atilan miktar arasinda iliski yoktur. Cok kiiciik miktarda glikozile
olmayan resveratrol idrarda bulunur. Bobrekte baslica dogal formda bulunurken,
idrarda konjuge formu biiyiik cogunluktadir (65).

2.4.6. Resveratroliin Sinyal fletim Yollar ve Kardiyoprotektif Etkileri
Resveratrol, mitogen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadini
harekete gecirebilir. MAPK’larin yolun asagisina dogru hedefleri mitojenik pro-
enflamatuar enzimler ve niikleer transkripsiyon faktorleridir. Hiicre igerisinde
resveratrol farkli roller oynar. Resveratrol, protein kinaz C (PKC) fosforilasyonunu
inhibe ederek yolun yukarisina etki eder. Resveratrol MAPK kaskadin1 etkinlestiren
diger kinazlari, fosfoinozitol 3-kinaz (PI3K) fosforilasyonunu ve protein kinaz B’nin
(Akt/PKB) fosforilasyonunu inhibe eder. Bu olaylar ile resveratrol vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde p70S6K’nin fosforilasyonunu azaltir. Resveratrol ERK1/2/JNK/p38’in
tirozin fosforilasyonunu ve vaskiiler hiicrelerde niikleusa gecisini inhibe ederek
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MAPK kaskadin1 agagiya dogru baskilar. Fosforilasyonun ve sitoplazmadan niikleusa
gecisin inhibisyonu vazokonstriiksiyon, anjiyogenez, cogalma ve farklilagsma ile ilgili
genlerin ifadelenmesini azaltmaktadir (70, 71).

Son yillarda yapilan calismalarda resveratroliin kardiyoprotektif o6zelligi
tespit edilmistir. Kardiyak hasarin akut ve kronik modellerinde, resveratrol
miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasarmin giddetini azaltmaktadir (69).
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MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal ve Kimyasal Malzemeler

Hank’s Balanced Salt Solutions (HBSS), kalsiyum klorid (CaCl,), hepes,
elastaz, kollejenaz, soya tripsin inhibitor, bovine serum albumin, fetal bovine serum,
L-glutamin, penisilin-streptomisin ve DMEM Sigma’dan satin alindu.

Tripsin-EDTA, Biochrome’den satin alindi. Hiicre kiiltiirtinde kullanilan
petriler, flasklar ve 15 ml’'lik plastik tiipler ile benzeri sarf malzemeler R&D Falcon
firmasindan satin alindi.

Hiicre kiiltiiriinde aktivator olarak kullamilan Anjiyotensin II ve resveratrol
Sigma’dan, inhibitorler ise Calbiochem’den satin alindi. AT1 antagonisti losartan,
Merck Sharp&Dohme firmas: tarafindan hediye edildi.

Immiinohistokimyasal analizler icin Dako marka immiinohistokimya Kkiti
kullanildi. Immiinohistokimya i¢in kullamlan primer ve sekonder antikorlar
Sigma’dan alind1.

Protein Olgiimleri icin Bio-Rad marka protein deney kiti, western blot icin
Bio-Rad Mini-Protean deney seti, sinyal dedeksiyonlarinda Bio-Rad ve Pierce
kemiliiminesan kit, Milipor marka 0.45 pm por genisligindeki nitroseliiloz
membranlar kullanildi. Membranlar filme aktarilirken Amersham marka yiiksek
kaliteli film ile filmlerin gelistirilmesinde Illugater marka developer ve fiksatif satin
alind1. Metanol Merck’den alind1.

Western blot isleminde kullamilan pERK primer antikoru Sigma’dan,
pSTAT3, pAkt primerler antikorlari, Anti-mouse Ig ve Anti-rabbit Ig sekonder
antikorlar1 Cell Signaling’den satin alind1.

3.2. Geregler ve Arastirmanin Yiiriitiildiigii Birimler
Deneylerde kullanilan ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda bulunan
cihazlar ve Ozellikleri asagida belirtilmistir.

Spektrofotometre : BioTek pQuant, Plate okuyucu
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Santrifiij
Santrifiij
Inkiibator
Sonikator
Buzdolaplar1
Calkalayici

pH Metre

Su Banyosu
Hassas Terazi
Kaba Terazi
Gii¢ Kaynagi
Inverted mikroskop
Kiiltiir Kabini
-80 °C Sogutucu
Karistirica
Karistirica

: Beckman Coulter Microfuge 22R
: Niive NF 400

: Heraus HeraCell 150

: Bandelin sonopuls UV 2070
: Indesit (+4, -20 °C)

: Biometra WT17

: Hanna Instruments

: Raypa

: Precisa WB220A

: Kern 440-43A

: Power Pack 300, Bio-Rad

: Olympus CKX 41

: Esco Class 1T BSC

: Hettich HS 2486

: LabLine Thermal Rocker

: Biometra WT17

Manyetik Karistiric1 : Heidolph MR Hei-Standart

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezinde

steril edildi.

Deneyde kullanilan 250-350 g agirhigindaki erkek wistar ratlar Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edildi. Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin izolasyon islemleri, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Biriminde
ve Biyokimya Anabilim Dali Hiicre Kiiltiiri Laboratuvarinda yapildi. Akdeniz

Universitesi, Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan onay alind1.

Primer hiicre kiiltiirii islemleri, hiicre proliferasyon 6lgtimleri, protein
olciimleri, immiinositokimya ve western blot yontemleri Akdeniz Universitesi

Biyokimya Anabilim Dali’nda yapild:.

3.3. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Izolasyonu (72)

3.3.1. Kullanmilan Soliisyonlar

Transfer Medyumu :

Soliisyon 0,2 mM olacak sekilde 2,94 mg CaCl, tartilip 10 ml HBSS i¢inde
coziildii. Cozelti steril 0,22 pum’lik filtrelerden gecirildi ve 90 ml steril HBSS eklenip
final hacim 100 ml’ye tamamlandi. Total hacimde % 2 oraninda 2 ml penisilin-

streptomisin (PS) antibiyotigi eklendi ve + 4 °C’de sakland.
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Enzim Ayrisma Soliisyonu (EAS) :

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

> CaCl, : Soliisyon 0,2 mM olacak sekilde, 10 ml HBSS soliisyonu igerisinde
2,352 mg CaCl, ¢oziildii. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden gegirildi ve steril olarak
+4 °C’de sakland1. Final hacim 4 ml olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 0,5 ml
alinip enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

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

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

> Soya Tripsin Inhibitor (STI) : Soliisyon 0,25 mg/ml olacak sekilde, 5 ml
HBSS soliisyonu icerisinde 5 mg STI Tip I-S tartilp ¢oziildii. Cozelti 0,22 pum’lik
steril filtreden gegirildi ve +4 °C’de sakland1. Final hacim 4 ml olacak sekilde her
kullanimda bu stoktan 1 ml alinip enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.

> Kollajenaz Tip I-A: Steril toz seklinde bulunan 100 mg kollajenaz (125 U),
12,5 ml HBSS’de c¢oziildii. Stok soliisyon 25 adet 0,5 ml’'lik steril plastik tiiplere
boliindii ve -20 °C’de sakland1. Her tiip 2 kullanimlik olarak ayarlandi. Her tiipte 0,5
mg/ml kollejenaz olacak sekilde, 250 pl stok soliisyon, enzim ayrigma soliisyonu ile
4 ml’ye tamamlanda.

> Bovine Albumin : Soliisyon 2 mg/ml olacak sekilde, 5 ml HBSS soliisyonu
icerisinde 80 mg albumin tartilip ¢oziildi. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden
gecirildi ve +4 °C’de sakland1. Final hacim 4 ml olacak sekilde her kullanimda bu
stoktan 0,5 ml alinip enzim ayrigma soliisyonuna eklendi.
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Bu stoklardan alian hacimler, final hacim 4 ml olacak sekilde Tablo 3.1’deki
gibidir.

Tablo 3.1. Enzim Ayrigma Soliisyonu Bilesenleri ve Miktarlar1

STi HEPES Ca* BSA ELASTAZ | KOLLAJENAZ | HBSS | TOPLAM

I ml Iml | 05ml|0,5ml 250 ul 250 ul 0,5 ml 4 ml

3.3.2. Metod

Hiicrelerin izolasyonu :

Ratlar, steril kosullar altinda eter anestezisi uygulanarak torasik aorta ve
abdominal aortanin iist kismu disseke edildi. Aorta buz i¢inde transfer medyumu
iceren steril bir petri icine alindi. Disseksiyon mikroskobu altinda aortanin dis
kismindaki yaglar ve venoz yapilar (adventisya) temizlendi. Aorta boyuna kesilip
aortun i¢ kismu pamuklu bir ¢ubuk ile hafif¢e siyrildi. Bu sayede aortun liimenine
bakan tek kathh epitel dokusu ortamdan uzaklastirildi. Adventisya ve endotel
ortamdan uzaklastirildiktan sonra aorta transfer medyumu ile yikanip icinde transfer
medyumu bulunan 1,5 ml’lik plastik tiipe alindi. Plastik tiip buz i¢inde hiicre
kiiltiirtiniin yapildig1 ortama tasindi.

3.4. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii (72)
3.4.1. Kullanmilan Soliisyonlar:

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Dengeli Tuz Soliisyonu):

Kalsiyum ve magnezyum icermeyen HBSS soliisyonu 0,4 g/L. potasyum
klorid, 0,06 g/L potasyum fosfat, 8,0 g/LL sodyum klorid, 0,04788 g/L sodyum fosfat,
1,0 g/L D-glukoz icermektedir.

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

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu:
100 mL’lik penisilin-streptomisin soliisyonu 10,000 U penisilin, 10 mg
streptomisin igermektedir.
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Medyum (Besi Yeri) Hazirlanmasi:

Besi yeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kullanildi.
Soliisyon 500 ml medyum igerisinde %10 v/v fetal bovine serum (FBS), %1 v/v
penisilin-streptomisin, 0,584 g/L. L-glutamin, 25 mM Hepes icerecek sekilde
hazirland1 ve steril hale getirildi. Hiicre beslemede kullanilan standart medyumlar 1,0
g/L glukoz icermektedir (5,5 mM). Yiiksek glukoz ile yapilan deneylerinde ise
medyumun glukoz icerigi 4,5 g /L dir (25 mM).

3.4.2. Metod

Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii:

Plastik tiip i¢cindeki temiz aorta steril kiiltiir kabini icerisinde doku petrilerine
transfer edildi. Aorta iki adet steril bistiiri yardimiyla toplu igne basi biiyiikliigiinde
kiiciik parcalara ayrildi. Daha énceden hazirlanmus ve 37 °C sicakhga getirilmis 4,0
ml EAS petriye eklendi ve 45 dakika hafifce calkalanarak inkiibe edildi. 45 dakika
sonra 10 ml’lik plastik enjektore ¢ekilen doku siispansiyonu 5-6 kez 14 pm’lik ¢elik
uclu kaniilden gecirilir. Petri kabina EAS’nin 2 kat1 (8§ ml) medyum eklenip tamami
200g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda dipteki pellet 3 ml medyum ile
resiispanse edilip 12,5 cm® lik flaska ekildi. Flask 37 °C’de nemlendirilmis %5 CO,-
% 95 atmosfer hava iceren inkiibatorde inkiibe edildi. Ik hiicrelerin flaskta
goriinmesi i¢in 3-5 giin beklendi. Bu zaman igerisinde hiicrelerde herhangi bir
enfeksiyonun olup olmadig: kontrol edildi. Mikroskop ile bakildiginda ilk hiicrelerin
tutundugu goriindiigii giin veya en gec 4-5. giiniin sonunda, ortamdaki doku
yikintilar1 ve hiicre atiklarini ortamdan uzaklastirmak i¢in, medyum 4 ml taze
medyumla degistirildi. Medyumlar 48-72 saat araliklar ile rutin olarak degistirildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon):

Pasajlanacak olan hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabinin medyumu c¢ekilip
Hiicreler 37 °C’ye getirilmis 5 ml HBSS ile 1 kez yikand1. HBSS aspire edilip yiizeyi
kaplayacak kadar tripsin-EDTA ile 37 °C’lik etiivde 5 dakika inkiibe edildi. Tripsinin
etkilerini ortadan kaldirmak icin flaska 4 ml medyum eklenip soliisyon santrifiij
tiipiine alindi. 200g’de 5 dakika santrifiij edildi. Dipteki pelet 1 ml medyum ile
siispanse edildi. Hiicre sayimi yapildi ve hiicrelerin kullanim yerine gore hiicreler
belli sayida pasajlandi.

Hiicre Sayim ve Hiicre Canhihig Testi:

Hiicre sayimu i¢in hiicre kab igerisindeki hiicreler tripsinize edildi ve santrifiij
sonrasi dipte olusan pellet 1 ml medyum ile siispanse edildi. Stispansiyondan 10 pL
alind1 ve iizerine 40 pL. medyum konularak siispansiyon 1/5 diliie edildi. Diliie
siispansiyondan 10 uL. Thoma lamina damlatilip 5 farkli alan sayildi ve her alandaki
hiicre sayilar1 toplandi. Toplam hiicre sayis1 5’e boliindii ve 1 alandaki ortalama
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hiicre sayis1 bulundu. Bir alandaki ortalama hiicre sayis1 diliisyon faktorii olan 5 ile
carpildi. Sonug 10” ile carpilip 1 ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi.

10 pul diliie hiicre siispansiyonu, 10 pl % 0,5’lik tripan blue ile siispanse
edildi. Hiicreler Thoma lamma alind1 ve mikroskopta 20X’lik biiylitmeyle incelendi.
Membrani mavi boyanan hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler canli olarak kabul edilip
canl ve 6lii hiicreler sayildi.

3.5. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Imiinositokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1. Hiicrelerin immiinositokimya Preparatlar1 Haline Getirilmesi

Deneyde kullanilan lamlar % 70’ lik alkolden gecirildi. Distile su ile yikands,
kurutuldu ve otoklavlandi. Steril lamlar iizerine steril ortamda hidrofobik kalemle 2
alan isaretlendi. 25 cm”lik hiicre flaski tripsinize edildi ve santrifiij sonras1 dipte
kalan pellete 2 ml medyum eklenip resiispanse edildi. Isaretli alanlara bu
stispansiyondan 100 pl ekildi. Lamlar biiyiik steril petrilere konuldu ve agzi kapali
olacak sekilde etiivde inkiibe edildi.

Preparatlarin bir giin sonra medyumu degistirildi ve hiicre yogunluklar1
kontrol edildi. Hiicreler tamamen cama tutunduktan ve yiizeyi kapladiktan sonra
hiicre medyumu cekildi ve Ca*>-Mg" icermeyen HBSS ile yikand1. Steril PBS ile
tekrar yikanan lamlar oda 1sisinda 3 giin kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar -20
°C’ye kaldirildi. Preparat iizerinde tutunan hiicre olup olmadigmni anlamak igin
hematoksilen-eozin boyasiyla preparatlarin bir kismi boyandi ve hiicre dagilimlarina
bakild.

Immiinohistokimyasal analizler icin preparatlar 3 gruba ayrildu.

1. Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gostermek icin diiz kas hiicrelerine spesifik o-
aktin boyamalar1 yapildi.

2. lizotip kontrolleri icin sekonder antikor olarak kullanilan fare kaynakli
IgG2, nin boyamalar: yapild.

3. Normal boyama kontrolii i¢cin PBS ile kontrol grubu ¢aligildi.

3.5.2. Kullamilan Soliisyonlar

Immiinohistokimya icin hazir kit, diiz kas boyamalar1 igin fare kokenli a-diiz
kas spesifik aktin antikoru, antikor diliisyonlar: i¢cin antibody diliient, sekonder
antikor olarak da fare kokenli horse radish peroksidaz enzimiyle isaretli 1gGa,
antikoru kullanild1.
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TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer salin, 10 X konsantre):

TBS soliisyonu hazirlamak i¢in 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 ml distile
suda ¢oziindii. Soliisyonun pH’s1 HCl ile 7,4’e ayarlanir. Final hacim 1000 ml olarak
distile su ile tamamlandi.

TBS (1 X):
TBS stok soliisyondan (10X ) 100 ml alinip 1L’ye tamamlandi.

3.5.3. Metod
Immiinohistokimyasal analiz i¢in asagidaki protokol takip edildi.

A\

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

Aseton tanklarmdan ¢ikarilip 20 dakika oda 1sisinda kurutuldu.

TBS ile oda 1s1sinda 3 kez 5 dakika yikanda.

5 dakika bloklama soliisyonuyla bloklandi.

Primer antikor damlatilip 45 dakika beklendi.

3 kez TBS ile 5 dakika yikandi.

Sekonder antikor eklenip 30 dakika beklendi.

3 kez TBS ile 5 dakika yikandi.

Sekonder antikora baglanmasi i¢in enzim (biyotin- HRP kompleksi) verildi ve 30
dakika inkiibe edildi.

Enzime Amino Etil Karbizol (AEC) substrat1 verilip 3-5 dakika inkiibe edildi.
Preparatlar TBS ile yikandi, kurutuldu ve kayser jelatin ile kapatilip karanlikta
buz dolabinda saklandu.

» Preparatlar mikroskop altinda incelenip fotograflandi.

VVVYVYVYVYYVYY

vV VY

3.6. VDKH Kiiltiirlerinin Western Blot Analizi icin Lizatlarinin Hazirlanmasi

3.6.1. Kullanmilan Soliisyonlar

Enzim Ayrisma Tamponu:

Enzim ayrisma tamponu 25 mM Tris HCl, pH 7,4, %1 Triton X-100, %10
Gliserol, 10 mM sodyum pirofosfat, S0 mM NaF, 1 mM Na;VO,;, 1 mM
Fenilmetilsiilfonil florid, 10 pg/ml Leupeptin icermektedir.

PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre):

10X konsantre PBS icin 2 g KCl, 80 g NaCl, 14,4 g Na,HPOy, 2 g KH,PO4
tartihp 1 L distile suya tamamlandi. pH’s1 7,4’e ayarlanir. Kullanim esnasinda 1:10
oraninda sulandirildi.
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3.6.2. Kullanilan Aktivator ve inhibitorler

Anjiyotensin II:

Toz halindeki 1 mg Ang II 9,5 ml distile suda ¢oziildii (1 x 10* M) ve 120
ul'lik aliquatlara boliiniip -20 °C’de saklandi. Kullanim esnasmda 2 ml serum
icermeyen medyuma 100 nM konsantrasyon i¢in 20 ul eklendi.

Losartan:

Toz halindeki losartan 4,6201 mg tartilip 10 ml PBS i¢inde ¢oziildii (10° M ).
500 pl'lik aliquatlara boliniip -20 °C’de saklandi. Inhibisyon ortamunda 10° M
olacak sekilde diliie edilerek kullanildi.

AG1478:

Toz halinde satin aldigimiz inhibitoriin 1600 uM’lik ara stogu DMSO icinde
hazirlandr. -20 °C’de saklandi. inhibisyon ortamunda 1 puM olacak sekilde diliie
edilerek kullanildi.

PD09805:
Toz halindeki inhibitoriin 9353,5 uM ara stogu hazirland1.

Resveratrol:

Toz halindeki resveratrolden, direk 151ga maruz birakmadan, 4,56 mg tartilip
500 uL’de ¢oziildii (40.000 uM). 50 uLlik aliquatlara boliiniip karanlikta +4 °C’de
saklandi. 4 hafta icerisinde aliquatlar kullanildi. ~ 1/1000 medyumla diliie edilerek
hiicrelere uygulandi.

3.6.3. Metod

Diiz kas hiicreleri 60 mm ve 100 mm petrilere pasajlandi ve % 60-70
yogunluga gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Normal glukoz inkiibasyonlar1 i¢in
normal glukozlu medyumla, yiiksek glukoz inkiibasyonlar: icin yiiksek glukozlu
medyumla hiicreler 48 saat inkiibe edildi. Ardirdan hiicreler gece boyu serum
icermeyen medyuma birakildi. Petriler deney planina uygun inhibitor ve aktivatorler
ile belirli zaman periyotlarinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu bitirmek icin buz
tizerinde medyum hizli sekilde aspire edildi. 1X PBS ile 2 kez yikandi. Buz
soguklugunda proteaz inhibitor kokteyl ve fosfataz inhibitorii iceren lizis
tamponunundan 200-400 pl eklendi. Hiicreler kuyucuklardan kaziyicis1 yardimiyla
kazind1 ve plastik tiiplere toplandi. Ultrasonik homojenizator ile 9000 rpm’de 10
saniye sonike edildikten sonra +4 °C’de 12500 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi.
Temiz siipernatan kismi western analizi i¢in kullanild.
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3.7. Protein Miktarimin Tayin Edilmesi

3.7.1 Mikro BCA (Bisinkoninikasit) Deney Kitinin Prensibi

Proteinlerin peptid baglart OH  iyonu varliginda Cu** iyonlariyla reaksiyona
girip Cu’-kompleksi olusturur. Cu’-kompleksi  bisinkoninikasit ile reaksiyona
girerek pembe renkli BCA- Cu* kompleksi’ni olusturur. Olusan pembe renk 562 nm
dalga boyunda spektrofotometre’de okunur.

Protein (peptid baglarr) + Cu* O—H> Tetradentat + Cu’- kompleksi

Cu*-kompleksi + Bisinkoninikasit (BCA) ==——p BCA-Cu" kompleksi
(Pembe renkli)

3.7.2. Protein Miktar Tayininda Kullanilan Standart Grafigin Hazirlanmasi

Satandart olarak kullanilan BSA (Bovine Serum Albumine) 0,2 mg/ml kitin
icinde hazir verildi. Bu stoktan diliisyonlar yapilarak standarlar hazirlandi.
Hazirlanan standartlar 200 pg/ml, 40 pg/ml, 20 ug/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml,
1 pg/ml, 0,5 pg/ml’dir.

Protein Ol¢iimii i¢in Kkitin i¢ginde hazir olarak verilen MA, MB, MC
soliisyonlar1 25:24:1 (v/v) oraninda karistirilarak working reagent (WR) hazirlandu.

96- kuyucuklu petrilere 100 ul standart ve 100 ul WR pipetlenerek karistirildi
ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. 2 saat inkiibasyon sonrasinda standartlar kendi
koriine karst 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede ayni anda okundu. Tim
protein standartlar1 ¢ift calisildi ve sonuglarm ortalamalar: alindi. Okunan absorbans
degerlerine gore standart grafigi cizildi (Sekil 3.1). Elde edilen dogru yardimiyla
sonuglar mililitredeki mikrogram protein miktar1 olarak saptandi.
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Sekil 3.1. Protein Standart Grafigi

3.7.3. Numunelerin Protein Miktar Tayini

Hiicre Kkiiltiirlerinden hazirlanan lizatlar protein tayini icin kullanildi.
Hazirlanan her bir lizattan 5 pl alinip 95 pl distile su ile tamamlanip numune 1:20
oraninda diliie edildi 100 pl numune iizerine 100 ul WR pipetlendi ve 37 °C’de 96-
kuyucuklu petrilerde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda numuneler cift
kontrollii olarak spektrofotometrede 562 nm’de koriine kars1 okundu. Elde edilen
absorbans degerleri, standart grafigin yardimi ile Orneklerin mililitresindeki
mikrogram protein miktarinin tayininde kullanildi. Sonuglar hesaplanirken diliisyon
orani olan 20 ile carpild.

3.8. SDS-PAGE ve Western immiinblot Analizi:

Rat aortik diiz kas hiicre kiiltiirlerinde normo-glukoz (NG) ve yiiksek-glukoz
(YG; HG) sartlarinda, Ang II uyarmm sonrasindaki pAkt, pERK ve pSTAT3
fosforilasyonlar1 ve resveratrolin bu proteinler iizerindeki etkileri western blot
teknigi uygulanarak belirlendi.

3.8.1. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Ayrisma jeli tamponu ( Resolving Buffer ) (1,5 M Tris pH 8,8):

Tris 9,085 g tartild1 ve 20 ml distile su icinde ¢oziildii, pH 1,5 M HCl ile 8,8’e
ayarland1 ve final hacim 50 ml’ye tamamlandi. 0,2 g SDS tartilip soliisyona eklenip
¢oziildii. Soliisyon +4 °C’de saklandu.
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Yiikleme jeli tamponu ( Stacking Buffer ) (0,5 M Tris, pH 6,8):

Tris 6,05 g ve 40 ml distile su i¢cinde ¢oziildii, pH 1 N HCl ile 8,8’e ayarland.
0,4 g SDS tartilip bu soliisyonda ¢oziildii. Soliisyon +4 °C’de saklandiginda 1 ay
stabildir.

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

Amonyum persiilfat (%10; APS):
Amonyum persiilfat 50 mg tartild1 ve 0,5 ml distile su i¢inde ¢6ziindil.

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

Jelin Hazirlanmasi ve Gerekli Kimyasallarin Miktar:
Bu calismada, ayrisma ve yiikleme kisimlarmdan olusan iki farkli akrilamid
jel kullanildu.

Ayrisma Jeli (%10 ve %12’lik):
Ayrisma Jeli Tablo 3.2’de gosterilen kimyasallarin belirtilen sekilde
karistirilmasi ile elde edildi.

Tablo 3.2. Ayrisma jeli tamponu ve miktarlar1

% 10 9012

Distile Su 3,125 ml 2,625

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

Akrilamid 2,5 ml 3,000

% 10 APS 0,025 ml 0,025

TEMED 0,005 ml 0,005
Yiikleme Jeli (%5):

Tablo 3.3° te verilen miktarlarin karistirilmasi ile elde edildi.
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Tablo 3.3. Yiikleme jeli tamponu ve miktarlari

% 5
Distile Su 1,525 ml
Stacking buffer (pH: 6,8) 0,625 ml
Akrilamid 0,325 ml
% 10 APS 0,0125 ml
TEMED 0,0025 ml

Jelin Dokiilmesi islemi

Jelin dokiilecegi camlar, iizerlerinde olabilecek partikiillerin jeli bozmamasi ve
proteinlerin diizgiin bir sekilde yiiriimesini saglamak i¢in distile su ile yikandi, %
70’1ik alkolden gecirildi ve kurutuldu.

Camlar hazirlanip jel yiikleme aygitma yerlestirildi. Ayrisma jelinin ilk 3
soliisyonu karistirilip ve 5 dakika beklendi. APS ve TEMED eklendikten hemen
sonra jel karistirilip camlar arasina iistten 1-1.5 cm kalacak sekilde dokiildii.

Jel oda 1s1sinda yaklasik 45 dakika sonra katilastr. Ust jelin (yiikleme jeli) ilk 3
soliisyonu karistirildi. Alt jelin {izerindeki distile su bosaltilarak kurutma kagidi
ile kurutuldu.

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

Ust jel oda 1sisinda tamamen donduktan (yaklasik 20 dakika) sonra camlar
kiskaclarin icerisinden ¢ikarildi.

Jelin igerisinde bulundugu camlar iizerinde kutuplarin bulundugu kiskaclarin
icine yerlestirildi ve elektroforez tankina alindi tizerlerine 1X Elektroforez
Calisma Tamponu (ERT) tamponu doldurulup taraklar ¢ikartildi.
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3.8.2. Elektroforez islemi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Leamli Tamponu (Loading Dye, 5X konsantre):

Laemli tamponu i¢in 10 ml gliserol, 10 ml % 10 SDS, 1,25 ml 1 M pH 6,8
Tris, 7,5 ml B-merkaptoetanol ve brom fenol blue karigtirtlip 50 ml distile suya
tamamlandi. Numune ile 1:5 oraninda diliie edilir.

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

Elektroforeze Konacak Orneklerin Hazirlanmasi:
e Protein miktarlari tayin edilmis lizatlar -20 °C’den alinarak buz iceren bir kaba
konuldu.

e Jel kuyusuna yiiklenecek olan 25 pl icerisinde 15-45 pg protein olacak sekilde
her numuneden cekilip lizis tamponu ile ayr1 bir tiipiin igerisinde 60 ul'ye

tamamland1. Uzerine 15 ul 5X laemli sample buffer pipetlenip vortekslendi.

e Hazirlanan Ornekler 5 dakika 1sitici bloklarda kaynatildi. Elektroforeze
yiiklenmeden Once oda sicakligina gelmesi beklendi.

Elektroforez Islemleri:
¢ Elektroforez jelinin ilk kuyucuguna protein markiri, devamina 6rnekler yiiklendi.

e Elektroforez 80 V, 65 mA’de SDS-PAGE’de yiiriitiildii.

e Yiikleme boyasi jelden ciktiginda elektroforez sona erdirildi. Yiikleme jeli
kesilerek atild1.

¢ Proteinleri iceren ayrrma jeli blotlama tamponuna konuldu. Bu asamadan sonra
jel, proteinlerin membrana transferi i¢in hazir hale geldi.
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3.8.3. Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Blotlama Tamponu (Bloting Buffer 1 L, 10X stok soliisyon):

Tris 12,11 g, 30 g glisin, 1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA) tartild:
ve 1 L distile suda c¢oziildii. Kullanim esnasinda 10X tampon 1X haline
doniistiiriiliirken % 10 metanol eklendi.

Metanol:
Transfer sirasinda membranin sismesi ve yapisan proteinlerin korunabilmesi
icin gereklidir.

Islemler:
e Nitroselilloz membran, blotlama kagitlar1 ve siingerler buz soguklugundaki
bloting tamponu ile 1slatild1 ve 10 dakika tamponda bekletildi.

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

e Siingerin lizerine blotlama kagid1 onun iizerine jel yerlestirildi.
e Jelin iizerin hava kabarcig1 kalmayacak sekilde nitroseliilloz membranla kapatildi.
e Uzerine blotlama kagid1 onun iizerine siinger konularak sandvi¢ tamamlandi.

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

e Tiim numuneler 1 saat 15 dakika +4 °C’ de 250 mA’ de blotlandu.

3.8.4. Membranlarin Antikor ile isaretlenmesi

Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10X konsantre):

TBS soliisyonu hazirlamak i¢in 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 ml distile
suda coziiniir. pH, HCl ile 7,4’e ayarlanir. Final hacim 1000 ml olarak distile su ile
tamamlandu.
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TBS (1X):
TBS stok soliisyondan (10X ) 100 ml alinip 1 L’ye tamamlandi.

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

% 5’ lik Siit Tozu Cozeltisi (Bloklama Cozeltisi):

%5’lik bloklama cozeltisi icin 0,5 g yagsiz siit tozu tartilarak 10 ml TBS
icerisinde ¢oziildii. Soliisyon 10 dakika magnetik karistiricida karistirilarak tam
¢Ozlinmesi saglandi.

Fosfo-p42/p44 MAPK Primer Antikoru:

Primer antikor -20 °C’de saklandi. Kullanim esnasinda 1:5000 diliisyon
kullanildi. 10 ml TBST icinde 0,5 g yagsiz siit tozu ¢oziindii ve 2 pl primer antikor
eklendi.

Fosfo-Akt Primer Antikoru:
Antikorun ana stogu -20 °C’de saklandi. Caligma soliisyonlarinda 1:1000
diliisyon kullanild1 ve antikor %5 BSA iceren 1X TBST de diliie edildi.

Fosfo-STAT3 Primer Antikoru:
Antikorun ana stogu -20 °C’de saklandi. Caligma soliisyonlarinda 1:1000
diliisyon kullanild1 ve antikor %5 BSA iceren 1X TBST de diliie edildi.

HRP (Horse -Radish Proksidaz) konjuge anti-mouse Ig G:

Enzim isaretli, fare kokenli sekonder antikor -20 °C’de saklandi. 1:2000
oraninda diliie edilerek kullanildi. MAPK icin bloklama soliisyonunda, Akt ve
STATS3 icin direkt TBST icerisinde ¢oziilerek kullanildi.

ECL (Enhanced Chemiluminescence):

ECL-1 ve ECL-2 olmak iizere kit icinde bulunan kromojenik soliisyon 1:1
oraninda kangtirlldi. Kit +4 °C’de saklandi ve kullanim esnasinda oda sicakligina
getirildi.
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Islemler:

v" Membran TBST ile yikandi ve membranin yiizeyini 6rtecek sekilde bloklama
¢oOzeltisi ilave edilerek 1 saat oda 1sisinda hafifce calkalandi.

v' TBST ile 10 dakika 3 kez yikand.

v/ Primer antikor ile membran tiim gece +4 °C’de inkiibe edildi.

v Inkiibasyon bitiminde membran 3 kez 5 dakika TBST ile yikandh.

v" Membran sekonder antikorun belirtilen ¢alisma diliisyonlarinda oda 1sisinda 2
saat calkalanarak inkiibe edildi.

v Inkiibasyonun ardindan membran 6 kez 5 dakika yikandu.
v' Membranlarmn fazla suyu alinarak hizli bir sekilde temiz ve diizgiin bir yiizeye
yerlestirildi. Uzerine 1:1 oraninda karistirillan ECL-1 ve ECL-2 tiim yiizeyi

kaplayacak sekilde yayild1 ve 5 dakika inkiibe edildi.

v Inkiibasyunun bitiminde membranlar kasete yerlestirilip olusan sinyaller filme
alind1.

3.8.5. Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi
Kullanilan Soliisyonlar:

Developer:
Developer 1:10 oraninda diliie edilerek kullanildi.

Fiksatif:
Fiksatif 1:10 oraninda diliie edilerek kullanildi.

Islemler:
v Kaset igerisindeki membranlarin iizerine karanlik odada film konuldu ve 10
dakika beklendi.

v" Siirenin sonunda kaset agildi ve film membranin iizerinden alinip karanlikta
developer icine konuldu. Filmin iizerinde sinyaller goriiniinceye kadar hafifce

salland1.

v" Daha sonra film developerdan alinip fiksatife konuldu.
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v' Fiksatiften ¢ikan film distile suyla yikandi ve kurumasi i¢in temiz bir yere asildi.
Filmler protein standartlarina gére degerlendirildi.

3.8.6. Sinyallerin Grafik Haline Doniistiiriilmesi ve Degerlendirilmesi

Filme aktarilan sinyaller, bilgisayar ortamimnda Windows 7 isletim sisteminde
calisan Scion Image (Beta 4.0.3 versiyonu) programu ile taranip Microsoft Office
Excel (2007) programu ile siitun grafigi grafik haline doniistiiriildii. Kontroliin band
yogunlugu 100 birim kabul edildi ve her gruptaki diger bandlar 100 birim {izerinden
degerlendirildi. Birbirinden bagimsiz yapilan en az 3 deneyin sonuglar: grafik haline
getirildi ve sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak gosterildi.

3.9. VDKH’lerinde Hiicre Proliferasyonlar1 Olgiimleri
3.9.1 WST-1 Deneyinin Prensibi

VDKH’lerinde uygulanan inhibitdor ve aktivatorlere cevap olarak degisen
hiicre proliferasyonlarinin saptanmasi i¢cin WST-1 Ol¢iimleri yapildi. Deneyin
prensibi, bir tetrazolyum tuzu olan WST-1’in [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4 disiilfofenil)-2H tetrazolyum], elektron tasiyici reaktif icerisinde mitokondriyal
siiksinat tetrazolium rediiktaz sistem varhiginda koyu kirmizi renkli formazana
indirgenmesi esasina dayanir (Sekil 3.2). Canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri
izerine kurulu bir sistem oldugu i¢in formazandan dolay1 olusan koyu kirmizi renk,
canl hiicre sayisiyla dogru orantilidir. Olusan kirmizi rengin yogunlugu 440 nm’de
(referans dalga boyu 600 nm) spektrofotometrede ol¢iiliir. Nonradyoaktif olan WST-
1 deneyi, hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi deneylerinde canli hiicrelerin
sayisinin tayin edilmesine izin veren hassas kolorimetrik bir 6l¢iim yontemidir.

AQlt 5 NAD*NADH '\@N E';]

N-“N\N _/

il EC-H E I N
N u\ /f N
S0OsMa - SOaNa

SChMa S0QaNa
WST-1 Formazan
(Agik Kirmizi) (Koyu Kirmizi)

Sekil 3.2.WST-1’in prensibi: WST-1, EC (elektron tasima reaktifi) ve RS (mitokondriyal siiksinat
tetrazolium rediiktaz sistem) bulundugu ortamda koyu kirmizi renkli formazan olusturur.
Olusan renk 440 nm’de spektrofotometrede okunur.
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3.9.2. WST-1’in Deney Prosediirii

v

Hiicreler Tripsin-EDTA ile flasktan kaldirilip 200g’de 5 dakika santrifiij
edilerek hiicre peleti elde edilir.

%10 FBS iceren medyum ile siispanse edilen hiicreler, 200 pul medyum
icerisinde 5.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96-kuyucuklu steril hiicre
kaplarma ekilir. 96-well icerisinde hiicrelerin bir kismi normal glukozlu (NG)
medyum ile ekilirken bir kismu yiiksek glukozlu (YG) medyumla ekilir ve 48
saatlik yiiksek glukozun On-inkiibasyonuna birakilmis olur.

Ardindan hiicreler serumdan yoksun NG ve YG’lu medyumla (%0,01 FBS
iceren) yikanip 100 ml NG ve YG’lu serum icermeyen medyum (SFM) i¢cinde
istenilen siire ve dozlarda (24 ve 48 saat; 50 ve 100 uM) resveratrol
inkiibasyonuna birakilir.

Resveratrol inkiibasyonunun ardindan hiicreler 100 ml serum icermeyen
medyum icerisinde 24 saat Ang II inkiibasyonuna birakilir. Ang II uyarimi
boyunca resveratrol ortamda tutulur.

Spesifik yolak inhibitorlerinin bulundugu ortamda Ang II uyarimi
arastirtlacaksa bu inhibitorler Ang II uyarimindan 30 dakika once ortama
eklenerek islem yapilr ve Ang II uyarimi boyunca istenilen
konsantrasyonlarda ortamda bulundurulur.

24 saatlik Ang II inkiibasyonunun bitmesinin ardindan tiim inkiibasyonlar
tamamlanir ve hiicre medyumlar1 100 mL taze SFM ile degistirilir. Uzerlerine
10 uL WST-1 pipetlenerek %5 CO, ve %95 nemlendirilmis hava iceren
inkiibatorde 37 °C’de 4 saat inkiibe edilir.

Canli hiicrelerde olusan koyu kirmizi formazanin absorbans degerleri,
mikroplate okuyuculu spektrofotometrede hiicre icermeyen koriine karsi
okunur. Proliferasyon ol¢iimleri, her bir deneyde iiglii tekrar olmak iizere,
birbirinden bagimsiz zamanlardaki dort farkli deneyle tekrarlanir.
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3.9.3. WST-I’in Deneyinin Sonuclarimin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel
Analizi

Hiicre proliferasyon olciimlerinde, her bir 96-kuyucuklu petri igindeki
gruplar, en az 3’er tekrarli calisilip kendi iclerinde ortalamalar: alind1 ve bir deney
seti olarak kabul edidi. Kontrol grubunun absorbansi 100 birim kabul edildi ve diger
gruplardaki proliferasyonlar % {iizerinden degerlendirildi. Birbirinden bagimsiz
zamanlarda yapilan en az 4 deney tekrarinin sonuglar1 Microsoft Office Excel 2007
yardimiyla grafik haline doniistiirtildii.

Hiicre Proliferasyon 6l¢iimii sonuglar1 ortalama deger + standart sapma olarak
gosterildi. Istatistiksel analizlerde SPSS 18 programi (Release 18.0.0) kullanilds.
Yapilan deneylerden elde edilen verilerin, gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmalarinda nonparametrik testlerden olan Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanildi. iki grup arasindaki istatistiksel kiyaslamalarda ise nonparametrik
testlerden Mann-Whitney U testi uygulandi. Elde edilen istatistiklerden p<0.05 ve
altindaki degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinositokimyasal Karakterizasyonu

Ratlarin torasik aortalarindan elde edilip primer Kkiiltiir ortamina aktarilan
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin safliklarmi1 ve dogru hiicre grubu olduklarmi
gosterebilmek amaciyla immiinositokimyasal boyamalar1 yapildi.

Izole edilen ve primer Kiiltiire aktarilan vaskiiler diiz kas hiicrelerine 2-3.
kusakta immiinositokimya teknigi uygulandi. Kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas
hiicreleri lamlar tizerinde iiretildi ve immunositokimyasal karakterizasyon i¢in uygun
preparatlar haline getirildi.

Immiino preparatlar1 3 gruba ayrilarak calisildi.

1. Kontrol Grubu: Immiinositokimyasal analizlerde kontrol amaciyla kullanildi.
Kontrol grup boyamalari, aktinlerdeki boyanmalarinin primer antikora spesifik
oldugunu gosterdi (Sekil 4.1A).

2. Izotip Kontrolii: Boyanmalarmn sekonder antikordan bagimsiz spesifik
boyanmalar oldugunu gosterebilmek amaciyla kullanildi (Sekil 4.1B).

3. a-Aktin Grubu: Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gosterebilmek amaciyla diiz
kas hiicrelerinin o-aktin’leri, VDK hiicrelerine spesifik o-aktin primer antikoruyla
boyandi. Preparattaki kirmizi boyali alanlar o-aktin’e spesifik diiz kas hiicrelerini
gostermektedir. Boyanmalar sonucunda tek bir hiicredeki o-aktin fiberleri net olarak
goriilmektedir (Sekil 4.1C). Boyanmalar1 genis alanda inceledigimizde hemen hemen
tamaminin o-aktin’le boyandiklar: goriilmektedir (Sekil 4.1D). Bu veriler izole edip
tirettigimiz hiicrelerin yiiksek saflikta diiz kas hiicresi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicre Kiiltiirlerinin immiinositokimyasal Karakterizasyonu. A,
kontrol grubu; B, izotip kontrolii; C ve D, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin o-aktin boyamalarimi
gostermektedir. Boyali alanlar kirmizi renkli goriinmektedir.

4.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Normal Glukoz (NG) ve Yiiksek Glukoz
(YG) Altinda Ang IT Uyarimiyla Aktive olan Sinyal Yolaklar

Kiiltiirii yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin immiinositokimya ile vaskiiler
diiz kas hiicresi olduklar: tespit edildikten sonra western blot teknigi uygulanmadan
once hiicre canliligi testleri uygulandi. Uretilen hiicrelerin % 99’nun canli
hiicrelerden olustugu tespit edildikten sonra hiicre cevaplarini standardize edebilmek
acisindan iiretilen hiicrelerin 3-15 arasi pasajlar1 deney asamasma alindi. Yiiksek
Glukozun 48 saatlik uygulamalarinda kiyaslayabilme acisindan aymi kusaktaki
hiicrelere es zamanli 48 saat normal glukoz uygulamalar1 yapildi. 48 saat inkiibasyon
bitiminde hiicreler tiim gece boyunca serum acligma birakildi ve uygulamalarin
tamami serumsuz medyumda gergeklestirildi. VDKH’leri NG ve YG ortaminda
pERK1/2 (p42/p44 MAPK), pAkt ve pSTAT3 proteinlerinin Ang II uyarimina
verdigi cevaplar western blot yontemiyle gosterildi.
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4.2.1. VDKH Kiiltiirlerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II’nin ERK1/2

Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

VDKH’leri 48 saat NG veya YG’lu medyumla inkiibe edilip serum
starvasyonu yapildiktan sonra 100 nM, 5 dakika Ang II ile uyarilip ERKI1/2
fosforilasyonlar1 incelendi. Sonuglarda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda Ang II
uyarimimin ERK1/2 fosforilasyonunu arttig1 goriildi. Hem NG hemde YG’lu
ortamda Ang II uyarimma cevaben ERKI1/2 fosforilasyonu saptandi ve YG’lu
ortamda bu artis daha belirgindi. Ang II uyarimi olmadan sadece yiiksek glukozun
kendisi de ERK1/2 fosforilasyonunda artisa neden oldu (Sekil 4.2). Bu sonuglar tek
basma yiiksek glukozun ERK1/2 fosforilasyonuna neden oldugunu Ang II uyarimi
altinda bu artisin belirginlestigini gostermektedir.

NG YG

- pERK 1 (Thr83)
1- pERK 2 (Tyri8%)

F |- B Aktin

Sekil 4.2. VDKH’lerinde NG ve YG ortaminda Ang I’'nin pERK1/2 iizerine etkisi. VDKH
kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda 100 nM, 5 dakika Ang I’nin etkileri incelendi.
pERK1/2’ nin YG ve Ang II varliginda arttig1 saptandi. Bulgu yapilan 3 deneyden bir
tanesini gostermektedir.

Elde ettigimiz western blot sonuclar1 taranip grafige aktarildi. NG-Kontrol
grubunun band yogunlugu 100 birim kabul edildi ve diger bandlardaki degisiklikler
bu kontrolle karsilastirildi. Sonuclar ortalama deger + standart sapma (X # SD)
olarak gosterildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. VDKH’lerinde NG ve YG ortaminda Ang II’nin pERK1/2 iizerine etkisinin grafiksel
gosterimi. VDKH’leri NG ve YG ortamda, 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarilip ERK1/2
fosforilasyonlar1 incelendi. Bulgularimizda Ang II ve YG’un ERKI1/2 fosforilasyonunda

artisa neden oldugunu goriilmektedir. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuclar X
+ SD olarak gosterildi (n=3).

4.2.2. VDKH Kiiltiirlerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang I’nin Akt

Fosforilasyonuna Etkileri

VDKH hiicreleri %25 yogunlukla kiiltiir kaplarina ekildikten sonra %50-60
yogunluga gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Istenilen yogunluk saglaninca
hiicreler es zamanli 48 saat normal glukoz veya yiiksek glukozlu standard medyumla
beslendi. Hiicreler 48. saatin bitiminde, tiim gece boyunca, NG veya YG’lu
serumdan yoksun medyumla inkiibe edildi. Ertesi giin 100 nM, 5 dakika Ang II ile
uyarilip hiicre lizatlar1 hazirlandi. Esit protein konsantrasyonlarinda western blot
teknigiyle Akt fosforilasyonlar: incelendi. Sonuclarimizda Ang II ve yiiksek
glukozun Akt fosforilasyonunda artisa neden oldugunu goriildi. Ang II'nin
kullandigimiz  siire ve konsantrasyonu literatiir ile uyumlu ve Akt
fosforilasyonunundaki artiglar1 gérebilmek i¢in yeterli diizeydeydi. Yiiksek glukozla
beslenmis hiicrelerdeki Ang II uyarimlar1 (YG-Ang II), NG-Kontrol, NG-Ang II ve
YG-Kontrole kiyasla daha yiiksekti (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. VDKH’lerinde NG ve YG ortaminda Ang I’nin pAkt iizerine etkisi. VDKH
kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda 100 nM, 5 dakika Ang II'nin Akt fosforilasyonu iizerine
etkileri incelendi. pAkt’yi YG ve Ang II'nin arttirdig1 saptandi. Bulgu yapilan 3 deneyden bir
tanesini gostermektedir.

Birbirinden bagimsiz zamanlarda yapilan en az 3 tekrardan elde edilen veriler
taranip grafik ortamina aktarildi ve sonuclar ortalama deger + standart sapma olarak
gosterildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. VDKH’lerinde NG ve YG ortamda Ang II’nin pAkt iizerine etkisinin grafiksel
gosterimi. VDKH’leri NG ve YG ortamda, 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarilip Akt

fosforilasyonlar1 incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD
olarak gosterildi (n=3). Bulgularimiz Ang II ve YG’un Akt fosforilasyonunda artisa neden
oldugunu gostermektedir.

4.2.3. Primer VDKH Kkiiltiirlerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II Uyariminin
STATS3 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri
VDKH Kkiiltiirlerinde NG veya YG ile 48 saat inkiibe olan hiicrelerde Ang
I'nin etkilerini gorebilmek i¢in hiicrelerin STAT3 fosforilasyonlar1 western blot
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yontemiyle arastirildi. Sonuglarimizda yiiksek glukoz ile 48 saat beslenen hiicrelerin
STAT?3 fosforilasyonlarmin normal glukoz ile beslenenlere kiyasla arttigi goriildii.
Ang II uyarim1 (100 nM, 5 dakika) hem NG hemde YG’da STAT?3 fosforilasyonunu
arttird (Sekil 4.6).

- pSTAT3 (Tyr’%)

Ang ll

- B Aktin

Sekil 4.6. VDKH’lerinde NG ve YG ortamunda Ang II’nin pSTATS3 iizerine etkisi. VDKH
kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda 100 nM, 5 dakika Ang II'nin STAT3 fosforilasyonu
tizerine etkileri incelendi. YG ve Ang II uyarimi altinda STAT3 fosforilasyonunda artis
gozlendi. Bulgu yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.

VDKH kiiltiirlerinde NG ve YG ortamda Ang II’'nin STAT3 fosforilasyonuna
etkilerini gosteren birbirinden bagimsiz 3 westen blot sonucu taranip grafige
aktarildi. NG-Kontrol grubunun band yogunlugu 100 birim kabul edildi ve diger
bandlardaki degisiklikler bu kontrolle karsilastirildi. Sonuglar ortalama deger +
standart sapma olarak gosterildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. VDKH’lerinde NG ve YG ortamda Ang II’'nin pSTAT3 iizerine etkisinin grafiksel
gosterimi. VDKH’leri NG ve YG ortamda, 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarilip STAT3
fosforilasyonlar1 incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve yapilan en az 3
bagimsiz deneyin sonuglar1 grafik haline getirildi. Sonuglar X +SD olarak gosterildi (n=3).
Bulgularimiz Ang II ve YG’un STAT3 fosforilasyonunda artisa neden oldugunu
gostermektedir.
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4.3. VDKH Kiiltiirlerinde Normal Glukoz ve Yiiksek Glukoz Altinda Ang II
Uyarnmyla Aktive olan Sinyal Yolaklarinda AT1 ve EGFR
Reseptoriiniin Etkileri

Vaskiiler diiz kas hiicreleri kiiltiire edildikten sonra standart normal glukozlu
medyumla beslendi. YG etkilerini incelemek i¢in 100 mm hiicre petrilerine alinan
hiicreler %50-60 yogunluga gelince 48 saat YG’lu medyum inkiibasyonuna birakildi.
Bu hiicreleri NG ile beslenen hiicrelerle kiyaslayacagimiz igin, aym: kusaktaki
hiicreler de 48 saat NG iceren medyumla beslendi. 48. Saatin bitiminde hiicre
petrileri tim gece boyu NG veya YG’lu serum icermeyen medyumla serum
starvasyonuna birakildi. Ertesi sabah hiicrelere 30 dk ATI1 reseptdr antagonisti
losartan (10 pM) ve EGFR reseptor inhibitorii AG1478 (1 uM) uygulandi ve
ardindan 100 nM Ang II ile 5 dakika hiicreler uyarildi. Hiicrelerin lizatlar1
hazirlandiktan sonra protein Olciimleri yapildi ve western blot yontemiyle ERK1/2,
Akt ve STAT3 fosforilasyonlar1 incelendi.

4.3.1. VDK Hiicrelerinde NG ve YG’lu Ortamda Reseptor Inhibitorlerinin Ang

II Uyarimh ERK1/2 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II
uyarimma cevaben ERKI1/2 fosforilasyonlar: incelendi. Sonuglarimizda NG’lu
ortamda ATI reseptor antagonisti losartann Ang II uyarimli ERKI1/2
fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskiladigi goriildii. EGFR inhibitorii AG1478
ise Ang II uyarimhi ERK1/2 fosforilasyonunu diisiirdii ancak bu diisiis NG-kontrol
seviyesinden yiiksekti. Bu veriler bize NG’lu ortamda Ang II uyarimli ERK1/2
fosforilasyonunda, Ang II artisinin temel reseptoriiniin AT1R oldugunu, EGFR
transaktivasyonun ise var oldugunu ancak ikincil sirada kaldigini diisiindiirmektedir.
YG sartlarinda ise hem losartan hem de AG1478 Ang II uyarim: ortamda olmasina
karsin ERK1/2 fosforilasyonunu kontrol seviyelerinin altina diisiirmiistiir. Bu
bulgular YG sartlarinda da NG sartlarindakine benzer sekilde Ang II uyariminin
ATIR iizerinden gerceklestigini gostermektedir. Ancak YG’da AG1478 inhibitorii
olan hiicrelerdeki diisiisiin losartan’dan daha fazla olmasi yiiksek glukoz sartlarinda
EGEFR reseptoriiniin 6n plana ¢iktigini ve biiylime sinyallerinin bu reseptor iizerinden
isledigini diisiindiirmektedir. Ayrica YG sartlarininda AT1 reseptoriiniin EGFR
transaktivasyonunu arttirdig: diistiniilebilir (Sekil 4.8 ve 4.9).

43



- pERK 1 (Thr83)

B e —— A

- + + + = 4+ 4+ + Angu

= - + - - - + - Losartan
- - - + - - - + AG 1478

- P Aktin

Sekil 4.8. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh
ERK1/2 fosforilasyonu iizerine etkisi. VDKH Kkiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda AT1R
antagonisti losartan (10 uM, 30 dakika) ve EGFR inhibitorit AG1478 (1 uM, 30 dakika)’in
Ang IT uyarimi altinda (100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu iizerine etkileri incelendi.
Bulgu yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.

VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonu iizerine reseptor
inhibitorlerinin etkileri ile ilgili en az 3 bagimsiz western blot bandi taranip grafige
aktarildi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve sonuglar ortalama
deger+standart sapma olarak gosterildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh
ERK1/2 fosforilasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve
YG sartlarinda AT1R antagonisti losartan (10 uM, 30 dakika) ve EGFR inhibitorii AG1478
(1 uM, 30 dakika)’in Ang II uyarimi altinda (100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu
tizerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD olarak
gosterildi (n=3).
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4.3.2. VDK Hiicrelerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II’nin Uyarinu Altinda

Reseptor inhibitorlerinin Akt Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

VDKH Kkiiltiirlerinin 48 saatlik NG ve YG inkiibasyonlar1 tamamlandiktan
sonra AT1R antagonisti losartan ve EGFR inhibitorii AG1478’in Ang II uyarimli Akt
fosforilasyonu iizerine etkileri western blot yontemiyle arastirildi. Sonuglarimizda
NG’lu ortamda losartanin, Ang II uyarimli Akt fosforilasyonunu kontrol seviyesine
kadar baskiladigi goriildi. AG1478’in ise Ang II uyarimi sonucu artan Akt
fosforilasyonunu azalttig1 saptandi. YG’lu ortamda ise losartan Akt fosforilasyonunu
Y G-kontrolii seviyesine diisiirdii. Bu diisiis YG’da olusan Ang II uyariminin AT1R
tizerinden gerceklestigini gostermektedir. YG’da Ang II uyarimi altinda AG1478
uygulanan hiicrelerdeki NG- kontrol seviyesine kadar olan diisiis, yiiksek glukozdan
kaynaklanan Akt fosforilasyonundaki artigin temelde biiylime faktor reseptorlerinden
kaynaklandigin1 gostermektedir (Sekil 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.10. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh Akt
fosforilasyonu iizerine etkisii. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda ATIR
antagonisti losartan (10 uM, 30 dakika) ve EGFR inhibitoriit AG1478 (1 uM, 30 dakika)’in
Ang I uyarimi altinda (100 nM, 5 dakika) Akt fosforilasyonu iizerine etkileri incelendi.
Bulgu birbirinden bagimsiz 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.

VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II uyarimli Akt fosforilasyonu iizerine reseptor
inhibitorlerinin etkilerini gosteren 3 bagimsiz western blot sonucu taranip grafige
aktarildi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve sonuglar ortalama deger +
standart sapma olarak gosterildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh Akt
fosforilasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG
sartlarinda AT1R antagonisti losartan (10 uM, 30 dakika) ve EGFR inhibitorii AG1478 (1
uM, 30 dakika)’in Ang II uyarimi altinda (100 nM, 5 dakika) Akt fosforilasyonu iizerine

etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X + SD olarak
gosterildi (n=3).

4.3.3. VDK Hiicrelerinde NG ve YG Ortaminda Ang II’nin Uyarinm Altinda

Reseptor inhibitorlerinin STAT3 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

VDKH Kkiiltiirlerine uygulanan NG ve HG inkiibasyonlarinin ardindan ATIR
antagonisti losartan ve EGFR inhibitorii AG1478’in Ang II uyarimhi STAT3
fosforilasyonu iizerine etkileri western blot yontemiyle arastirildi. Elde ettigimiz
bulgularda NG’lu ortamda hem losartanin hemde AG1478 Ang II uyarimli STAT3
fosforilasyonunu kontrol seviyesine kadar diisiirdiigii goriildi. Bu bulgu Ang II
uyarimmi ATl reseptorii lizerinden gergeklestigini  goOsterirken, STAT3
fosforilasyonunda ATI1R kadar biiyiime faktor reseptorlerininde etkili oldugunu
diisiindiirmektedir. YG’lu ortamda ise Ang II uyarimi altinda hem losartan hem de
AG1478 uygulanan hiicrelerde STAT3 fosforilasyonlar1 HG-Kontrol seviyesine
kadar diigmiistiir. Bu bulgular yiiksek glukozla beslenen hiicrelerde Ang II uyarimi
altinda her iki reseptoriinde etkili oldugunu gostermektedir (Sekil 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.12. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh
STAT3 fosforilasyonu iizerine etkisi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda AT1R
antagonisti losartan (10 uM, 30 dakika) ve EGFR inhibitorii AG1478 (1 uM, 30 dakika)’in
Ang II uyarmmi altinda (100 nM, 5 dakika) STAT3 fosforilasyonu {izerine etkileri
incelendi. Bulgu birbirinden bagimsiz 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.)

Birbirinden bagimsiz elde edilen ve VDKH Kkiiltiirlerinde reseptor
inhibitorlerinin STAT3 fosforilasyonuna etkilerini gosteren en az 3 deneyin sonuglart
taranip grafik haline getirildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh
STATS3 fosforilasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde, NG
ve YG sartlarinda ATIR antagonisti losartan (10 uM, 30 dakika) ve EGFR inhibitorii
AGl1478’in (1 uM, 30 dakika) Ang II uyarimi altinda (100 nM, 5 dakika) STAT3
fosforilasyonu iizerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi.

Sonuglar X + SD olarak gosterildi (n=3).
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4.4. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Normal Glukoz ve Yiiksek Glukoz Altinda
Ang II Uyarimiyla Aktive olan Sinyal Yolaklarina Resveratroliin Etkileri

Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde, normal ve yiiksek glukoz altinda, Ang
II uyarimi sonucu aktiflesen ERK1/2, Akt ve STAT3 fosforilasyonu iizerine
resveratroliin etkileri western blot yontemiyle incelendi. Standart olarak izole edilip
tiretilen VDK hiicreleri 48 saat NG’lu ve es zamanli YG’lu medyumla beslenip,
yiikksek glukoz inkiibasyonlar1 uygulandi ve ardindan biitiin gece starvasyonuna
birakildi. Serum icermeyen ortamda hiicreler 30 dakika 50 uM resveratrole maruz
birakildi ve ardindan 100 nM konsantrasyonda ve 5 dakika siireyle Ang II ile
uyarildi. Tim inkiibasyonlar bittiginde hiicre lizatlar1 hazirlandi ve protein
konsantrasyonlar1 Olciilip western blot yontemiyle ERK1/2, Akt ve STATS3
fosforilasyonlar1 incelendi.

4.4.1. VDK Hiicrelerinde NG ve YG’lu Ortamda, Ang II Uyarini Altinda,

Resveratroliin ERK1/2 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

NG ve YG altinda Ang II uyarimu ile aktiflesen ERK1/2 fosforilasyonuna 50
uM ve 100 uM (sonuglar1 gosterilmemistir) konsantrasyonda, 30 dakika siireyle
uygulanan resveratroliin etkileri incelendi. Sonuglarimizda, Ang II uyarimi
sonucunda olusan ERK1/2 fosforilasyonunu teyit edebilmek icin spesifik ERK1/2
inhibitoric PD098059 (30 dakika, 1 puM) - Ang Il uyarimindan 6nce - ortama
eklenmis ve ERKI1/2 fosforilasyonunun kontrol grubu olarak kullamilmstir.
Bulgularimiz NG ve YG sartlarda, PD098059’un Ang II uyarimli ERKI1/2
fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskiladigini gostermektedir (Sekil 4.14).

NG Sartlardaki verilerimizde; Ang II uyariminin ERK1/2 fosforilasyonuna
neden oldugunu, resveratrol uygulamasiyla ERK1/2 fosforilasyonunda herhangi bir
degisiklik olmadigi (sinyalin kontrol seviyesinde kaldigini) goézlendi. Ang II
uyarimyla birlikte ortamda RV bulunmasi durumunda ise; RV’nin Ang II uyarimla
ERK1/2 fosforilasyonunu baskilamadig1 saptandi. YG’lu sartlarda ise; resveratrol
tek basina uygulandiginda ERK1/2 fosforilasyonu NG-Kontrol seviyesine kadar
diistii. Bu veri bize YG nedeniyle olusan ERK1/2 fosforilasyonunu, resveratroliin
baskilayabildigini diisiindiirmektedir. Ortamda Ang II ve resveratroliin birlikte
oldugu hiicrelerde ise resveratroliin bu etkisi tamamen ortadan kalkmis gibi
goriiniirken, hiicreler Ang II uyarimina tam olarak cevap verebilmektedir (Sekil
4.15).
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Sekil 4.14. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda resveratrolim Ang II uyarnmh ERK1/2
fosforilasyonu iizerine etkisi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda ERK1/2
inhibit6rii PD’nin (1 uM, 30 dakika) ve resveratroliin (50 pM, 30 dakika) Ang II uyarimli
(100 nM, 5 dakika) ERKI1/2 fosforilasyonu iizerine etkileri incelendi. Bulgular
birbirinden bagimsiz 3 deneyden bir tanesini gostermektedir.

Birbirinden bagimsiz elde edilen 3 deneyin sonuclar1 taranmip grafik haline
getirildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda RV’nin Ang II uyarnmh ERK1/2
fosforilasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG
sartlarinda ERK1/2 inhibitorii PD’nin (1 uM, 30 dakika) ve resveratroliin (50 uM, 30
dakika) Ang II uyarimli (100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu iizerine etkileri

incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X + SD olarak gosterildi
(n=3).

Bu bulgular bize NG ve YG’lu ortamda Ang II uyarimhi ERKI1/2
fosforilasyonuna resveratroliin bir inhibisyon etkisi olmadigmni gostermektedir.
Bununla birlikte yiiksek glukoz nedeniyle artan ERKI1/2 fosforilasyonunda
resveratroliin inhibitor etki olusturdugu diisiiniilmektedir.

4.4.2. VDK Hiicrelerinde NG ve YG Ortamda Ang II Uyarmm Altinda
Resveratroliin Akt Fosforilasyonu Uzerine Etkileri
VDKH kiiltiirlerinde Ang II uyarimi sonuca aktiflesen Akt fosforilasyonuna
resveratroliin etkileri NG ve YG ortamda arastirildi. Bulgularimizda 100 nM, 5
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dakika Ang II uyariminin Akt yolunu aktiflestirdigi, YG’lu ortamda bu aktivasyonun
daha yiiksek oldugu saptand1 (Sekil 4.16).

Resveratrol (50 uM, 30 dakika) uygulamasi her iki ortamda da Akt
fosforilasyonunu kontrol seviyesinin altina diisiirdii. Ang II ve RV’nin birlikte
uygulanmasi durumunda ise Akt fosforilasyonu, tek basina RV’de oldugu gibi,
kontrol seviyesinin altindaydi. Sonuclarimizda, NG ve YG’lu ortamda Ang II
uyarimi sonucu aktiflesen Akt fosforilasyonunda resveratroliin tam bir inhibisyon
etkisinin oldugu, Ang II uyarim: olmadan da resveratroliin Akt fosforilasyonu
kontrol seviyesinin altma diisiirdiigii gosterilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda Resveratrolin Ang II uyarnmh Akt
fosforilasyonu iizerine etkisi. VDKH Kkiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda resveratroliin
(50 uM, 30 dakika) Ang II uyarimli (100 nM, 5 dakika) Akt fosforilasyonu iizerine
etkileri incelendi (bulgular birbirinden bagimsiz 3 deneyden bir tanesini gostermektedir).

Farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz 3 deneyin sonuglar1 taranip grafik
haline getirildi ve bulgular ortalama deger + standart sapma olarak gosterildi (Sekil
4.17).
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Sekil 4.17. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda Resveratrolin Ang II uyarnmh Akt
fosforilasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG
sartlarinda resveratroliin (50 uM, 30 dakika) Ang II uyarimhi (100 nM, 5 dakika) Akt
fosforilasyonu iizerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi.

Sonuglar X + SD olarak gosterildi (n=3)
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4.4.3. VDK Hiicrelerinde NG ve YG Ortamda Ang II Uyarnm Altinda
Resveratroliin STAT3 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri
VDK primer hiicre kiiltiirlerinde NG ve YG ortamda Ang II uyarimli STAT3
fosforilasyonu iizerine resveratroliin etkileri western blot yontemiyle incelendi. Ang
I’nin 100 nM konsantasyonu 5 dakika, resveratroliin ise 50 uM konsantrasyonu, 30
dakika uygulandi. Her iki maddenin birlikte uygulandig: hiicrelerde resveratrol Ang
II’den 6nce uygulandi.

Bulgularimizda resveratroliin tek basmna uygulandigi hiicrelerde STAT3
fosforilasyonunun her iki ortamda da kontrol seviyesine yakin oldugu ve
resveratroliin Ang II uyarimi olmadan inhibisyon etkisinin olmadig1 gozlendi. NG
ortamda; Ang II ile birlikte RV’nin oldugu hiicrelerde, RV, Ang II uyarimli STAT3
fosforilasyonunu kismi olarak diisiirdii. YG’lu ortamda ise; RV, Ang II uyariml
STATS3 fosforilasyonunu kontrol seviyelerine kadar baskiladi (Sekil 4.18). Bu veriler
bize YG’lu ortamda Ang II uyarimli STAT3 fosforilasyonu iizerine resveratroliin
inhibitor etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.18. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda resveratrol’nin Ang II uyarnmh STAT3
fosforilasyonu iizerine etkisi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG sartlarinda resveratroliin
(50 uM, 30 dakika) Ang IT uyarimh (100 nM, 5 dakika) STAT3 fosforilasyonu iizerine
etkileri incelendi (bulgular birbirinden bagimsiz 3 deneyden bir tanesini gostermektedir).

Farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz 3 deneyin sonuclar1 taranip grafik
haline getirildi ve bulgular ortalama deger+standart sapma olarak gosterildi (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda resveratrol’nin Ang II uyarnmh STAT3
fosforilasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde, NG ve YG
sartlarinda resveratroliin (50 uM, 30 dakika) Ang II uyarimli (100 nM, 5 dakika) STAT3
fosforilasyonu iizerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi.

Sonuglar X +SD olarak gosterildi (n=3).

4.5. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Yiiksek Glukozun Hiicre Proliferasyonu
Uzerine Etkileri

VDKH Kkiiltiirlerinde yiiksek glukozun hiicre proliferasyonu iizerine etkileri
incelendi ve kontrol grubu olarak normal glukozla beslenen hiicreler kullanildi.
Standart olarak izole edilip iiretilen hiicrelerde, glukozun etkilerini incelemek igin,
aynt flasktan alman esit sayidaki (5.000 hiicre/kuyu) hiicrenin bir kismi 96
kuyucuklu petrilere NG’lu medyumla bir kismida YG medyumla ekildi. Hiicrelerin
tutunup cogalmasi icin 48 saat inkiibasyon uygulandi. Siirenin bitiminde hiicrelerin
medyumlar1 % 0,1 FBS iceren NG veya YG medyumla degistirildi ve 48 saat daha
inkiibe edildi. Bu islem 48 saat resveratrol ve 24 saatlik Ang II uygulamasi icin
gecen siirenin toplamina esit olarak uygulandi. Amacimiz resveratrol ve Ang II
uygulamalari siiresince hiicre proliferasyonunundaki degisiklikleri de gérebilmekti.

Tiim bu uygulamalarin ardindan hiicre proliferasyonlar1 WST-1 yontemiyle
oOlciildii. Elde edilen absorbans degerlerinden kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve
diger grublar 100 iizerinden degerlendirildi. Her bir deney seti kendi icerisinde en az
3 tekrardan olustu ve birbirinden bagimsiz en az 4 deney tekrarm sonuglari
degerlendirildi.

Sonuglarimizda yiiksek gukozun, normal glukozlu kontrol grubuna kiyasla
hiicre proliferasyonunda % 40 gibi bir artisa neden oldugu saptandi. Hiicre
proliferasyonundaki bu artig istatistiksel olarak da anlamliydi (p< 0.013) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. VDKH’lerinde YG’un hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi.
VDKH Kiiltiirlerinde hiicre proliferasyonu iizerine NG (5,5 mM) ve YG (25 mM) etkileri
incelendi. YG’lu ortamda hiicre proliferasyonunda artis izlendi * p< 0.013. NG-Kontrol

grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD olarak gosterildi (n=4).

4.6. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Normal Glukoz ve Yiiksek Glukozun Ang
II Uyarimh Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri
VDKH’lerindeki proliferasyonu takip edebilmek icin, hiicreleri 48 saat NG ve
YG medyumla beslendikten sonra % 0.1 FBS iceren DMEM’le medyumlar:
degistirildi ve 24 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda hiicrelere 100 nM, 24 saat Ang
IT uygulandi. Sonuglar kendi kontrol gruplariyla karsilastirildi. Bulgularin anlamlillik
derecesi Kruskall-Wallis testine gore p<0.006’dur.

Bulgularimizda NG ve YG ortamda Ang II uyarimimin hiicre
proliferasyonunu arttirdig1 gozlendi ve bu artis kendi kontrol gruplarmma kiyasla
anlamli bulundu p<0.05. YG uygulamasi da, daha onceki verilerimizde gosterdigimiz
gibi, NG kuyasla hiicre proliferasyonunda artisa neden oldu p<0.05 (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. VDKH’lerinde NG ve YG’un Ang II uyarimh hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin
grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde NG (5.5 mM, 48 saat) ve YG (25 mM, 48
saat) ortamda Ang I'nin (100 nM, 24 saat) hiicre proliferasyonu {iizerine etkileri
incelendi. Ang II’nin her iki ortamda da hiicre proliferasyonunu arttirdigi gozlendi *

p<0.05. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD olarak gosterildi
(n=4).

4.7. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Normal Glukoz ve Yiiksek Glukozlu
Ortamda Reseptor Inhibitorlerinin Ang II Uyarimh Hiicre Proliferasyonu
Uzerine Etkileri

Normal glukoz ve yiiksek glukozlu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang 11

uyarimh hiicre proliferasyonu iizerine etkilerini ortaya koymak i¢cin VDKH’leri 48
saat NG ve YG’lu medyum uygulamasmin ardindan, % 0.1’lik FBS iceren
medyumla beslendi. Ang II uygulamasi yapilmadan 30 dakika once hiicrelere AT1R
antagonisti losartan (10 uM) ve EGFR blokorii AG1478 (1 uM) eklendi. Siirenin
sonunda Ang II ile (100 nM, 24 saat) hiicreler uyarild1 ve hiicre proliferasyonlar:
incelendi.

NG’Iu ortamda kontrol grubuyla karsilastirildiginda, reseptor inhibitorleri
losartan ve AG1478’in Ang II uyarimli hiicre proliferasyonunu kontrol seviyesine
kadar baskiladig1 gozlendi (Sekil 4.22) (p<0.05). NG ortamdaki sonuglarin Kruskall-
Wallis testine gore anlamlilik derecesi p<0.04 tiir.
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Sekil 4.22.

VDKH’lerinde NG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarimh hiicre
proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH Kkiiltiirlerinde NG (5.5
mM, 48 saat) ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II (100 nM, 24 saat) uyarimli hiicre
proliferasyonu iizerine etkileri incelendi. Ang II uyarimindan 30 dakika Once ortama,
ATIR antagonisti losartan (Los) (10 uM) ve EGFR blokoriit AG1478 (AG) (1 uM)
eklendi. Her iki inhibitoériinde Ang II uyarimli proliferasyonu kontrol seviyesine
baskiladig1 gozlendi # p<0.05. * p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar

X +SD olarak gosterildi (n=4).

YG’lu ortamda ise kendi kontrol grubuyla karsilastirildiginda, ATIR
antagonisti losartan Ang II uyariml proliferasyonu kontrol seviyelerine baskilarken

p<0.05,

EGFR inhibitorii AG1478 Ang II uyarimli proliferasyonu kontrol

seviyesinin altina disiirmiistiir p<0.05 (Sekil 4.23). YG ortamdaki sonuglarin
Kruskall-Wallis testine gore anlamliliklar: p<0.02’dir.
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Sekil 4.23. VDKH’lerinde YG’lu ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II uyarmmh hiicre

proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH kiiltiirlerinde YG (25
mM, 48 saat) ortamda reseptor inhibitorlerinin Ang II (100 nM, 24 saat) uyarimli hiicre
proliferasyonu iizerine etkileri incelendi. Ang II uyarimindan 30 dakika Once ortama,
ATIR antagonisti losartan (Los) (10 uM) ve EGFR blokoriit AG1478 (AG) (1 uM)
eklendi. Her iki inhibitoriinde Ang II uyarimli proliferasyonu baskiladigir gozlendi #
p<0.05. * p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD olarak
gosterildi (n=4).
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4.8. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Normal Glukozlu Ortamda Resveratroliin
Ang II Uyarimh Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

VDK hiicrelerinde Ang II uyarimli hiicre proliferasyonu iizerine resveratroliin
etkilerini incelemek icin 96 kuyucuklu petrilere ekilen VDK hiicreleri (5.000
hiicre/kuyu) 48 saat NG medyumla beslendi. 48 saatin sonunda hiicre medyumlar1 %
0.1 FBS iceren NG-DMEM'’le degistirildi. Serum icermeyen ortamda resveratrol’nin
50 uM ile 100 uM konsantrasyonun etkileri, 24 ve 48 saatlik 6n inkiibasyonlar
olmak iizere incelendi. Siirenin bitiminde hiicreler 100 nM Ang 11 ile 24 saat uyarildi.
Tiim inkiibasyonlarin sonunda hiicrelerin medyumlar1 100 pL taze medyumla
degistirilip 10 pL WST eklendi. 4 saat sonra okunan absorbanslarla hiicre
proliferasyonlar1 incelendi. NG ortamdaki bulgularin Kruskall-Wallis testine gore
anlamlilik derecesi p<0.002’dir.

Bulgularimizda NG ortamda resveratrol’nin 24 saatlik 6n inkiibasyonunu
gosteren deneylerde; Kontrol grubuyla karsilastirildiginda Ang II uyarimmin (100
nM, 24 saat) hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gozlendi p<0.05. Resveratroliin 50 ve
100 uM’lik konrol gruplari ile kontrol grubu ayni seviyedeydi. Resveratroliin Ang 11
ile birlikte uygulandig: hiicrelerde ise, RV nin her iki konsantrasyonunda da Ang II
uyarimli hiicre proliferasyonunun azaldig1 gézlenmistir p<0.05 (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. VDK hiicrelerinde NG’lu ortamda 24 saatlik Resveratrol 6n inkiibasyonun Ang II
uyarmmh hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH
kiiltirlerinde NG (5,5 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarimli hiicre
proliferasyonu iizerine RV’nin (50 uM ve 100 uM) 24 saatlik 6n inkiibasyonunun etkileri
incelendi. RV’nin her iki konsantrasyonda da Ang II uyarimli proliferasyonu baskiladigi

gozlendi # p<0.05. * p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD
olarak gosterildi (n=4).

Bulgularimizda NG ortamda, 48 saatlik RV 0n inkiibasyonunu gosteren
deneylerde; Ang II uyarimi (100 nM, 24 saat) ile kontrol grubu karsilastirildiginda
hiicre proliferasyonunun arttig1 saptanmistir p<0.05. Resveratroliin Ang II ile birlikte
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uygulandig1 hiicrelerde; Ang II uyarimli hiicre proliferasyonu, RV’nin 50 uM
konsantrasyonunda azalirken 100 uM’lik uygulamalarda, kontrol seviyesinin altina
diismiistiir p<0.05 (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. VDK hiicrelerinde NG’lu ortamda 48 saatlik Resveratrol 6n inkiibasyonun Ang II
uyarmmh hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH
kiiltiirlerinde NG (5,5 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarimli hiicre
proliferasyonu iizerine RV’nin (50 uM ve 100 uM) 48 saatlik 6n inkiibasyonunun etkileri
incelendi. 50 uM RV, Ang II uyarimli proliferasyonu baskilarken, 100 uM RV kontrol
seviyesinin altina diistirmiistiir. # p<0.05. * p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi.

Sonuglar X +SD olarak gosterildi (n=4).

4.9. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Yiiksek Glukozlu Ortamda Resveratroliin
Ang II Uyarimh Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

VDK  hiicreleri YG medyumla 96 kuyucuklu petrilere ekilip (5.000
hiicre/kuyu) 48 saat beslendikten sonra hiicre medyumlar1 % 0.1 FBS iceren YG-
DMEM’le degistirildi. Serum icermeyen ortamda RV’nin 50 pM ile 100 uM
konsantrasyonun etkileri, 24 ve 48 saatlik on inkiibasyonlar olmak {iizere incelendi.
Stirenin bitiminde hiicreler 100 nM Ang II ile 24 saat uyarildi ve hiicre
proliferasyonlar1 incelendi. YG ortamdaki bulgularin Kruskall-Wallis testine gore
anlamlilik derecesi p<0.003’diir.

Bulgularimizdaki YG’lu ortamda RV’nin 24 saatlik On inkiibasyonunu
gosteren deneylerde; kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Ang II uyarimmin (100
nM, 24 saat) hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gézlendi (p<0.05). RV’nin 50 pM’lik
konrol grubunun (3. siitun) hiicre proliferasyonunu etkilemedigi, 100 uM’lik kontrol
grubunun ise hiicre proliferasyonunu kontrol seviyesinin altina diislirdiigi
gozlenmistir (p<0.05). Resveratroliin Ang II ile birlikte uygulandigi hiicrelerde,
RV’nin her iki konsantrasyonunda da, Ang II uyarmmli hiicre proliferasyonunu
kontrol seviyesine baskiladig1 saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. VDK hiicrelerinde YG’lu ortamda 24 saatlik Resveratrol 6n inkiibasyonun Ang II
uyarmmh hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH
kiiltiirlerinde YG (25 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarimlt hiicre
proliferasyonu iizerine RV’nin (50 uM ve 100 uM) 24 saatlik 6n inkiibasyonunun etkileri
incelendi. RV’nin her iki konsantrasyonda da Ang II uyarimli proliferasyonu baskiladig:
gozlendi (* p<0.05, # p<0.05, A p<0.05). Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuglar

X +SD olarak gosterildi (n=4).

Bulgularimizda YG ortamda, RV’nin 48 saatlik on inkiibasyonunu gosteren
deneylerde; Ang II uyarimi (100 nM, 24 saat) ile kontrol grubu karsilastirildiginda
hiicre proliferasyonunun arttigi saptanmistir (p<0.05). Resveratroliin Ang II ile
birlikte uygulandig: hiicrelerde; Ang II uyarimh hiicre proliferasyonu, RV’nin 50 uM
konsantrasyonunda azalirken 100 uM’lik uygulamalarda, kontrol seviyesinin altina
diismiistiir (p<0.05) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. VDK hiicrelerinde YG’lu ortamda 48 saatlik Resveratrol 6n inkiibasyonun Ang II
uyarimh hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin grafiksel gosterimi. VDKH
kiiltiirlerinde YG (25 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarimlt hiicre
proliferasyonu iizerine RV’nin (50 uM ve 100 uM) 48 saatlik 6n inkiibasyonunun etkileri
incelendi. RV’nin 50 uM konsantrasyonu Ang II uyarimli proliferasyonu baskilarken,
100 uM RV kontrol seviyesinin altina diisiirmiistiir # p<0.05. * p<0.05. Kontrol grubu

100 birim kabul edildi. Sonuglar X +SD olarak gosterildi (n=4).
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TARTISMA

Diyabet, insulin sekresyonu ve/veya etki mekanizmasindaki bozukluklar
sonucu ortaya cikan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. 2006
yilinda, diinyamizda 171 milyon insanin diyabetten etkilendigi tahmin edilmektedir.
Diinya saghk oOrgiitiiniin 2007 verilerine gore, 2030 yilinda 366 milyon insanin
diyabetten etkilenecegi on goriilmektedir (73, 74). 2002 yilinda TURDEP’in yaptig1
caligmada Tiirk populasyonundaki diyabet prevelanst %7.2 iken 2011 yilinda yapilan
calismalarda bu say1 hizla artmis ve %12.7°nin iizerinde bulunmustur (88). 2000
yilinda 6liime neden olan hastaliklar listesinde diyabet 5. siradadir ve bunun biiyiik
bir kismint diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlar olusturmaktadir (73, 74).
Diyabette olusan uzamis hiperglisemi de vaskiiler diiz kas hiicrelerinin asir1
proliferasyonuna neden olan mikrovaskiiler komplikasyonlardandir.

VDKH proliferasyonuna neden olan en 6nemli molekiillerden biri Ang II” dir.
Ang II, damar duvarin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiin kontroliinde temel rol
oynayan multifonksiyonel bir peptiddir. Ang II, AT1 reseptorleri iizerinden hiicre
proliferasyonunu ve ilgili sinyal iletimlerini diizenlemektedir (4). VDK hiicrelerinde
Ang II uyarimi sonrasinda aktiflesen ERKI1/2, Akt ve STAT3 protein
fosforilasyonlarinin hiicre proliferasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Ang II
uyarimi sonrasinda uzamis hiperglisemide degisen sinyal iletim yollarinin
incelenmesi, vaskiiler hastaliklarm altinda yatan mekanizmalarin anlasiimasi i¢in
temeldir.

Resveratrol, kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu oldugu diisiiniilen
polifenolik bir bilesiktir. Japon geleneksel tibbinda yiizyillardir kullanilan
resveratroliin kardiyovaskiiler sistem {iizerindeki koruyucu etkileri son 15 yildir
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar literatiirde
yerini almaya baslamistir ancak resveratroliin vaskiiler yapilardaki molekiiler etki
mekanizmalar: ile ilgili calismalar ¢ok yenidir. Uzun siire yiiksek glukoza maruz
kalan VDK hiicrelerinde, resveratroliin hiicre proliferasyonu iizerine olan etkilerini
gosteren ¢alismalarsa yok denecek kadar azdir. Haider ve arkadaslarinin 2002 yilinda
rat aortik diiz kas hiicrelerinde yaptiklari caliymada ise resveratroliin, Ang II uyariml
hipertrofiyi baskiladigi one siiriilmiistiir (15). 2006 yilinda yapilan bir calismada
Streptozotocin uyarimli diyabetik ratlarin 14 giin boyunca resveratrol almasiyla
kontrol gruplarina kiyasla kan glukoz ve insulin seviyelerinin diistiigii gézlenmistir.
Bunun yan sira plazma trigliserid konsantrasyonlarinda da anlamh diisiisler olmustur
(75). Szkudelski ve arkadaslar1 2011 yilinda yayinladiklart bir derlemede;
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Resveratroliin hiperglisemik hayvanlarda, kan glukozunu diisiiriip pankreasin f3
hiicrelerini  korumasi1 nedeniyle anti diyabetik etkiler olusturdugundan
bahsetmektedir (74).

Bu ve benzeri bulgular, resveratroliin kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi
slirecine yardimci olabilecek potansiyelde bir molekiil olduguna isaret etmektedir.

Bu ¢alismanin planlanmasinin amaci; VDK hiicrelerinde, diyabet gibi uzamis
hiperglisemi durumunda, Ang II uyarimi sonrasinda artan hiicre proliferasyonunu
inhibe edebilecek yeni hedef molekiillerin gelistirilmesine yardimci olmaktir. Bu
sebeple calismamizda normal ve yiiksek glukozla beslenen VDKH’lerinde artan
hiicre proliferasyonu ve buna aracilik eden sinyal molekiilleri tizerine (pERK1/2,
pAkt ve pSTAT3), resveratroliin etkileri incelenmistir.

Caligsmalarimizin ilk asamasinda ratlarin torasik aortalarindan vaskiiler diiz
kas hiicreleri izole edilmis ve primer kiiltiir ortamina aktarilmistir. Izolasyonu ve
primer  kiiltiiri yapilan hiicrelere immiinositokimya teknigi uygulanarak
identifikasyonlar1 yapilmistir. Diiz kas hiicrelerin diiz kasa spesifik «-aktinleri
boyanmis ve kiiltiire edilmis hiicrelerin yiiksek saflikta diiz kas hiicresi olduklar1
gosterilmistir (Sekil 4.1). Imminositokimyanm izotip kontrol ve normal kontrol
boyamalar1 a- aktindeki boyanmalarin spesifik oldugunu gostermistir.

Vaskiiler diiz kas hiicreleri izole edilip idendifikasyonlar1 yapildiktan sonra,
hiicreler yiiksek glukozla beslenmis ve yiiksek glukozlu ortamda hiicre
proliferasyonu ile buna aracilik eden ERK1/2, Akt ve STAT3 fosforilasyonlarindaki
degisiklikler incelenmistir. Aymi1 6zellikteki hiicreler normal glukoz ile beslenip
yilksek glukozun kontrol grubu olarak kullamilmistir. Bulgularimizda yiiksek
glukozun, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunda ~ % 40 gibi bir artisa neden
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.20). Yiiksek glukoz uygulamasi ile elde ettigimiz diger
bulgularda ise, normal glukoz kontrollerine gore, ERK1/2, Akt ve STAT3
fosforilasyonlarinin arttig1 saptanmustir (Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Literatiirde
yiikksek glukozun sebep oldugu bu artiglarin nedenini agiklayabilecek pek cok
calisma mevcuddur.

Mariero ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaymladiklar1 derlemede, yiiksek
glukozun farkli hiicreler iizerinde olusturdugu degisikliklerden s6z edilmistir (76).
Bu derlemeye gore yiiksek glukoz, hiicrelerdeki Protein Kinaz C (PKC) enziminin de
novo sentezinin artigina neden olmaktadir. Yiiksek glukoz uyarimli glomeriiler
mezansiyal hiicrelerde, PKC’nin bircok formunun uzun siireli aktiflestigi
g6zlenmistir (77). Bunun yani sira, Ha ve Lee ile Hanede ve ark. yaptiklari caligmada
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yiiksek glukozda, makromolekiillerde artan non enzimatik modifikasyonlar (glikozile
son {Uriinlerin, AGE, olusumu gibi) hiicrelerde sorbitol ve miyo-inozitol
metabolizmasimi degistirip oksidanlarin olusumunu arttirdigir ve bu durumun MAP
kinaz aktivasyonunda artisa yol agabildigini ileri stirmiislerdir (78, 79) Amiri ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismalarda ise yliksek glukozun vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde serin ve tirozin fosforilasyonlarini arttirdigi ve hiicre biiylimesine neden
oldugunu 6ne siirmiistiir (10). Yine ayni ¢alismada yiiksek glukozun Jak/STAT
aktivasyonunu arttirdigini goézlenmislerdir. Natarajan ve arkadaslarinin 1999 yilinda
yiiksek glukozlu ortamda VDK hiicreleri iizerine yaptiklar1 ¢aligmalarda, yiiksek
glukozun ERK1/2 ve JNK aktivitesini arttirdigi saptanmustir. Bunlar ve benzeri
bulgular yiiksek glukozun hiicre icerisinde, PKC enzim aktivitesinin artmasi,
oksidatif stres iiriinlerinin olusumu, hiicre i¢i fosforilasyon mekanizmalarinmn artip
fosfatazlarin baskilanmasi gibi mekanizmalarla ERK1/2, JNK ve STAT gibi
proteinleri aktive ederek hiicre prolifaresyonunu arttirdigina isaret etmektedir.

VDKH proliferasyonunu arttiran bir diger uyaran Ang II’dir. Elde ettigimiz
verilerde normal ve yiiksek glukozlu ortamda Ang II'nin vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunda artisa neden oldugunu gozlemlenmistir (Sekil 4.20). Ang 1I
uyarimi sonrasinda hiicre proliferasyonundaki bu artislarin Ang II uyarimi sonrasinda
fosforilasyonlar1 artan ERK1/2, Akt ve STAT3 gibi sinyal molekiillerinden
kaynaklandigmi diisiiniiyoruz. Ciinkii VDK hiicrelerinde elde ettigimiz verilerde,
Ang II uyarmm sonrasinda ERK1/2, Akt ve STAT3 protein fosforilasyonlarinda
artiglar saptadik (Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Asagidaki paragraflarda Ang II
uyarimiyla artan protein fosforilasyonundaki degisiklikler, yiiksek glukozdaki isleyis
mekanizmalar1 ve bunlarla iliskili bulgularimiza deginilmektedir.

Ang II uyarnmiyla ATIR iizerinden MEK kinazlarin fosforilasyonu
araciliglyla ERK1/2’lerin fosforile olduklar1 bilinmektedir. Yapilan caligmalarda,
ATIR uyarimini takiben MEK kinazlarin aktive olabilmesi icin, hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonun artmasi, PLC ve PKC enzimin aktiflesmesi gerektigi bildirilmistir.
Bu bilgilerin bir kism1 grubumuzun daha 6nceki ¢aligmalariyla gosterilmistir (18).
ERK1/2 fosforilasyonuna farkli bir agiyla bakildiginda; EGF reseptorii tizerinden
Grb2-Sos-Ras yolagmin etkinlesmesi ile pERK1/2 arttig1 saptanmistir. Bu iki farkli
reseptor iizerinden olusan ERK1/2 fosforilasyonu, Ang II uyarimi sonrasinda AT1R
tizerinden EGFR transaktivasyonun gerceklestigi noktada birlesmektedir. Bu sayede
Ang II uyarimli ERKI1/2 aktivasyonunun giiclendigi diisiiniilmektedir. Bu
transaktivasyondaki araci molekiiller ise halen arastirilmaktadir. Bizim elde ettigimiz
bulgularda, Ang II uyarimi sonrasinda, hem Ang II'nin hem de ortamdaki yiiksek
glukozun ERK1/2 fosforilasyonunu arttirdig1 gézlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Ang II
ve YG’un birlikte bulundugu durumda ERK1/2 fosforilasyonu siddetlenmistir. Ang
IT uyarimi sonrasinda ortama spesifik ERK1/2 inhibitorii PD098059 eklendiginde
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Ang IT uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunun kontrol seviyesinde kaldigi gézlenmistir
(Sekil 4.15). Bu bulgu Ang II uyarinmli pERK1/2’deki artisin spesifik oldugunu
gostermektedir.

Ang II uyarimi sonrasinda aktiflesen bir diger sinyal iletim yolu
PI3K/Akt’dir. VDKH’lerinde Ang II uyarimi sonrasinda PI3K aktiflestigi ve Akt’ye
baglanarak Akt’nin ser473 fosforilasyonuna yol actig1 bilinmektedir. Fosforillenen
Akt; bad, mTOR ve eNOS gibi arac1 molekiiller tizerinden hiicreyi yasama ve protein
sentezine gotiirmektedir (80). Wang ve arkadaslarmm 2010 yilinda yaptiklari
calismada, yiiksek glukozlu sartlarda siire bagiml olarak Akt aktivasyonunun arttigi
saptanmustir (81). Ancak bu ¢aligma kisa siireli (0-2 saat) (0-24 saat) yiiksek glukoz
inkiibasyonlarimi gostermektedir.

Literatiirde yiiksek glukozlu ortamda Akt fosforilasyonuna dair caligmalar
cok yeni ve smirlidir. Bu sebepten dolayr amacimiz dogrultusunda, uzun siire yiiksek
glukoza maruz kalan VDK hiicrelerinde Ang II uyarimli Akt fosforilasyonlar:
calisilmistir. Elde ettigimiz bulgularda Ang II ve yiiksek glukozun Akt
fosforilasyonunda artisa neden oldugunu saptandr (Sekil 4.4). Bu bulgulardan yola
cikarak VDKH’ lerinde Ang II ve yiiksek glukozun Akt fosforilasyonunda etkili
oldugunu ve iki uyaranmin birlikte bulunmasi durumunda sinyallerin katlanarak
arttigini soylenebilir. Bunun yani sira bizim ¢alismamiz uzun siireli hiperglisemide
Akt fosforilasyonunun etkisini gostermesi agisindan degerlidir.

Biz vaskiiler diiz kas hiicrelerinde hiicre proliferasyonuna neden olan temel
basamaklardan birinin Jak/STAT yolu oldugunu diisinmekteyiz. Daha ©Onceden
yapilan c¢alismalarda Ang II uyarimi sonrasinda AT1 reseptoriiniin C-terminal
bolgesinin JAK2’ye baglandigi ve tirozin fosforilasyonunun gergeklestigi
belirtilmistir (82). JAK2 inhibitorii AG-490 ile yapilan ¢alismalarda; JAK2 inhibe
edildiginde STAT3’lerin, Ang II uyarimli hiicre proliferasyonunun ve DNA
sentezinin bloke oldugu saptanmistir (9). Amiri ve arkadaglarinin yaptiklari
caligmalarda ise yiiksek glukoz ve Ang II uyarimmin JAK/STAT fosforilasyonunu
ve hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gozlenmistir (10).

Bu verilerden yola cikarak VDKH Kkiiltiirlerinde 48 saat yiiksek glukozla
inkiibasyon sonrasinda Ang II uyariminin STAT3 fosforilasyonu iizerine etkileri
arastirildi. Sonuglarimizda Ang II uyarimi sonrasinda NG ve YG’lu ortamda STAT3
fosforilasyonunun arttig1 goézlendi (Sekil 4.6). Elde ettigimiz bulgular Amiri ve
arkadaslarinin caligmalariyla da uyumludur. Ang II'ni VDKH’lerinde hiicre
proliferasyonunda Onemli bir basamak olan STAT3 fosforilasyonunu arttirdig:
bilinmektedir.
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VDK hiicrelerinde yiiksek ve normal glukozlu ortamda Ang II'nin hiicre
proliferasyonu ve araci sinyal molekiilleri {izerine etkilerini inceledikten sonra bu
etkilerin ortaya ¢ikmasina aracilik eden reseptorlerin her iki ortamda da etkilerini
incelemek istedik. VDK hiicrelerinde Ang II uyarimi sonrasinda AT reseptOriiniin
aracili  sinyalleri  yOnlendirdigi  bilinmektedir ancak ortamdaki glukoz
konsantrasyonunun artmast ve ATIR iizerinden EGFR transaktivasyonlarinin
gerceklesmesinden dolay: her iki reseptor de ¢aliyma kapsamina alind.

[Ik asamada ATIR antagonisti losartan ve EGFR inhibit6rii AG1478’in Ang
II uyarimli hiicre proliferasyonu iizerine olan etkilerini incendi. Bulgularimizda
NG’lu ortamda ATIR antagonisti losartan ve EGFR inhibitorii AG1478, Ang II
uyarimli hiicre proliferasyonunu kontrol seviyesine kadar baskiladi (Sekil 4.22).
YG’lu ortamda ise ATIR antagonisti losartan, Ang II uyarimli proliferasyonu
kontrol seviyelerine baskilarken; EGFR inhibitoriit AG1478 kontrol seviyesinin altina
diisiirdii (Sekil 4.23).

Bu veriler bize uzun siire yiiksek glukoza maruz kalan vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde EGF reseptorii iizerinden isleyen sinyallerin de etkili oldugunu
gostermektedir. Her ne kadar Ang II uyarimli hiicre proliferasyonunda AT1 reseptorii
etkili olsa da, hiicre proliferasyonu s6z konusu oldugunda biiyiime faktor
reseptorlerinin etkisi beklenmedik bir sonu¢ degildir. 2003 yilinda Konishi ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 c¢alismada, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde EGFR
transaktivasyonlarini ortamda bulunan glukozun diizenledigi ©ne siiriilmektedir.
Yaptiklar1 calismada yiiksek glukozun 170 kDa agirhigindaki EGFR aktive ettigi ve
Ang II'nin de EGFR transaktivasyonunu 170kDa-EGFR iizerinden gergeklestirdigi
sOylenmektedir. Bu veri bize yiiksek glukozlu ortamda EGFR reseptoriiniin ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir.

Reseptor inhibitorlerinin  hiicre proliferasyonu {izerine olan etkilerini
inceledikten sonra; Her iki reseptOr inhibitoriiniin Ang II uyarimli ERK1/2, Akt ve
STAT3 fosforilasyonu tlizerine olan etkilerini NG ve YG ortamda arastirdik.
Bulgularimizda, NG’lu ortamda AT1 Reseptor antagonisti losartanin Ang IT uyariml
ERKI1/2 fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskiladigr goriilmiistir. EGFR
inhibitorii AG1478 ise Ang II uyarimli ERK1/2 fosforilasyonunu baskilamigtir ancak
bu baski losartanda oldugu kadar giiclii degildir (NG-kontrol seviyesinden yiiksek).
Bu veriler bize NG’lu ortamda Ang II uyarimli ERK fosforilasyonunda temel
reseptoriin AT1R oldugunu, EGFR transaktivasyonun ise etkili oldugunu (AG1478
ile baskilamadan dolay1) ancak ikinci sirada kaldigini diisiindiirmektedir (Sekil 4.8 ve
4.9).

YG’lu sartlarda ise; hem Losartan hem de AG1478 Ang II uyarimli ERK1/2
fosforilasyonunu YG-kontrol seviyesinin altia diisiirmiistiir ve AG1478’ deki diisiis
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daha etkilidir. YG’da AG1478 inhibitorii olan hiicrelerdeki diisiisiin losartan’dan
daha fazla olmasi yiiksek glukoz sartlarinda EGFR reseptoriiniin 6n plana ¢iktigini ve
biiylime sinyallerinin bu reseptor iizerinden isledigini diisiindiirmektedir. Ayrica
YG’lu ortamda, Ang II uyarimli-losartan inhibisyonu YG-kontrol seviyesinin altinda
bulunmustur. Bunun nedeninin losartanin AT1R bloke etmesi sonucunda EGFR

transaktivasyonlarmin kismi olarak kesilmesi oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.8 ve
4.9).

ATIR antagonisti losartan ve EGFR inhibitorii AG1478’in Ang II uyariml
Akt fosforilasyonu iizerine etkileri incelendiginde, NG’Iu ortamda losartanin, Ang II
uyarimli Akt fosforilasyonunu, NG-kontrol seviyesine kadar baskiladigi; AG1478’in
ise kismi baskiladig goriildii. YG’lu ortamda ise losartan, Akt fosforilasyonunu YG-
kontrolii seviyesine diisiirdii. Bu diisiisler NG ve YG’da olusan Ang II uyariminin
ATIR iizerinden gerceklestigini gostermektedir. YG’Iu ortamda Ang II uyarmmi
altinda AG1478 uygulanan hiicrelerde NG-kontrol seviyesine kadar olan diisiis,
ortamda glukoz konsantrasyonu arttiginda Akt fosforilasyonunun temelinde EGFR
oldugunu akla getirmektedir (Sekil 4.10 ve 4.11).

ATIR antagonisti losartan ve EGFR inhibitorii AG1478’in Ang II uyariml
STAT3 fosforilasyonu iizerine etkileri incelendiginde, elde ettigimiz bulgularda,
NG’lu ortamda hem losartanin hemde AGI1478’in Ang II uyarimli STAT3
fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskiladigi goriildi. Bu bulgu, Ang II
uyarimmi AT1 reseptorii iizerinden gerceklestigini  dogrularken, STAT3
fosforilasyonunda ATI1R kadar biiyiime faktor reseptorlerinin de etkili oldugunu
gostermektedir. YG’lu ortamda ise, Ang II uyarimi altinda hem losartan hem de
AG1478 uygulanan hiicrelerde STAT3 fosforilasyonlar1 HG-kontrol seviyesine kadar
diigsmiistiir. Bu durumda Ang II uyarimi altinda her iki reseptoriin de etkili oldugu
diisiiniilebilir (Sekil 4.12 ve 4.13).

Su ana kadar anlatilan ve gosterilen veriler, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
yiiksek glukozlu ortamda, Ang II uyariminin hiicre proliferasyonuna neden oldugunu
ve bu hiicre proliferasyonuna aracilik eden molekiillerin baginda ERK1/2, Akt ve
STAT3 fosforilasyonlarmin geldigini gostermektedir. Elde ettigimiz deneysel
verilerden Ang II ve yiiksek glukozun hiicre proliferasyonu iizerine etkilerinin AT1R
ve EGFR reseptorii lizerinden gerceklestigini sOyleyebiliriz. Bu noktadan sonra
odaklandigimiz konu, VDK hiicrelerinde yiiksek glukoz ve Ang II uyarimi altinda
artan hiicre proliferasyonunu nasil kontrol altina alabiliriz ve diiz kas hiicrelerinde
artan proliferasyonun baskilanmasin1 nasil bir molekiiler mekanizma ile
aciklayabiliriz.
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Bu konuda literatiirde ¢cok genis veriler olmasa da Haider ve ark yaptiklar1
caligmalar resveratroliin vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerindeki etkilerini ve
mekanizmalarin1 agiklamada Oncii olmustur. Bu ekibin yaptiklar1 caligmalarda
VDKH’lerinde resveratroliin 48 saatlik On inkiibasyon siirelerinde, doz bagimml
olarak hiicresel hipertrofiyi baskiladigi ve 50 uM dozun baskilamadaki en etkili doz
oldugu one siiriilmiistiir. Yine aym caligmada resveratroliin Akt fosforilasyonunu
kontrol seviyesine baskiladigi ve Erk fosforilasyonunda diisiise neden oldugu
belirtilmistir.

Koroner arter diiz kas hiicrelerinde yapilan bir caligmada, resveratroliin
ERK1/2 ve JNK fosforilasyonunu baskiladig gosterilmektedir (83).

Poussier ve ekibinin 2005 yilinda yaymladiklar1 ¢alismada; VDK
hiicrelerinde 10*, 10°, 10° M resveratrol ile 3 giin inkiibe edilmis ve hiicre
saylarindaki degisiklikler gozlenmistir. %1 FBS iceren ortamda 10* ve 10° M
resveratroliin hiicre proliferasyonunu anlamli derecede baskiladigi goriilmiistiir (84).

VDKH hiicrelerinin primer kiiltiirlerinde, resveratroliin hiicre proliferasyonu
tizerine olan etkilerini gosteren caligmalar cok yeni ve yok denecek kadar azdir.
Hiperglisemi durumunda resveratroliin hiicre proliferasyonu iizerine etkileri ve
bunlarla iligkili sinyal molekiilleri ise heniiz literatiirde yerini almamaigtir.

Bu nedenlerle caligmalarimizin devaminda; Vaskiiler diiz kas hiicre
kiiltiirlerinde yiiksek glukozlu ortamda Ang II uyarimi sonucunda aktiflesen hiicre
proliferasyonu ve proliferasyona yol acabilecek sinyal molekiilleri iizerine
resveratroliin etkileri arastirilmistir. Yiiksek glukozlu ortamda Ang II uyarimli hiicre
proliferasyonu iizerine resveratroliin etkilerini incelemesinden dolayr ¢alismamiz
Ozgiindiir.

Calismalarimizdada resveratroliin 50 ve 100 uM konsantrasyonu 24 ve 48
saatlik On inkiibasyonlarda caligilmistir. Resveratrol dn-inkiibasyonlarimi takiben 24
saatlik Ang II uygulama siiresinde de resveratrol ortamda tutulmustur. FBS’den
kaynaklanabilecek uyarimlar1 elimine etmek i¢in resveratroliin ve Ang II'nin tiim
inkiibasyon siirelerinde medyumdaki FBS oranm1 % 0,1 oraninda tutulmustur.

Bulgularimizda, NG ortamda resveratroliin 24 saat 6n inkiibasyonu ile kontrol
gruplar1 karsilastirildiginda, 50 ve 100 uM resveratrolin Ang II uyarimli hiicre
proliferasyonunu azalttig1 gozlenmistir (Sekil 4.24). Resveratrol on inkiibasyonu 48
saat uygulandiginda, Ang II uyariml hiicre proliferasyonu, 50 uM resveratrol ile
azalirken, 100 uM resveratrolde kontrol seviyesinin altinda bulunmustur (Sekil 4.25).
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YG’lu ortamda 24 saat resveratrol on inkiibasyonu ile ilgili bulgularda 100
uM resveratroliin tek basmna uygulandigi hiicrelerde proliferasyonun kontrol
seviyesinin altina distiigii gozlemlenmistir. Resveratroliin Ang 1II ile birlikte
uygulandig1 hiicrelerde ise, her iki konsantrasyonda da Ang II uyarimli hiicre
proliferasyonu kontrol seviyesine baskilanmistir (Sekil 4.26). 48 saatlik resveratrol
uygulamasinda Ang II uyarimli hiicre proliferasyonu, 50 uM resveratrol ile azalirken
100 uM’lik resveratrol uygulamalarinda, kontrol seviyesinin altina diismiistiir (Sekil
4.27).

Elde ettigimiz bu veriler bize normal ve yiiksek glukozlu ortamda Ang II
uyarimi sonrasinda olusan hiicre proliferasyonunu resveratroliin baskilayabildigini
gostermektedir. Resveratroliin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonundaki
inhibisyon etkisi giiclenmektedir. Ayrica yiiksek glukozlu ortamda elde ettigimiz
veriler incelenip normal glukozla kiyaslaninca, resveratroliin yiiksek glukoz
nedeniyle artan hiicre proliferasyonunu baskilamada daha etkili oldugu gozlenmistir.

Mnjoyan ve Fujise’nin 2003 yilinda yaymladiklar1 c¢alismalarinda
resveratroliin diisiik konsantrasyonlarda VDK hiicrelerini apoptozise ugratmadan
inhibe ederken, yiiksek konsantrasyonlarda apoptozisi uyararak inhibe ettiklerini
gostermiglerdir (85). Bu verilerden yola ¢ikarak resveratroliin daha ¢ok anormal
hiicre cogalmasinda secici oldugu sdylenebilir. Poussier ve ekibi de vaskiiler diiz kas
hiicresinde resveratroliin apopitozisi uyararak hiicre proliferasyonu inhibe ettigini
One siirmiistiir (84).

Resveratroliim VDK hiicre proliferasyonunu baskilama nedenleriyle ilgili
literatiirde bir¢ok caliyma mevcuttur. Daha dnceden de bahsedildigi iizere Haider ve
arkadaslar1 resveratroliin vaskiiler hipertrofiyi Akt’nin inhibisyonu iizerinden
gergeklestirdigini 6ne siirmektedir (15). Poussier ve ark resveratroliin hiicre
morfolojisinde degisiklik yapmadan apopitozisi uyararak hiicre proliferasyonunu
azalttigin1 gostermiglerdir. Bunun yani sira ayni calismada resveratroliin hiicre
siklusunu G1—S fazinda bloke edildigi flow sitometri caligmalariyla gosterilmistir
(84). Cheng ve arkadaglarmim 2004 yaymladiklar1 ¢aligjmada Ang II uyarimli
kardiyomiyosit hipertrofisinde resveratrolin ROS olusumunu baskilayarak
inhibisyon etki yarattigi rapor edilmistir (86). Biz de ¢aliymamizda hiicre
proliferasyonunun baskilanmasinda ERK1/2, Akt ve STAT3 fosforilasyonlarinin
katkis1 olup olmadigini arastirmak istedik.

Bulgularimizda  sadece  resveratrol  uygulanan  hiicrelerde = Akt
fosforilasyonunun NG ve YG ortamda kontrol seviyesinin altina diistiigli gdzlendi.
Ang II ve RV’nin birlikte uygulanmasi durumunda da Akt fosforilasyonu, kontrol
seviyesinin altindaydi. Elde ettigimiz sonuglar, NG ve YG’lu ortamda Ang II uyarimi
sonucu aktiflesen Akt fosforilasyonunda resveratroliin tam bir inhibisyon etkisinin
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oldugunu; Ang II uyarimi olmadan da resveratrolin Akt fosforilasyonu kontrol
seviyesinin altma diislirdiiglinii gostermektedir (Sekil 4.16). NG ortamda elde
ettigimiz veriler Haider ve ark yaptiklar1 ¢caligmalar ile uyumluyken YG ortamdaki
verilerimiz literatiirde ilk kez gosterilmistir. VDKH’lerinde Ang II uyarimini takiben
Gab-1(Grb-2 associated binder)’in tirozin birimlerinin hizli bir sekilde fosforile
oldugu ve PI3K p85 alt iinitesiyle iligkilendigi biliniyor. Resveratroliin Gab-1
fosforilasyonunu azaltarak Akt fosforilasyonunu baskiladig1 one siiriilityor (16). Bu
mekanizma resveratrol uygulanan hiicrelerde Akt inhibisyonunun nedenini
aciklayabilir.

Kardiyak fibroblast hiicrelerinde resveratrolin Ang II uyarimli ERKI1/2
aktivasyonunu baskiladig bildirilmistir (17). Haider ve ark caligmalarinda ise VDK
hiicrelerinde resveratroliin ERK1/2 fosforilasyonunu kismi olarak baskiladigini 6ne
stirilmiistiir. Bizim elde ettigimiz verilerde ise VDK hiicrelerinde NG ortamda
ERK1/2 fosforilasyonunun baskilanmadigi goriilmiistiir. YG’lu sartlarda ise;
resveratrol tek basma uygulandiginda ERK fosforilasyonu NG-Kontrol seviyesine
kadar diistirmiistiir. Bu veri bize YG nedeniyle olusan ERK fosforilasyonunu,
resveratroliin baskilayabildigini diisiindiirmektedir. Ortamda Ang II ve resveratroliin
birlikte oldugu hiicrelerde ise resveratroliin bu etkisi tamamen ortadan kalkmis gibi
goriiniirken, hiicreler Ang II uyarimina tam olarak cevap verebilmektedir (Sekil
4.14).

Resveratroliin siire ve doz bagimli olarak Jak1/STAT3 sinyal yolunu fare
kokenli lenfositik 16semili hiicre kiiltiirlerinde (L1210) inhibe ettigi gosterilmistir.
Resveratrolim  bu etkiyi Jakl ve STAT3’iin fosforilasyonunu azaltarak
gergeklestirdigi ©One siiriilmektedir (87). Literatiirde resveratrol ve STAT3
fosforilasyonuna dair net veriler yoktur.

VDK primer hiicre Kkiiltiirlerinde, NG ve YG ortamdaki bulgularimizda
resveratroliin tek basina uygulandigi hiicre gruplarinda, STAT3 fosforilasyonunun
kontrol seviyesine yakm oldugu gozlenmistir. NG ortamda; Ang II ile birlikte
RV’nin oldugu hiicrelerde, Ang II uyarimli STAT3 fosforilasyonunun kismi olarak
baskilandig1 gozlenmistir. YG’lu ortamda ise; Resveratrol, Ang II uyarimli STAT3
fosforilasyonunu kontrol seviyelerine kadar baskilamistir (Sekil 4.18). Bu veriler
bize YG’Iu ortamda Ang II uyarimli STAT3 fosforilasyonu iizerine resveratroliin
inhibitor etkisinin oldugunu gdstermektedir. Bu veri bizim i¢in dnemlidir ¢iinkii
VDKH hiicrelerinde  yiikksek  glukozlu  ortamda resveratrolim  STAT3
fosforilasyonunu baskiladigina dair ilk veriler bu calismada gosterilmistir.
Literatiirde farkli hiicre gruplarinda bu inhibisyonun mekanizmasma ait yeterli veri
bulunmamaktadir ve bu nokta arastirilmaya agiktir.
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Ozetle, VDK hiicrelerinde yiiksek glukozlu ortamda, Ang II uyarimli hiicre
proliferasyonu  iizerine resveratrolin inhibitor etki yarattig1 sOylenebilir.
Resveratroliin hiicre proliferasyonunu baskilamada farkli mekanizmalar kullandigi
One siiriilse de bu calisma gostermistir ki, resveratrol Akt ve STAT3
fosforilasyonlarin1  baskilayarak hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna katki
saglamaktadir.

Calismalarimizda resveratroliin 6zellikle Akt fosforilasyonunu yiiksek oranda
inhibe etmesi dikkatimizi c¢ekmistir. Ciinkii vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Akt
proteini, hiicreyi yasama yada Oliime gotiirmeye karar verebilecek kavsak bir
molekiildiir. Caliymalarimiz bize gostermistir ki, resveratrol de yiiksek glukozla
beslenme gibi durumlarda, asir1 prolifere olan vaskiiler diiz kas hiicrelerini
baskilamada daha etkilidir. Ayrica ¢aligmalarimizda kullandigimiz resveratroliin
yiikksek konsantrasyonlar1 hiicrelerin morfolojisini bozmadan inhibisyon etki
yaratmigtir. Tiim bu veriler bize resveratroliin vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunu gerekli durumlarda ve uygun molekiilleri secerek inhibisyon etki
yarattigim diisiindiirmektedir.

Calismamizda elde edilen verilerden, resveratroliin 6zellikle yiiksek glukozla
beslenen vaskiiler diiz kas hiicrelerinde STAT3 fosforilasyonunu inhibe ettigi
bulgusu literatiirde ilk kez gosterilmektedir. STAT3 proteini, ortamin glukoz
konsantrasyonu arttiginda fosforilasyonu artan ve hiicreyi ¢ogalma yoniinde uyaran
bir molekiildiir. Resveratroliin inhibisyon mekanizmasinda STAT3 proteinini
secmesi diyebet gibi uzamis hiperglisemi durumunda artan hiicre proliferasyonunu
inhibe etmede ¢ok etkili bir yol olabilir.

Resveratroliin kardiyovaskiiler hastaliklardan koruyucu etkisi bilinse de bu
etkileri ortaya koyan molekiiler etki mekanizmalar1 halen arastirilmaktadir.
Calismamizin bu arastirmalara yardimci olabilecek nitelikte oldugunu ve literatiire
kattigimiz yeni bilgilerin ilerideki arastirmalarin gelistirilmesine 151k tutabilecegini
diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda rat aortik primer vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde normal ve
yiiksek glukozlu ortamda Anjiyotensin II uyarimi ile olusan hiicre proliferasyonu ile
arac1 sinyal molekiilleri (pERK, pAkt, pStat3) iizerine resveratroliin etkileri
incelenmistir.

Elde ettigimiz bulgularin sonuglar1 asagida kisaca 6zetlenmistir.

1. VDK hiicre kiiltiirlerinde yiiksek glukozun, (25 mM, 48 saat) normal glukoz
(5,5 mM, 48 saat) kontrollerine kiyasla hiicre proliferasyonunu ~ % 40
oraninda arttirdig1 saptanmustir.

2. VDK hiicrelerinde yiiksek glukoz uygulamasinin ERK1/2, Akt ve STAT3
fosforilasyonunda artisa neden oldugu gozlenmistir.

3. VDK hiicrelerinde normal ve yiiksek glukozlu ortamda Ang II uyariminin
(100 nM, 5 dakika) hiicre proliferasyonunu arttirdig1 saptanmustir.

4. VDKH'’lerinde normal ve yiiksek glukozlu ortamda Ang II uyarimimin (100
nM, 5 dakika) ERK1/2, Akt ve STAT3 proteinlerinin fosforilasyonunda artisa
neden oldugu kaydedilmistir.

5. VDKH'’lerinde NG ortamda reseptor inhibitorleri losartan ve AG1478’in Ang
I uyarimli hiicre proliferasyonunu kontrol seviyesine kadar baskiladigi
saptandi.

6. VDKH’lerinde YG’lu ortamda ATIR antagonisti losartanin Ang II uyariml
proliferasyonu kontrol seviyelerine baskilarken; EGFR inhibitorit AG1478’in,
Ang II uyarimli proliferasyonunu kontrol seviyesinin altma diisiirdiigii
gozlendi.

7. VDKH’lerinde NG’lu ortamda AT1 Reseptor Antagonisti losartanin Ang II
uyarimli  ERK1/2  fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskiladigi
gozlenmistir.  EGFR inhibitorii AG1478 ise Ang II uyarimli ERK
fosforilasyonunu baskilamistir ancak bu inhibisyon NG-kontrol seviyesinden
yiikksek bulunmustur. Bu veriler bize NG’lu ortamda Ang II uyarimli ERK
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11.

12.

13.

fosforilasyonunda temel reseptoriin AT1R oldugunu, EGFR (AG1478 ile
baskilanman dolay1) ise ikinci sirada kaldigini diisiindiirmektedir.

VDKH’lerinde YG’lu ortamda; hem AT1 Reseptor Antagonisti losartan hem
de EGFR inhibitorii AG1478, Ang II uyarimli Erk fosforilasyonunu YG-
kontrol seviyesinin altina diisiirmistiir ancak AG1478’deki diisiis daha
etkilidir. Bu bulgular Ang II uyarmminin ATIR iizerinden gerceklestigini,
yiksek glukozlu ortamda EGFR reseptoriiniin de etkili oldugunu
diistindiirmektedir.

VDKH’lerinde NG’lu ortamda losartanin, Ang II uyarimli Akt
fosforilasyonunu, NG-kontrol seviyesine kadar baskiladigi; AG1478’in ise
kismi olarak baskiladig1 gdzlendi.

YG’lu ortamda ise losartan, Akt fosforilasyonunu YG-kontrolii seviyesine
diistirmiistiir. Bu diisiis YG’da olusan Ang II uyarimmin ATIR {iizerinden
gerceklestigini  gostermektedir. YG’lu ortamda Ang II uyarmmi altinda
AG1478 uygulanan hiicrelerde gozlenen NG-kontrol seviyesine kadar olan
disis, YG’lu Akt fosforilasyonunun temelinde EGFR oldugunu
diistindiirmektedir.

VDKH’lerinde NG’lu ortamda hem losartanin hemde AG1478’in Ang II
uyarimli STAT3 fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskiladig1 goriildii. Bu
bulgu, Ang II uyarnminin ATI1 reseptorii iizerinden gerceklestigini
dogrularken, STAT3 fosforilasyonunda ATIR kadar biiyiime faktor
reseptorlerinin de etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

VDKH’ lerinde YG’lu ortamda ise, Ang II uyarimi altinda hem losartan hem
de AG1478 uygulanan hiicrelerde STAT3 fosforilasyonlar1 HG-kontrol
seviyesine kadar diismiistir. Bu bulgular yiiksek glukozla beslenen
hiicrelerde Ang II uyarimi altinda her iki reseptoriin de etkili oldugunu
diistindiirmektedir.

VDKH kiiltiirlerinde resveratroliin hiicre proliferasyonu {izerine olan
caligmalarda; Resveratroliin 50 uM konsantrasyonda, 24 ve 48 saatlik
uygulama siirelerinde, Ang II uyarimli hiicre proliferasyonunu her iki
ortamda da kontrol seviyelerine disiirdiigii gozlemlendi. 100 uM
konsantrasyonlarda ise Ang II uyarimli hiicre proliferasyonu kontrol
seviyelerinin altina diismiis olarak bulundu. Bu veriler bize resveratroliin Ang
IT uyarmml proliferasyonu baskilayabilecegini gostermektedir.
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15.

16.

VDKH’ lerinde 48 saat NG ve YG’la beslenen hiicrelerde Ang II (100nM, 5
dakika) uyarmmi ile aktiflesen ERK1/2 fosforilasyonuna 50 uM, 30 dakika
siireyle uygulanan resveratroliin etki etmedigi gozlendi. YG’la beslenen
hiicrelere resveratrol tek basina uygulandiginda ERK1/2 fosforilasyonun NG-
Kontrol seviyesine kadar diistiigii gézlendi. Bu veri bize YG nedeniyle olusan

ERK1/2 fosforilasyonunu, resveratroliin baskilayabildigini
diistindiirmektedir.
VDKH kiiltiirlerinde NG ve YG ortamda resveratrol (50 uM, 30 dakika)

uygulamasi Akt fosforilasyonunu kontrol seviyesinin altina diistirdii. Ang II
ve resveratroliin birlikte uygulanmasi durumunda da Akt fosforilasyonu,
kontrol seviyesinin altindaydi. Bu veriler, NG ve YG’lu ortamda Ang II
uyarimt sonucu aktiflesen Akt fosforilasyonunda resveratroliin tam bir
inhibisyon etkisinin oldugunu gostermektedir.

VDK primer hiicre kiiltiirlerinde, NG ortamda, Ang II uyarimh (100 nM, 5
dakika) STAT3 fosforilasyonu {iizerine, resveratroliin (50 uM, 30 dakika)
kismi1 bir inhibisyonunun oldugu gozlendi. YG ortamda tam bir inhibisyon
saptandi.
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Abstract
Angiotensin Il (Ang ll) induces a rapid increase in mitogen-
activated protein kinase (MAPK) activity through the Ang Il
type 1 receptor in cultured rat vascular smooth muscle cells
(VSMCs). In the present study, we examined the effects of
the phospholipase C (PLC) inhibitor U73122, the protein ki-
nase C (PKC) inhibitor GF109203X, and the Ras inhibitor
farnesylthiosalicylic acid (FTS) on Ang ll-induced activation
of p42/p44 MAPKs in cultured VSMCs. Phosphorylation was
shown using the Western blot technique with specific phos-
pho-antibodies against MAPK proteins. The PLC inhibitor
U73122 abolished the Ang Il-induced MAPK activity, while
the PKC inhibitor GF109203X only decreased it. There was
also an inhibition observed with the Ras inhibitor, FTS on
Ang ll-induced MAPK activity. These data suggest that Ang
ll-induced MAPK phosphorylation through the Ang Il type 1
receptor could be mediated by Ras and/or PLC-dependent
phosphorylations but not by PKC phosphorylation.

Copyright © 2007 S. Karger AG, Basel

Introduction

Angiotensin II (Ang II) is an important growth factor
and chemoattractant molecule for vascular smooth mus-
cle cells (VSMCs). These characteristics implicate a role
for Ang I in the development of restenosis, atherosclero-
sis, and hypertension. Although there are at least four
Ang II receptor subtypes, the stimulation of growth and
migration by Ang II in VSMCs is mediated by signal
transduction through the AngII type 1 (AT1) receptor [1,
2]. This receptor is a member of the superfamily of G pro-
tein-coupled receptors that contain 7 transmembrane he-
lixes [3, 4]. In cultured rat VSMCs, AT1 activation by Ang
IT is initiated by stimulation of a phosphatidylinositol-
specific phospholipase C (PI-PLC), leading to the genera-
tion of inositol trisphosphate (IP;) and diacylglycerol
(DAG) [5], which are involved in intracellular Ca?* mo-
bilization [6] and protein kinase C (PKC) activation [7],
respectively.

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs), also
known as extracellular signal-regulated kinases, are a
tamily of protein-serine/threonine kinases that are be-
lieved to function as integrators for mitogenic signals
originating from several distinct classes of cell surface
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receptors, such as receptor tyrosine kinases and G pro-
tein-coupled receptors [8, 9]. In their activated forms,
p44 MAPK (ERK1) and p42 MAPK (ERK2) transmit ex-
tracellular stimuli by phosphorylating a variety of sub-
strates including transcriptional factors and kinases [10].
MAPKSs are activated by phosphorylation of both threo-
nine and tyrosine residues [11] catalyzed by a MAPK ki-
nase [12] also known as MEK. MEK is in turn regulated
by serine phosphorylation by several MAPK kinase ki-
nases, including Raf-1 [13, 14]. The adapter protein Grb2
links the tyrosine-phosphorylated receptor to Sos, which
acts as a guanine nucleotide exchange factor for p2lras
[15], and the active GTP-bound p21ras stimulates Raf-1
kinase activity toward MEK [16, 17]. However, the path-
way originating from G protein-coupled receptors in the
activation of MAPK is not clearly defined. Earlier reports
proposed a dominant role of PKC in the mechanism of
Ang II-mediated MAPK activation in VSMCs [18, 19],
whereas more recent studies have indicated that Ang II
can activate MAPK in cardiac fibroblasts by PKC-depen-
dent pathway [20, 21]. This study aimed to investigate
whether or not PLC or PKC activation have a role in
MAPK phosphorylation after stimulation with Ang II in
cultured VSMCs.

Experimental Procedures

Materials

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal calf se-
rum, HEPES, elastase, collagenase, L-glutamine, penicillin-strep-
tomycin and Ang II were obtained from Sigma. U73122,
GF109203X (GFX), and farnesylthiosalicylic acid (FTS) were pur-
chased from Calbiochem. The AT1 receptor antagonist losartan
was a generous gift of Merck, Sharp & Dohme. Monoclonal anti-
phospho-ERK1/2 antibodies were purchased from Sigma. Horse-
radish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG secondary anti-
bodies were obtained from Sigma.

Isolation and Primer Culture of Rat VSMCs

VSMCs were isolated from the thoracic aorta of male Wistar
rats (250-350 g) as described previously [22]. VSMCs were grown
in DMEM mixture supplement with 10% (v/v) fetal calf serum,
100 IU/ml penicillin, and 100 p.g/ml streptomycin. VSMCs be-
tween passages 3 and 10 were used in the experiments and showed
99% positive immunostaining against smooth muscle ce-actin an-
tibody (Sigma). For all experiments, cells at 80% confluence in
culture wells were made quiescent by incubation with serum-free
DMEM for 1 day. .

Immunoblotting

VSMCs were stimulated with agonists and antagonists at 37°C
in serum-free DMEM for specified durations. The reaction was
terminated by the replacement of medium with ice-cold lysis

28 Pharmacology 2007;79:27-33

buffer, pH 7.5, containing 50 mmol/l HEPES, 50 mmol/l NaCl,
1% Triton X-100, 10% glycerol, 1.5 mmol/l MgCl,, I mmol/I
EDTA, 10 mmol/l sodium pyrophosphate, 1 mmol/l Na;VOy,
100 mmol/l NaF, 30 mmol/l 2-(p-nitrophenyl) phosphate,
1 mmol/l phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mg/ml leupeptin,
and 10 mg/ml aprotinin. After sonication (10 s), the samples were
centrifuged at 14,000 rpm (+4°C for 30 min). The supernatant
was mixed in Laemmli sample buffer and approximately 5-10 g
of protein/lane were lodded for resolution via SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose mem-
branes (Schleicher & Schuell). After blocking with 5% milk, the
membrane was incubated overnight at 4°C with 1:5,000 dilution
of mouse monoclonal anti-phospho-ERK1/2 antibody. Blots were
probed witha 1:4,000 dilution of anti-mouse IgG horseradish per-
oxidase conjugated as secondary antibody. Immunoreactive pro-
teins were detected by enhanced chemiluminescence reagent
(Bio-Rad).

Data Analysis

Blots were analyzed using Scion Image software (Ver. 4.0.2
beta) and each blot is representative of at least 5 experiments. Col-
umn graphs were presented as means * SEM.

Results

Ang II Stimulation Leads to MAPK Activation

The MAPK activation was dependent on the concen-
tration of Ang II (fig. 1a); increased phosphorylation was
detectable at 0.1 nmol/l and maximal at 100 nmol/l with-
in 5 min incubation with Ang II. Although there was no
significant difference among 10-1,000 nmol/l of applied
Ang II concentrations, we used 100 nmol/l concentra-
tions as the best-detected spot pointing to MAPK phos-
phorylation. In cultured rat VSMCs, the Ang II induced
(100 nmol/l) MAPK activation, reaching a peak within
5min (fig. 1b). Therefore, subsequent MAPK experi-
ments were performed with 100 nmol/l Ang II stimula-
tion for 5 min.

AT1 Receptor Stimnulation Leads to MAPK Activation

In previous studies with VSMCs, it was reported that
MAPK phosphorylation inhibits by the AT1 receptor an-
tagonist, losartan [23]. In this study, we investigated the
effects of losartan after 10 and 30 min at a concentration
of 107> mol/l. Results of this experiment showed that the
best inhibition of MAPK phosphorylation is observed at
10 min of incubation with losartan. MAPK phosphoryla-
tion by Ang IT was markedly inhibited by 107 mol/l losar-
tan concentration (fig. 2), indicating that Ang II-induced
MAPK phosphorylation is mainly mediated by the AT1
receptor in VSMCs.
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Ang II-Induced MAPK Activation Requires PLC

Activation ’

AT1 receptors have been reported to be coupled with
either Gq or Gi, which activates PI-PLC or inhibits ade-
nylate cyclase, respectively [24, 25]. To determine which
G protein-mediated signaling is involved in the MAPK
activation, the effects of the specific PI-PLC inhibitor
U73122 [26] on Ang II-induced MAPK activation were
studied in VSMCs. The concentration and the estimated
times of U73122 were taken from the study done by Egu-

Ang 11-Induced MAPK Phosphorylation
in Cultured Rat VSMCs

chietal. [27]. U73122 (10 pmol/l, 30 min) inhibited Ang
II-induced tyrosine phosphorylation of p42/p44 MAPK
in VSMC:s (fig. 3).

Roles of PKC in Ang II-Induced MAPK Activation

In cultured VSMCs, PI-PLC activation by Ang Il leads
to the production of two secondary messengers, IP; and
DAG [5], that induce the release of Ca®* from intracellu-
lar stores [6] and PKC activation [7]. On the other hand,
it was shown in some studies that PKC activation is inde-
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pendent of Ang II-induced MAPK activation [28] but
some researchers have been defending the opposite inter-
pretation [27]. Therefore, we further examined the effect
of the specific PKC inhibitor GFX (2 p.mol/l, 30 min) [27]
on Ang Il-induced MAPK activation in VSMCs. GFX-
sensitive inhibition of PKC caused a significant decrease
in MAPK activation whereas this decrease could not be
observed in the basal level (fig. 4).

30 Pharmacology 2007;79:27-33

Roles of PLC and PKC Inhibition in Ang II-Induced

MAPK Activation

We studied Ang II-induced MAPK activation in the
presence of PLC and PKC inhibitors in VSMCs. Cells
were incubated with U73122 (10 pwmol/l, 30 min) and
GFX (2 wmol/l, 30 min) at the same time, and ERK1/
ERK2 phosphorylations were observed. We saw that
MAPK phosphorylation was completely restrained after
incubating the cells with both inhibitors (fig. 5).
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Effects of Ras on Ang II-Induced MAPK Activation

In recent studies, an isoform of PKC-{ has been shown
to pave the pathway of MAPK activation through Raf-1
[29]. Therefore, we observed the effect of Ras inhibition,

Ang lI-Induced MAPK Phosphorylation
in Cultured Rat VSMCs

an upstream protein of Raf-1, through MAPK activation
in the presence of PLC and PKC. We observed that Ang
II-induced MAPK activation was completely restrained
with the Ras inhibitor, FTS (10 nmol/l, 24 h) (fig. 6).
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Discussion

The signaling mechanism leading to MAPK activation
from heterotrimeric G protein-coupled receptors has not
been clearly defined yet. In this study, we proposed a nov-
el signaling pathway from AT1 to the MAPK cascade in-
volving p21ras activation mediated by PLC and PKC. We
further showed that Ang II-induced MAPK activation
was suppressed by the PI-PLC inhibitor, U73122. Al-
though the precise site of the action of U73122 is unclear,
previous studies suggest that it may be at the level of Gq
or at the link between G protein and the effector enzyme
[30]. Ang II-induced MAPK activation was PI-PLC-de-
pendent in VSMCs. It has been proposed that a Gg-cou-
pled receptor can activate MAPK through PKCactivation
[31, 32]. PKC is known to activate MAPK presumably by
directly phosphorylating Raf-1 [33]. Since the present
study emphasized these facts and Ang II has been shown
to stimulate PKC activity in VSMCs through PI-PLC ac-
tivation [5, 34], Ang II could activate the Raf-1-MAPK
system by activated PKC. In this study, it is also shown
that in case of inhibiting Ras, upstream of Raf-1, with
FTS, MAPK phosphorylation is oppressed. In addition,
we found that the PKC inhibitor GFX, which has been

32 Pharmacology 2007;79:27-33

shown to inhibit PKC-«, PKC-BI, PKC-II, and PKC-vy
[35], had no significant effect on MAPK activation by
Ang I1. However, we cannot exclude the possibility that
GFX and isoforms of PKC, such as PKC-{ [36], may play
arole in Ang Il-induced activation of MAPK.

In conclusion, for Ang IT-induced MAPK activation in
VSMCs, PLC and Ras-dependent pathways are essential-
ly needed, whereas PKC is partly effective. Thus, investi-
gating all downstream pathways of Ang II-stimulated
MAPK activation can make us understand pathologies
like vascular remodeling and atherosclerosis and the
mechanisms laying behind them.
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