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OZET

ADJUVAN ARTRIT OLUSTURULMUS SICAN MODELINDE MAS
RESEPTOR AGONISTi ANGIOTENSIN 1-7’NiN IZOLE TORASIK AORTA
YANITLARINA VE RAGE (RECEPTOR FOR ADVANCED GLYCATION END
PRODUCTS)’ YE ETKISI

Acikalin, Oznur
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Farmakoloji ABD
Tez Yoneticisi: Doc. Dr. Funda F. BOLUKBASI HATIP

Aralik 2013, 64 Sayfa

Romatoid Artritte (RA)’da inflamasyonla birlikte olusan erken vaskiiler hasar
sonras1 endotelyal fonksiyonlarda azalma goriilmektedir. Deneysel artrit
modellerinde de artritin siddetine bagh olarak vaskiiler reaktivitede degisiklikler
s6z konusudur. Angiotensin 1-7 (Ang 1-7) Mas Reseptor (MasR) agonistidir ve
kardiyovaskiiler homeostazda merkezi bir role sahiptir. Vasodilator, hipotansif,
anti aritmik ve kalbi koruyucu etkilerinin yam sira vaskiiler, antiinflamatuar
etkilere de sahiptir.

Cahsmamizda, Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ile indiiklenen si¢an artrit
modeli kullamilarak, Ang 1-7’nin artrit bulgular, izole torasik aorta damar
yanitlariy, kan SRAGE, TNF-a, IL-1p seviyelerini inceledik.

Bu calismada 30 adet erkek Wistar Albino sican kullanildi. FCA 0.1mL sag
arka pence plantar yiizeye intradermal verilerek artrit olusturuldu. Artrit
bulgulan 1., 3., 7., 10. ve 15. giinlerde degerlendirildi. Ang 1-7, FCA verildikten 7
giin sonra, 3mg/kg i.p. olarak 8 giin boyunca verildi. Pence 6demi vernier kaliper,
indirekt kan basinci 6l¢iimii tail-cuff yontemi ile 6l¢iildii. Endotelli ve endotelsiz
aort yanitlar1 8 kanalli izole organ banyosunda incelendi. Kasic1 yanitlar fenilefrin
ve KCl, gevseme yanitlari ise asetilkolin ve sodyum nitroprusid ile degerlendirildi.
ELISA Kitlerle serum SRAGE, TNF-a ve TIL-1B seviyelerine ve immiinohistokimyasal
olarak aorta preparatlari degerlendirildi.

Artritli sicanlarda FCA verilmesini takiben 3. giinden itibaren artrit bulgular1 olan
agirhkta azalma, arterial basincta ve pence Odeminde artis goriilmiistiir. FCA
uygulanmasi, TNF-a ve IL-1p’y1 arttirirken sRAGE’yi azaltmistir. Endotel
zedelenmesinin ACh gevsemesini ve Angl-7’nin gevsetici etkisini azalttig goriildii. Ang 1-
7’nin, artritli sicanlarda artan pence O6demini, kan basincini, aortada kasilma
yanmitlarini ve TNF-a seviyelerini azaltirken, SRAGE’yi arttirdig1 saptanmstir.

Sonug¢ olarak Ang 1-7 tedavisi, artrit bulgular: ve endotel fonksiyonlari iizerine
olumlu etkileri nedeniyle artritli hastalarda 6nemli bir tedavi secenegi olabilir.

Anahtar kelimeler: Adjuvan artrit, Aort, Endotel, Ang 1-7, TNF-a, IL-1p, RAGE



ABSTRACT

EFFECT OF MAS RECEPTOR AGONIST ANGIOTENSIN 1-7 ON THORACIC
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A decrease in endothelial function consequent to the vascular damage
associated with the inflammation is observed in the rheumatoid arthritis (RA).
Changes in the vascular reactivity, related to the severity of arthritis, are also
observed in experimental arthritis models. Angiotensin 1-7 (Ang 1-7) is MasR
agonist and plays a central role in the cardiovascular homeostasis. It has
vasodilator, hypotensive, antiarhythmic and cardioprotective effects besides
vascular antiinflammatory activities.

In our study, we used Freund’s Complete Adjuvant (FCA)-induced rat
arthritis model, investigated the effect of Ang 1-7 on thoracic aortic responses, and
blood levels of SRAGE, TNF-a, and IL-1§.

In this study, 30 male Wistar rats were used. Arthritis was induced by
intradermal injection of 0,1 mL FCA into the plantar surface of right hind limb.
Arthritis parameters were evaluated on day 1, 3, 7, 10 and 15. Ang 1-7 (3 mg/kg
I.p) was administered 7 days after FCA. Paw edema and indirect blood pressure
were measured using vernier caliper and tail-cuff methods respectively. The aortic
(with and without endothelium) responses were investigated using isolated organ
bath. The contractile responses were induced by phenylephrine and KCI, whereas
the relaxation was induced by acetylcholine and sodium nitroprussid. Serum
SRAGE, TNF-a and IL-1p were analyzed by ELISA and aortic preparations were
evaluated immunohistochemically.

Body weight was decreased, whereas paw edema and blood pressure were
increased in the arthritic rats 3 days after FCA administration. Moreover, FCA
increased TNF-a and IL-1B, but decreased SRAGE. Damaging the
endotheliumreduced ACh-relaxation and the relaxing effect of Ang 1-7. Ang 1-7
decreased paw edema, blood pressure, aortic contractile responses and TNF-a
levels, but increased SRAGE in the arthritic rats.

In conclusion: Angl-7 could be a significant choice in the treatment of patients
with arthritis due to its positive effects on arthritic complications and endothelial
functions.

Key words: Adjuvant arthritis, Aorta, Endothelium, Angl-7, TNF-a, IL-18, RAGE
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1. GIRIS

Romatoid Artrit (RA), periferik eklemlerde simetrik dagilim gdsteren, kalici sinovit
ile karakterize, sistemik, otoimmiin, kronik inflamatuar bir hastaliktir (Firestein 2005).
RA’da kardiyovaskiiler, hematolojik, solunum ve ndrolojik sistem tutulumlar
(Gumiigdis 2003) ile birlikte goz, kas, bobrek gibi organ tutulumlar: olabilmektedir
(Hurd 1979, Portio vd 1991). Ozellikle kardiyovaskiiler sistem tutulumlari kendi basina
bir risk faktoridiir ve yiiksek seviyelerde olusan kronik inflamatuar mediyatorler bu
riskin artmasina katkida bulunur (Voskuyl 2006). RA’da inflamasyonla birlikte olusan
erken vaskiiler hasar sonrasi (Kaplan ve McCune 2003) endotelyal fonksiyonlarda
azalma goriilmektedir (Hurlimann vd 2002). Deneysel artrit modellerinde de artritin
siddetine bagli olarak vaskiiler reaktivitede degisiklikler s6z konusudur (Ulker vd

2000).

Ang 1-7, Mas reseptér (MasR) agonistidir (Santos vd 2003). Ang 1-7, Renin
Anjiotensin  Sisteminin  (RAS) ana {rlinlerinden biridir (Santos vd 2008) ve
kardiyovaskiiler homeostazda merkezi bir role sahiptir. Vasodilator, hipotansif
etkilerinin yanmi sira (Ferrario vd 2005, Mercure vd 2008) koroner arterleri dilate
edebildigi, koroner kan akimini artirabildigi, damar diizeyinde antiinflamatuar etkileri
oldugu disiiniilmektedir (Santos ve Ferreira 2007). Bu olumlu etkiler nedeniyle farkli

ila¢ gruplarinin Ang 1-7 diizeyleri iizerine etkileri incelenmektedir.

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) kanda yiiksek seyreden seker diizeyleri sonucu
olusan glikasyon son iriinleridir ve RA gibi inflamatuar hastaliklarda da ortaya ¢ikar
(Singh vd 2001). RAGE (receptor for advanced glycation endproducts),
immunoglobulin G (1gG) siiper ailesinin bir iiyesidir ve AGE’ler disinda inflamatuar
sitokinler tarafindan da uyarilabilir ve ekspresyonu inflamasyonla artar (Peyroux ve
Sternberg 2006, Bierhaus vd 2006). AGE’ler etkilerini RAGE olarak adlandirilan hiicre



yiizey reseptor kompleksi ile etkilesimleri araciligi ile olusturur (Prevost vd 1999).
AGE’ler, RAGE’lere baglandiklarinda hiicre i¢i sinyal yolaklar1 uyarilir, inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonu saglanir (Lapolla vd 2005, Inan vd 2003, Ruiz-Ortega vd
2006). Patolojik bir durum s6z konusu oldugunda ornegin inflamasyonda, RAGE
ekspresyonu artmaktadir (Peyroux ve Sternberg 2006, Bierhaus vd 2006).

Bu bilgiler 15181nda 6zetle, son yillarda RAS sistemi ile inflamatuar hastaliklar
arasinda giderek artan bir baglantinin oldugu bildirilmektedir (Owen ve Campbell 1998,
Ruiz-Ortega vd 2001).

Calismamizda insanlarda goriilen RA’ya bir¢ok yonii ile benzemesi nedeni ile
Freund’s Complet Adjuvant (FCA) ile indiiklenen artrit modeli kullanilmistir (Sokoloff
1984). Ang 1-7’nin, FCA ile indiikklenen artrit olusturulan sicanlarda torasik aorta
yanitlar1 ve RAGE‘ye etkisini gosteren ¢alisma bulunmamaktadir. Ang 1-7°nin damar
diizeyinde antiinflamatuar etkilerinin olduguna dair smirli sayida calismalar olmakla
birlikte bu konu giderek 6nem kazanmaktadir (Santos ve Ferreira 2007). Ang 1-7’ye

yonelik tedaviler gilincel aragtirma konularinin basinda gelmektedir.

Bu nedenle ¢alismamizda, tek doz FCA ile indiiklenen sigan adjuvan artrit
modelinde, RAS ana {irlinlerinden olan ve Ang II’ye ters yonde etki gdsteren MasR
agonisti Ang 1-7’nin, artritli siganlarda agirliga, kan basincina, penge 6demine, izole
torasik aorta yanitlarina, kanda, TNF-a, IL-1B, SRAGE seviyelerine ve ek olarak

immiinohistokimyasal olarak aorta tizerine etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL BIiLGIiLER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Romatoid Artrit

RA, ozellikle periferik sinovial eklemleri simetrik tutan, kronik inflamasyonla

karakterize otoimmiin sistemik bir hastaliktir (Firestein 2005).

2.1.1. Epidemiyolojisi

RA’nin degisik popiilasyonlarda prevalanst %0,8 olarak tahmin edilmektedir.
Kadinlari, erkeklere oranla 2,5 kat daha fazla tutar. Insidans1 60-64 yas aras1 kadilarda,
18-29 yag arasi kadinlara oranla 6 kat daha fazladir (Rindfleisch ve Muller 2005). Yas

ilerledikge cinsiyet fark: azalir.

2.1.2. Etiyolojisi

RA’nin nedeni kesin olarak bilinmemekle beraber, etiyolojide rol oynadigi tahmin
edilen faktorler; infeksiyon ajanlari, genetik faktorler, immiin sistem bozuklugu, stres,

cinsiyet, travma, endokrin ve gevresel faktorler olarak sayilabilir (Glimiisdis 2003).

RA’nin olusumunda genetik faktorlerin rol oynadigini disiindiiren, ¢alismalari
destekleyen mekanizma; tek yumurta ikizlerinde hastaligin ikinci ikizde ¢ikma sansinin,
cift yumurta ikizlerine gére 5 kat daha fazla olusudur. Bu durum genetik faktoriin
onemini gostermektedir. Timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin-10 (IL-10)
genlerindeki polimorfizmler ve kromozom 3 (3q13)’deki bir bolge de RA ile iliskilidir
(Symons vd 1997).



RA kadinlarda daha sik goriilen birgok kronik inflamatuar otoimmiin hastaliktan
birisidir. Ostrojenlerin immiin sistem iizerine genel olarak stimiilatér etkisi vardir. Bu
durum gebeligin son donemlerinde hastaligin siklikla remisyona girerek, dogumdan
haftalar veya aylar sonra romatoid faktor (RF) titrelerinin artisiyla birlikte hastaligin
alevlenmesiyle agiklanabilir. Gebelik siiresince 1L-10 gibi baskilayici sitokinlerin
saliminin artmasi veya hiicresel immiinitedeki degisiklikler bu durumu agiklayabilir.

(Firestein 2005).

Cevresel faktorlerin bir kism1 RA yatkinlig1 ile agik bir sekilde ilgili olabilir. Sigara
igmek RA’da romatoid nodiil ve ¢oklu eklem tutulumu ile iliskilidir (Harel-Meir vd
2007). Kafeinsiz kahve tiiketimi bagimsiz olarak RA baslamasi ile pozitif iliski

gosterirken, ¢ay icimi ile hastalik baslangici arasinda ters iligki vardir.

2.1.3. Patogenez

RA patogenezinde, hiimoral ve hiicresel bagisiklik mekanizmalar: birlikte rol oynar.

RA’da primer inflamasyon eklemdeki sinoviyumdur (Paleolog ve Miotla 1999).

Romatoid sinovyumda, ilk olarak T hiicrelerinin yogunlukta oldugu bir hiicre artisi
olur. Bu durum; sinovyal mikro dolasimda tikanma, hiicre biiylimesi ve hiicreler arasi
mesafenin agilmasina neden olur. Daha sonra, makrofaj ve dentrik hiicre akimi ve
bunlarin salgiladig: sitokinlerde artis olur. Sonu¢ olarak inflamasyon artar, sinovyum
hipertrofik bir hale gelir ve kikirdagi yavas yavag asindirmaya baglar. Sinovyal
hiicrelerde artmis inflamasyon ve bunlara bagli prolifere olmus sinovyal olusumlara
pannus denir. Romatoid sinovyum ve pannuslar ayrica yeni damarlar olusturur ve bu

damarlarda bulunan makrofaj, fibroblast ve lenfosit hiicreleri angiogeneze neden olur
(Direskeneli 2002).

Ayrica romatoid sinovyada bulunan lizozomal enzimlerin, normal tavsan eklemine
enjekte edilmesiyle inflamasyonun ve kikirdak hasarinin alevlendigi yapilan

calismalarda goriilmiistiir (Brothers ve Hadler 1983).

RA patogenezinde, inflamatuar siirecin CD4+ hiicre aktivasyonuna bagl olarak

basladig1 bilinmektedir. Aktive olan bu hiicreler, interlokin-2 (IL-2) ve interferon



gamma (IFN-y) gibi belirli sitokinleri salgilayarak T lenfosit hiicrelerini, makrofajlari ve
fibroblastlar1 uyarir. IFN-y, monosit ve makrofaj hiicrelerinin sentezlenmesini buna
bagl sekresyonlarini aktive eder. Makrofajlarin aktive olmasiyla interlokin-1 (IL-1) ve
TNF-o salgilanmasi artar (Direskeneli 2002).Ayrica yardimci1 T lenfositler tarafindan
aktive edilen B lenfositler, plazma hiicrelerinden Ig ve RF salgilanmasina neden olurlar.
Ig’ler sinovyal membranda, sinovyal sivi ve eklem kikirdagindaki antijenle birleserek
immiin kompleksleri olustururlar. Eklem bosluguna serbest¢e yayilan immiin
kompleksler, buarada aktive olarak kemotaktik faktorlerin salinmasina yol agarlar.
Kemotaktik faktorler, damar gecirgenligini arttirirlar, polimorfoniikleer 16kositlerin ve
monositlerin bu bdlgede toplanmasini saglarlar. Bu hiicreler immiin kompleksleri
fagosite ederek, doku hasarina neden olan l6kotrien, serbest radikal, prostoglandin ve
proteolitik enzimlerin yapim ve serbestlesmesine neden olurlar (Direskeneli 2002). Bu
nedenle sinovyumu kaplayan hiicrelerin sayisinda artis, mononiikleer hiicrelerin
perivaskiiler alaninda infiltrasyon, mikrovaskiiler hasar, sinovyumu kaplayan hiicrelerde
hipertrofi ve hiperplazi, tromboz gibi fokal veya segmental damar degisiklikleri ve
kiiciik kan damarlar etrafinda toplanmis mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriiliir

(Goldring 2002).

RA patogenezinde, yukarida da bahsettigimiz gibi sitokinlerin 6nemli rolleri vardir.
Sitokinler, immiin sistem hiicreleri tarafindan salinan, hiicrelerin biiyiime ve
farklilasmasini, hiicreler arasi kimyasal haberlesmeyi saglayan, immiin cevabi

diizenleyen proteinlerdir (Giiltekin 2005).

2.2. Inflamasyon

Inflamasyon, canli dokunun her tiirlii hasar olusturan uyarana kars1 gosterdigi ortak
bir reaksiyondur. Inflamasyona ¢esitli zararli uyaranlar, infeksiyonlar, antikorlar veya
fiziksel hasarlar neden olabilir. inflamasyon sirasinda hiimoral ve hiicresel yanitlarla
birlikte organizmay1 zedeleyici etken c¢evrelenerek yok edilir, zararli siireglerin
sinirlandirmast  saglanir ve takiben doku onarimi yapilir. Histamin, serotonin,
l6kotrienler, prostaglandinler, bradikinin, plazma proteazlari, platet aktive edici faktor

(PAF) ve serbest oksijen radikalleri gibi ¢esitli inflamatuar mediatorleri bolgede



birikirler ve doku hasarin1 hizla ilerletirler (Schwab ve Bartholdi 1996, Grossman vd

1999).

RA’da, sinoviyada diizeyleri artarak aktive olan sitokinlerden, en belirgin artislar,
TNF-o ve IL-1’de goriiliir (Turesson vd 1999). IL-1 ve TNF gibi sitokinler,
proinflamatuar sitokinlerdir ve inflamatuar degisikliklerin olugmasinda, patojenin
eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar

(Rapalino vd 1998).
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Sekil 2.1: IL-1 ve TNF-o’n1n endotel hiicre i¢i aktivasyonu (Pober ve Sessa 2007)

2.2.1. IL-1B

IL-1 monositler, lenfositler, endotel hiicreleri ve mikroglialar gibi bagisiklik sistemi
hiicrelerinden salinir. Inflamasyon ile seyreden otoimmiin hastaliklarin olusumunda

etkisi oldugu diisiiniiliir (Gardner vd 2003,Kuralay ve Cavdar 2006).

IL-1in, endojen ve ekzojen birgok etkisi bulunur. IL-1 klasik olarak IL-1a ve IL-18

olmak {iizere 2 alt tip olarak tanimlanir. Her ikisi de benzer etkiye sahiptir. IL-13’nin



etkilerini gosterebilmesi i¢in IL-1R1 reseptdriine baglanmasi gerekir (Akira vd 1993,
Dinarello 1998).

2.2.2. TNF-a

TNF-a bir¢ok inflamatuar ve enfeksiydz hastalifin patogenezinde onemli rol alir.
TNF-o’nin major kaynagi aktive olmus monosit ve makrofajlardir. TNF, 233 aminoasit
ve 26 kDA agirliginda proproteinden sentezlenir. TNF etkisini membran bagimli
reseptor molekiilleri TNF reseptor (TNFR) | (p55) ve TNFRII (p75) araciligiyla gosterir
(Dinarello 1998). TNF-a’nin 6nemli fonksiyonlari, 16kositler i¢in vaskiiler endotelyal
hiicre adezyonunun indiiksiyonu, inflamatuar sitokinlerden 6zellikle IL-1’i uyarilmasi,
16kosit aktivasyonu, endotelyal hiicreler ve astrositler iizerinde intraselliiller adezyon
molekiilii 1 (ICAM-1) ekspresyonunu arttirmasi sayilabilir (Bazzoni ve Beutler 1996,
Pober ve Sessa 2007).

Inflamatuar sitokinlere yanmit olarak gerek IL-1 ve gerekse TNF-o ilgili
reseptOrlerine baglanarak hiicre i¢erisinde sinyalizasyonu baslatirlar. IL-1 ve TNF-o’nin
ilgili reseptorlerine baglanmasi sonucu ortaya c¢ikan kompleksler, transkripsiyon
faktorleri olan niikleer faktor-kappa B (NF-Kb) ve aktive protein-1 (AP-1)
aktivasyonuna neden olacak mitojen aktive kinazlarin aktivasyonunu saglar. Bu
faktorler niikleus igerisinde proinflamatuar proteinlerin ekspresyonuna neden olacak
spesifik genlerin transkripsiyonunu baglatir. Bunlar arasinda ICAM-1, vaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1 (VCAM-1), e-selektin, siklooksijenaz-2 (COX-2), kemokinler
sayilabilir. COX-2, arteriolar endotel hiicrelerde prostasikline (PGI) doniisiimii saglayan
COX-1’in etkinligini artirir (Sekil 2.1).

RA'da inflamasyon, yaygin olarak subklinik vaskiilite, endotel hasarina ve hizlanmig
ateroskleroza yol agmaktadir. Bu durum RA'de etkili olan IL-1 ve TNF-o’nin, endotelde
hiicre adhezyon molekiillerinin salgilamasini  ve permeabilitelerini artirmakta,
inflamasyon hiicrelerinin damar duvarindan gegisini kolaylastirmaktadir (Pober ve
Sessa 2007). TNF-a, RA'da endotel tabakasinin disfonksiyonundan sorumlu tutulan en
onemli mediyatordiir. TNF-o inflamasyonun baglamasinda ve ilerlemesinde rol alir,
endotel bagimli gevsemeyi azaltir. TNF-a asetilkolin (ACh) bagimli gevseme igin

gerekli endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin aktivasyonunu bloke eder



(Hurlimann vd 2002, Metsios vd 2010). Ozellikle TNF-o olmak iizere, RA’da sitokin
diizeyleri normal bireylere gore daha yiiksek saptanmakta ve vaskiiler hastaligin devam
etmesine neden olmaktadir. Bu durum; inflamasyonun kardiyovaskiiler hastaliklar ve
ateroskleroz olusumunda onemli bir rol oynamasina neden olmaktadir. (Rincon vd
2001, Meyer 2001, Mikulus ve Saag 2001, Hurlimann vd 2002, Coblyn ve O’Gara
2003, Menekse vd 2004).
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Sekil 2.2: IL-1 ve TNF-a‘nin RA patogenezindeki rolii (Calich vd 2010)

2.3. Vaskiiler Endotel

Endotel, organizmanin tiim kan damarlarmin yiizeyini kaplayan vaskiiler diiz kas ile
damar liimeni arasinda bazal membran {izerine yerlesmis tek sira, yassi epitelyum
hiicrelerden olusan bir dokudur. Endotel, dokularla kan arasinda bulunan, sentezledigi
ve saliverdigi mediyatorlerle vaskiiler homeostazin regiilasyonundan sorumlu olan
viicudun her tarafinda bulunan aktif, dinamik bir organ niteligi tasir. Eriskinlerde
endotel hiicre kitlesi ortalama 1kg olup, 4000-7000 m? aras1 ylizey alanina sahiptir (Aird
2004).

Endotel hiicreleri fizyolojik ve patolojik uyarilara yanit olarak gevsetici ve kasici
faktorler olusturarak hemen altindaki damar diiz kas hiicrelerinin toniisiinii ayarlar.
Normal endotelde vasodilatér, antitrombik, antiinflamatuar, antioksidan ve

antiproliferatif faktorlerle, vazokonstriktér, protrombik, proinflamatuar ve oksidan



molekiiller denge halindedir. RA’da sistemik inflamasyonla birlikte bu denge bozulur

ve endotel disfonksiyonu, buna bagli bir¢cok kardiyovaskiiler ve sistemik hastalik ortaya

¢ikar (Faulx vd 2003, Sandoo 2010).

Endotel hiicreleri secici bir bariyerdir. Kii¢iik molekiillerin, sivilarin ve ¢oziinmiis
maddelerin kontrollii olarak pinositotik vezikiiller i¢inde dokulara ge¢cmesinde secici
gecirgen bir bariyer olarak gorev alir. Aym1 zamanda kan akimi degisikliklerine,
gerilmeye ve inflamasyon mediyatérlerine yanit olarak ¢esitli maddeler salgilayarak kan
akimini diizenler. Bu molekiiller normalde az miktarlarda sentezlenirken, inflamasyon
gibi anormal durumlarda daha fazla sentezlenerek, bazi kan hiicrelerinin damar disina
¢ikmasina yardim eder. Endotel hiicre hasari biitiin bu hassas dengeyi bozar. (Wilentz
vd 1987, Forstermann vd 1988, Meredith vd 1993, Ganong 1999, Ross vd 2003).

Endotel tabakasi vaskiiler tonusu, vaskiiler permabiliteyi, vaskiiler biliylime ve
yeniden yapilanmay1 (remodelling) etkileyen parakrin ve otokrin faktdrler salivererek
kardiyovaskiiler homeostazda onemli rol oynar. Bu nedenle endotel biitinliigii en
onemli faktordiir (Vanhoutte 1988, Furchgott ve Vanhoutte 1989). Normal vaskiiler
tonus endotelden salinan ¢esitli vazodilatdr ve vazokonstriktor mediyatorler arasindaki
denge ile saglanir. Burada vazodilator etkili olan prostasiklin(PGI12), nitrik oksit(NO)
(Billiar 1995) adenosin, hidrojen peroksid, endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF),
v.b. ile vazokonstriktor etkili olan tromboksan A2, endotelin-1, anjiotensin 11 (Ang 1),
prostanlar ve PAF v.b. sayilabilir. Endotel kaynakli en giiglii vazokonstriktor endotelin-
1’dir. En gii¢lii ve 6nemli vazodilator ise NO’dur (Epstein ve Levin 1995, Cines vd

1998, Ganong 1999).

RA’da arterlerde olusan fonksiyonel ve yapisal degisikliklerle, endotel
disfonksiyonuna ve inflamasyona bagli olarak damar direnci artmaktadir (Wallberg-
Jonsson vd 2008). RA’nin damar duvarinda yaptigi bir takim degisiklikler arteryel
genisleme ve sertligi degistirmektedir. RA’l1 hastalarin abdominal aortalarinda
sertlesmede artis saptanmistir (Turesson vd 2005). Sonug olarak RA’l1 hastalarda aortik
sertlesmenin arttig1 ve bunun sonucunda da kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditenin

arttig1 goriilmiistiir (Stout 1987).
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2.3.1. Nitrik oksit (NO)

NO molekiil agirligi 30 kDa olan, lipofilik 6zellikte, yarilanma omri 6-30 s olup
etkisi kisa siiren ve hiicre membranindan kolaylikla gecebilen gaz yapili molekiildiir.
NO, endotel hiicrelerde sitokrom p450 homologu olan ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS)
olarak bilinen, kalsiyum-kalmodulin bagimli enzimler araciligiyla L-argininden
sentezlenmektedir. (Moncada ve Higgs 1993, Tousoulis vd 2012). Biyokimyasal olaylar
sonucu kalsiyum kanallar1 acgilarak, kalsiyum hiicre i¢ine girmekte ve kalmoduline
baglanarak olusan kompleks NOS’a baglanarak enzimi aktive etmektedir. Bu kompleks
NOS’un yapisinda bulunan flavoproteinlere, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH)‘dan ve heme flavinlerden elektron transferini kolaylastirmaktadir. Reaksiyon
sonrasinda L-argininden NO ve sitriilin sentezlenmekte olup, bu reaksiyonda oksijen ve
NADPH ko-substrat, tetrahidrobiopterin (BH4) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) ile
flavin mononiikleotid (FMN) ise koenzim olarak rol oynamaktadirlar (Tousoulis vd
2012).

NOS enziminin hiicrelerde yapisal olarak bazal diizeyde bulunan konstitiif NOS
(cNOS: Tiplll) ve biyokimyasal uyarilardan sonra aktive olan indiiklenebilir NOS
(iINOS; Tipll) olmak tizere iki izotipi tanimlanmustir. ctNOS, vaskiiler endotel tarafindan
stirekli olarak fizyolojik diizeyde salgilanmakta ve kalsiyum—kalmodulin bagimli olarak
caligmaktadir. cNOS’un eNOS ve néronal NOS (nNOS: Tipl ) olmak tizere iki izotipi

bulunur.

Kan damarlarinda normal, bazal kosullar altinda NO siirekli cNOS tarafindan
retilir. ~ Aktivitesi  kalsiyum—kalmodulin ~ bagimhidir ve depolanmig halde
subsarkolemmada bulunan kalsiyumun agiga ¢ikmasi iki temel yolla olmaktadir. Ilki
vaskiiler endotelde kan akimimin olusturdugu siirtiinme etkisine (shearing forces) bagli,
aciga cikan kalsiyumun, cNOS’u aktive etmesi ve buna bagli NO olusumunun
uyarilmasidir. Ikinci mekanizma ise endotel iizerinde bulunan ACh, bradikinin, P
maddesi, adenozin ve diger pek cok endojen ligandlara ait reseptdrler iizerinden

kalsiyum saliniminin uyarilarak NO iiretiminin saglanmasidir.

Normal, bazal kosullar altinda INOS aktivitesi ¢ok diisiiktiir. CNOS’tan farkli olarak
kalsiyum bagimli degildir. INOS aktivitesi inflamasyon sirasinda, TNF-a, 1L-1 ve IFN-y
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gibi proinflamatuar sitokinler ve bakteriyal endotoksinler tarafindan indiiklenir.

Inflamasyon sirasinda iNOS tarafindan iiretilen NO miktar1 cNOS tarafindan {iretilen

NO miktarindan 1000 kat daha fazladir.(Fleming vd 1997, Web_1 2008)

Nitrik oksit, sentezlendikten sonra damar diiz kas hiicresi iginde, guanil siklaz
enzimini aktive eder. Bu enzim guanosin trifosfat (GTP)’1 defosforile ederek siklik
guanosin monofosfat (cGMP) olusmasina ve sonugta diiz kas gevsemesine neden
olmaktadir (Sekil 2.3). cGMP, K" kanallarmi aktive ederck hiperpolarizasyona ve c-
GMP bagl protein kinazlar1 aktive ederek myosin hafif zincir fosfatazlarin (MLCP)

defosforilasyonuna neden olarak diiz kas gevsemesini saglar.
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Sekil 2.3: Hiicre igi NO sentezi (WEB_1 2008)

NO‘nun inflamasyonda Onemli rolii bulunmaktadir. Vazodilatasyon, vaskiiler
gecirgenlikteki degisim, ekstravazasyon, lokosit migrasyonu ve aktivasyonu gibi
inflamasyon sirasinda birbirini seyreden olaylar zincirinde gorev alir (Coleman 2001).
Ozellikle RA gibi kronik inflamasyonlu hastaliklarda iNOS kaynakli NO’nun rolii
vardir (Suscheck vd 2004).

2.4. Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS)

Anjiotensinler viicudun tim organ ve dokularinda 6zellikle karaciger, akciger ve

bobregin katkilariyla dolasimda lokal olarak tiretilirler. (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4: Renin anjiotensin sistemi (Marcy ve Ripley 2006)

Bobrekte jukstaglomeriiler hiicrelerde iiretilen renin, ajiotensinojeni, anjiotensin-1
(Ang I)’e, Ang I’de Angiotensin Converting Enzyme (ACE) ile RAS’in en onemli
metabolitlerinden Ang I1’ye doniisiir (Schmieder 2005).

RAS, kardiyovaskiiler, renal ve adrenal fonksiyonlarin kontroliinde esas olarak Ang
II tizerinden 6nemli bir role sahiptir. RAS’n inflamatuar hastaliklarda da artan sekilde
katkisinin olduguna dair veriler s6z konusudur (Ruiz-Ortega vd 2001). RAS, damar diiz
kas hiicre migrasyonu, cogalmasi ve ekstraseliiller matriks iiretiminin uyarilmasi,
inflamatuar hiicrelerin migrasyonunu arttiran inflamatuar kimokinler ile sitokinlerin
tiretimlerinin uyarilmasi gibi ¢oklu mekanizmalar ile damar hastaliklar1 olusturur
(Brunton vd 2009). RA’li hastalarin sinoviyal orneklerinde RAS kompentlerinin
bulundugu ve bunlarin inflamasyon durumlarinda upregiile oldugu bildirilmistir
(Gomez vd 1993,Walsh vd 1994, Owen ve Campbell 1998) Birgok calismada Ang
II’'nin 16kosit migrasyonunu, kemokin iiretimini, transkripsiyon faktorii NF-Kb’nin
aktivitesini indiikledigi gosterilmistir. Buna baglh o6zellikle RA gibi inflamasyonlu
hastaliklarda Ang II’nin bloke edilmesinin faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir (Firestein
2004). Bu nedenle inflamatuar hastaliklarla RAS arasindaki iligski son derece 6nemlidir

(Brunton vd 2009, Chappell 2010, Da Silveira vd 2010).
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RAS’1in metabolitleri arasinda Ang Il yaninda Ang IIl, Ang IV ve Ang 1-7 gibi
onemli aktif metabolitlerde bulunmaktadir (Ferrario ve Chappell 2004, Santos vd 2008).

Angiotensinogen |
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Sekil 2.5: RAS iiriinleri ve sentezi (Mori vd 2013)

2.4.1. Ang 1-7

Ang 1-7, RAS’1n ana iiriinlerinden biri olup (Santos vd 2008) temel olarak ACE ile
iligkili karboksipeptidaz (ACE 2) araciligi ile olusur ve etkisini G protein kenetli MasR
ile gosterir (El-Hashim vd 2012). Ang 1-7’nin olusumu farkl yollarla olur. Ang I ¢esitli
endopeptidazlar tarafindan Ang 1-7 ’ye metabolize edilir. Ang II’de karboksipeptidazlar
(ACE2 gibi) tarafindan yine Ang 1-7’ye donistirilir. ACE’nin, Ang 1-7’nin
plazmadan temizlenmesinde katkisi vardir (Brunton vd 2009). (Sekil 2.5)

Ang 1-7’nin farmakolojik profili Ang II’ye ters yondedir. Ang Il

vasokonstriksiyona, aldesteron salgilanmasina neden olur (Brunton vd 2009, El-Hashim
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vd 2012). Ang 1-7 vasopressin salgilatir, prostoglandin biyosentezini uyarir, bazi
damarlarda vazodilatasyon yapar, natriiiretik etkilidir. Damar diiz kasi hiicrelerinin
¢ogalmasimi baskilar. Ayrica Ang 1-7’nin damar diizeyinde antiinflamatuar etkileri
oldugu distiniilmektedir (Santos ve Ferreira 2007, Chappell 2010, Moon 2011, El-
Hashim vd 2012 ). (Sekil 2.6)

Klasik RAS Alternafif RAS
Enzim: ACE ACE2
Peptid: Angiotensin 11 Angiotensin 1-7
Reseptir: AT, reseptir M as reseptir
. « vazokonstrilksivon « vazodilatasvon
Etki: - fibrotik - antifibritik
+ sodyum reabsorhsiyvonu - natrilirezis
* inflamasyon * anti-inflamasyon
+ pro-trombik - anti-trombik

Sekil 2.6: Klasik RAS ile alternatif RAS karsilastirilmas: (WEB_2 2013)

MAS protoonkogeni, ilk olarak in vivo tiimor ¢aligmalarinda timorijenik aktivitesi
sonucu tanimlanmis (Young vd 1986), memelilerde testis, 6n beyin, amigdala,

hipokampus ve saptanabilen diizeylerde yine kalp ve bobrekte eksprese edilmistir
(Alenina vd 2002).

ACE 2 — Ang 1-7 — MasR ekseni ile ACE — Ang Il — AT1 reseptor ekseni
birbirlerine karsi olan reseptor hareketleri olarak tanimlanir. Bu durum Ang 1-7’nin

etkilerinin Ang II’ye karsit olmasindan ileri gelmektedir.

Mas agonisti olan Ang 1-7’nin antijenle indiiklenen artrit ve FCA artritinde belirgin
antiinflamatuar etkilerinin oldugu hatta genetik olarak MasR’i silinen farelerde artritin
bazi bulgularinin daha da artig1 gosterilmistir (Da Silveira vd 2010). Son zamanlarda
MasR’lerinin, AT1 reseptorii ile heterooligomerize olabilecegi ve Ang II’nin etkinligini

Onleyebilecegi bu nedenle ATI1 reseptoriiniin fizyolojik antagonisti olabilecegi
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bildirilmektedir (Kostenis vd 2005). Ang 1-7’nin vazodilator etkisinin endotele bagli
oldugu vyapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Ang 1-7°nin  vazodilatér etkisinde
vazodilator prostaglandin stimiilasyonu, artan nitrik oksit iiretimi, spesifik reseptorlerin

stimiilasyonu veya bradikininin vazorelaksan etkisinin gii¢clendirilmesi Yyer alabilir

(Lemos vd 2005).

2.5. Tleri Glikasyon Son Uriinleri (AGE)

AGE’ler, proteinler, lipoproteinler ve niikleik asitlerde bulunan azotlu gruplarin,
indirgeyici sekerlerin karbonil gruplari ile non-enzimatik glikasyonu sonucu olusan
heterojen bilesiklerdir (Peyroux ve Sternberg 2006). Protein glikasyonu, sekerin
karbonil grubu ile proteinin serbest amino grubunun Schiff bazi olusturmasiyla
baslamaktadir. Schiff bazi olusumu saatler igerisinde gergeklesmekte ve sonrasinda
giinler icerisinde amadori Uriinlerine doniigmektedir. Amadori {iriinleri ise daha sonra
dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar icerisinde AGE’lere doniismektedir.
Amadori tirtinlerinin olusumuna kadar olan boliim geri doniisiimlii iken, daha sonraki

evreler ise geri doniisiimsiiz ve stabildir (Dinger vd 2002).

AGE olusumunda etkili faktorler; proteinlerin yapim yikim hizi, hiperglisemi
derecesi ve cevresel oksidan stresin miktart ile yaygmlhigidir (Goldin vd 2006). AGE
olusumu genellikle uzun 6miirlii proteinleri etkiler. Proteinlerdeki lizin, histidin, arginin

amino asitleri glikasyona daha hassastir (Singh vd 2001).

AGE’ler, mikrovaskiiler diyabetik hastalikarin yani sira Ozellikle bag dokusu
hastaliklarindan RA’da, norolojik hastaliklardan Alzheimer hastaliginda ve son dénem
bobrek yetmezliginde patogenezde yer almaktadir. Histopatolojik calismalar sonrasi
AGE’lerin degisik doku tiplerinde 6zellikle RA’da kikirdak dokuda yani sira koroner
plaklarda, kalp kasinda vs yer aldigini gostermistir. Bag dokusu matriksinin yapisal
bilesenlerinden 6rnegin kollajen, AGE’lerin primer hedeflerinden biridir (Singh vd
2001, Goldin vd 2006). AGE’ler etkilerini reseptor bagimsiz yol ile ekstraselliiler
matriksin yapisindaki proteinler arasinda ¢apraz baglar olusturarak matriks yapisini ve

fonksiyonlarimi bozarak ya da reseptorleri lizerinden baglanma sonucu hiicre i¢i sinyal
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yolaklarin1 aktive ederek cesitli transkripsiyon faktorlerinin ve sitokinlerin salinimina

yol agarak gosterirler (Goldin vd 2006).

AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla vazokonstriiksiyona bagli endotel hasarina yol
acabildigi gibi, ozellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikan patolojilerde, glikasyon fenomoni
sorumlu tutulmakta ve AGE’ler 50 kat fazla serbest radikal iiretimine neden
olmaktadirlar (Bucciarelli vd 2006). Calismalar; AGE’lerin, reseptor aracili mekanizma
ile serbest radikal iiretimini uyarmasinin yani sira, artmis serbest radikallerinin de hiicre
ici AGE olusumunu arttirdigin1 gostermektedir (Giardino vd 1996). Yine AGE’lerin
toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarmi ve fonksiyonlarini degistirebilmeleri,
kendi reseptorleri ile oksidatif stresi indiikleyebilmeleri ve sonugta NF-KB gibi redoks
duyarl transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri, ayrica cesitli adezyon molekiillerine
ait genlerin (endotelin, VCAM-1 gibi), inflamatuar sitokinlerin 6zellikle TNF-a,, IL-
1’in, Ang Il ve transforming growth factor-beta (TGF-B) ekspresyonlarinin artigini
saglamalar1 gibi etkiler sayilabilir (Bierhaus vd 1997, Eidland vd 2001, Lapolla vd
2005, Yao vd 2007). Yapilan galismalarda AGE’nin, protein kinaz-C’yi aktive ettigi ve
aktive olan protein kinaz-C’nin, vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre
dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiylimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin

patogenezinde rol aldig: diistiniilmektedir (Way vd 2001).
AGE’ler baglandiklari reseptdrlere gore;
1. RAGE (receptor for advanced glycation endproducts)

2. Copgii reseptorler (Class A, CD36, class B tipl, LOX- 1, FEEL-1, FEEL-2),
3. AGE-R1 (oligosakkaril transferaz- 48), AGE-R2, AGE-R3 (Galektin-3) “dir.
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Sekil 2.7: AGE ve RAGE endotel hiicre igi sinyalizasyon yolaklar1 (Goldin vd

2006)

2.5.1. RAGE

RAGE, immiinglobiilin siiper ailesinden olan ve hiperglisemik durumlarda biriken

AGE’ler igin en spesifik reseptor olup en ¢ok incelenendir (Goldin vd 2006). RAGE

inflamatuar yanit ile baglantili farkli ligand aileleri ile etkilesime girer. RAGE; vaskiiler

endotel, akciger, karaciger, monositler, dentritik hiicreler, néronlar gibi ¢ok farkli doku

ve hiicre tiplerinde eksprese edilir (Nessar 2005).

RAGE’nin hiicre dis1 kismi V tipi bolge ve C tipi bolge olmak {izere 2 bolgeden

olusur. V tipi bolge, ligand baglanmasindan sorumlu iken C tipi bolge, V tipi bdlgenin

stabilitesini saglar. Bu kismi takip eden transmembran bdlge ise reseptoriin membrana

yerlesmesini saglar. Transmembran bolgenin ucunda ise kiiciik bir intrasitoplazmik
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kuyruk hiicre i¢i sinyalizasyonu saglayan kisimdir (Schmidt vd 2001). 3 farkli RAGE

izoformu mevcuttur. Bunlar;

1. Solubl RAGE (sRAGE)
2. Dominant negatif RAGE (DN-RAGE)
3. Full-length RAGE olarak adlandirilirlar.

Bu 3 tip RAGE izoformu arasindaki temel fark; full-length RAGE disindakilerde
intrasitoplazmik kuyrugun olmamasidir. Bu nedenle hiicre i¢i sinyalizasyonu sadece
full-length RAGE yapabilir. Bu 6zellik DN-RAGE ve sRAGE’nin, AGE etkilerini
baskilayici tarzda etki yapmasina neden olmaktadir (Ding ve Keller 2005).

RAGE, NF-kB yolunu kullanarak gen ekspresyonunda yaptigi patolojik
degisikliklerle organ hasar1 olusturabilmektedir (Goldin vd 2006). Ozellikle endotel
hiicrelerde AGE’nin RAGE ile etkilesimi ile endotelyal disfonksiyon gelisir.
Endotelden salgilanan iki 6nemli gevsetici; nitrik oksid ve PGI2, AGE’lerin etkiledigi
molekiillerdir. NO damar tonusunun kontrolii i¢in anahtar bir molekiildiir (Armando ve
Miguel 2004). AGE’ler bu iki vazodilatoriin seviyelerini diigiiriirken endotel hiicrelerde
sentezlenen potent kasici ajan endotelin-1 {iretimini ise NF-kB aktivasyonu ile
arttirmaktadir. Bu arada, yeni damar olusumunda Onemli rol alan endotel hiicre

migrasyonu, AGE etkisi ile indiiklenmektedir (Goldin vd 2006). (Sekil 2.8)

AGE RAGE

Oksidatif stres

NF-kB aktivasyonu

'

NF-kB kontroliindeki genlerin ekspresyonunda artis

l I |

| Pro-inflamatuvar Adezyon molekiillerinin | Prgkmaulun GU(umu Vukons:yu}‘sryon
sitokinlerin ekspresyonunun argi Doku faktord t Endotelin-1
yapimi + VCAM- #Trombomodulin

IL-da
IL-6
TNF

Sekil 2.8: AGE, RAGE etkilesimi (Parmaksiz 2011)
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AGE’ler disinda inflamatuar sitokinler, amfoterin, amiloid-p, S100 ve diger fibriler
proteinler RAGE’ler i¢in endojen ligandir. Bu ligandlar ile RAGE araciligi ile

transdiiklenen sinyaller inflamasyona neden olur (Lin vd 2009). (Sekil 2.9)

Monocyte/Macrophage

Inflamatuar sitokinler

Amfoterin

Amiloid-f

5100
RAGE m

Fibriler proteinler

oms

NADPH oxidase

}
ROS
Src
™
Ras Cdc42/Racl
MEK MKK6

!

ERK1/2 p38

K COX-2, Il{-l B, iNOS j

Sekil 2.9: RAGE aktivasyonu sonrasi hiicre i¢i sinyalizasyon yolagi (Donato vd
2009)

2.6. Kimyasal Maddeler

2.6.1. Ang 1-7
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Ang 1-7’nin  molekiiller formiili Cy1HgN12011  olup molekiiler agirligi

899,01g/mol’diir, amino asid dizilimi DRVYIHP (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro)’dir.

Ang 1-7’nin etkileri Ang II’ye ters yondedir. Ang 1-7 vasopressin salgilatir,
prostoglandin biyosentezini uyarir, baz1 damarlarda vazodilatasyon yapar. Ang Il ise
vasokonstriksiyona, aldesteron salgilanmasina neden olur (Brunton vd 2009, Da Silveira
vd 2010). Ayrica Ang 1-7’nin damar diizeyinde antiinflamatuar etkileri oldugu
diistiniilmektedir (Santos ve Ferreira 2007, Chappell 2010, Da Silveira vd 2010). MasR
reseptor agonistlerinin farkli deneysel artrit modellerinde sitokin {iretimi, notrofil
infiltrasyonu ve agr1 iizerine olan olumlu etkileri nedeni ile bu grup bilesikler, artrit

tedavisinde yeni bir firsat olusturabilir (Da Silveira vd 2010).

2.6.2. Asetilkolin(ACh)

CHy
+ |
CHy—N—CH, —CH, —0—C—CHs
i
CH;

ACh esas olarak pulmoner ve koroner dolasim dahil olmak iizere tiim damar
yataklarinda vazodilatasyona neden olur. Koroner yataklarin vazodilatasyonu, lokal
nitrik oksit (NO) iiretiminin stimule edilmesiyle ortaya ¢ikar ve vagusun dogrudan
elektriksel stimulasyonu veya kemoreseptdr ya da baroreseptor refleksler tarafindan
olusturulabilir. Vazodilatasyon olusturmalarinda damarlarin endotel hiicrelerinde
bulunan M3 alt tipi muskarinik reseptorler aracilik eder. S6z konusu muskarinik
reseptorlerin agonistlerle uyarilmasi sonucu, endotel hiicrelerinde Gq-PLC-1P3 yolagi
aktive olur. Bu da eNOS enziminin Ca*?-kalmodulin bagimli aktivasyonuna ve komsu
diiz kas hiicrelerine difiize olan, onlar1 gevseten NO iiretimine Onciiliik eder. Ayrica
vazodilatasyon, asetilkolin tarafindan adrenerjik sinir uglarindan noradrenalin
saliverilmesinin inhibisyonuna bagh olarak dolayli sekilde de meydana gelebilir. Ek
olarak ACh, PGI ve PGE2 olusumunu da stimiile edebilir.
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Endotel hiicresi, inflamasyon gibi c¢esitli patolojik durumlarda hasar goriirse
vazodilator yanit ortadan kalkar. Bu olayda temel olarak endotel kaynakli vazodilator

maddelerin salinamamasi rol oynar (Brunton vd 2009).

2.6.3. Fenilefrin (Phe)

OH
HO

/NH

Phe, selektif al reseptorlerine direkt, giiglii bir sekilde etki eder. Bagta damarlarda
vazokonstriksiyon olmak iizere diger efektor yapilarin normal fizyolojik
fonksiyonlarma uygun sempatik cevaplari meydana getirirler. Vazokonstriktor etkisi
nedeniyle toplam periferik direnci belirgin sekilde arttirarak kan basincini yiikseltirler

(Kayaalp 2012).

Phe, o-adrenerjik reseptor aracili kasilmaya neden olup, sitozolik Ca*?
konsantrasyonlarini membran depolarizasyonu sonucu direkt ya da indirekt olarak
reseptdr ya da voltaj aracihi Ca*? kanallar1 acarak, fosfolipaz C aktivasyonu sonucu
myosin hafif zincir kinaz aktive ederek ya da inositol-3 fosfat (IP3) iiretimi ile birlikte
IP3 ile indiiklenen endoplazmik retikulumdan Ca™ agiga cikisini saglayarak
gerceklestirebilir (Boliikbasi Hatip vd 2009).

Phe al reseptorler aktive edildiginde, heterotrimerik G proteinlerinden Gogq
proteinleri araciligi ile fosfolipaz C enzimi aktive olur. Bunun sonucunda, fosfolipaz
C’nin aktivasyonu ile IP3 ve diagilgliserol (DAG) diizeyleri artar. IP3 sarkoplazmik
retikulumdan Ca*? salimmini arttirarak hiicre i¢i Ca*? seviyelerinin artigina neden olur.
Buna bagli olarak Ca*?-kalmodulin kompleksi olusur. Ca*?-kalmodulin kompleksi
miyozin hafif zincir kinaz1 aktive ederek miyozin hafif zincirini fosforile eder. Sonugcta,
diiz kas kontraksiyonu gerceklesir. Bu kontraksiyon miyozin hafif zincirinin miyozin
fosfataz tarafindan defosforilasyonu ile sona erdirilir (Mukai vd 2001). DAG ise protein

kinaz C’yi aktive ederek iyon kanallari, pompalar1 vd gibi ¢esitli membran proteinlerini



22

fosforiller. ol adrenerjik stimiilasyon fosfolipaz A2 stimiilasyonuna da neden olarak
aragidonik asit metabolizmasinda COX ve lipooksijenaz yolaklar1 araciligi ile biyoaktif

PG ve 16kotrienlerin salinimina neden olur.

2.6.4. Sodyum Nitroprusid (NaNP)

[ 0 2-
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NaNP direkt etkili bir diiz kas gevseticidir. Dokuda katalizlenen bir indirgenme
reaksiyonu ile NO agiga cikarir. Olusan NO vaskiiler diiz kasta solubl guanilat siklazi
aktive ederek hiicre i¢i cGMP artisina neden olur. cGMP daha sonra cGMP bagimli

protein kinazi aktive eder, sonugta vazodilatasyon ortaya ¢ikar (Parker ve Adams 1993).

Damar diiz kaslar {izerinden etki ederek hem arteriolleri hem de veniilleri genisletip
kan basincinda belirgin diigme yapar. Vazodilator etkisinde bir¢ok mekanizma rol
oynar. Potasyum kanallarin1 agmak suretiyle ve ayrica membranda elektrojenik sodyum
pompasini aktive etmek suretiyle diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyon yapar.

Reseptorle calistirilan kalsiyum kanallarindan Ca*? girisini inhibe eder (Kayaalp 2012).
2.6.5. Potasyum Kloriir (KCI)

Damar diiz kasinin depolarizasyonu ile olusan kontraktil yaniti, sarkolemma
membrani lizerinde uzanan voltaj-bagimh Ca*? kanallarimin agilmasina baghdir. Kanal
acilmast ile hiicre icine Ca*? girisi olur, bu da kontraktil proteinleri aktive eder (Parker
ve Adams 1993). Kalsiyum girisi, IP3’e duyarli olmayan bir mekanizma ile
sarkoplazmik retikulumdan hiicre i¢i kalsiyumun saliverilmesini tetikler (kalsiyum ile

indiiklenen kalsiyum saliverilmesi) (Berridge ve Irvine 1989).
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KCI aracili kasilmanin baglica voltaj bagimli Ca*? kanallar araciligl ile oldugu

distintilmektedir (Marwan 2000).

2.7. Sican Adjuvan Artriti

Sican adjuvan artrit modeli; RA’da hastaligin immiinolojik agidan incelenmesi,
antiinflamatuar ilaglarin gelistirilmesi ve test edilmesi i¢in kullanilan kronik,

tekrarlayan T hiicre bagimli en sik kullanilan artrit modelidir (Willem vd 2001).

FCA ile indiiklenerek olusturulan artrit modeli insanlarda goriilen RA’ya bir¢ok
yonii ile benzer (Sokoloff 1984).

FCA; 0,Iml mineral yag icinde Mycobacterium tuberculosis igermektedir. Bu
madde si¢anlarda ciddi artrit olusturur. Tek doz olarak, kuyrugun gévdeye birlestigi
bolgenin sirt kismindan ya da sag arka palmar yiiziinden intradermal olarak yapilabilir.
Pengeye yapilan enjeksiyonla akut inflamatuar reaksiyon baslar ve immiinolojik tepki
olarak 9. giinden itibaren karsi penge ve gesitli organlara yayilir. Artrit parametrelerine

15. giine kadar ya da istenilen siireye bagli daha uzun bakilabilir.
Bu modelin sik kullanilma nedenleri;

1. Saglam, kolay ve giivenilir olmasi,

2. Hastaligin baslangi¢ ve devam eden doneminde artrit parametrelerinin goreceli
olarak kolay, iyi dlgiilebilir olmasi,

3. Poliartikiilar inflamasyona bagli kemik rezorbsiyonlarinin belirgin sekilde

goriilebilmesi sayilabilir (Bendele 2001).

Biz de calismamamizda adjuvan artrit modelinin avantajlarini diistinerek bu modeli

kullanmay tercih ettik.



24

3. MATERYAL VE METOT

Calismamiz, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu 31.01.2012
tarih ve 009 sayili onayr almarak, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Biriminden alinan toplam 30 adet Wistar Albino cinsi erkek si¢an iizerinde,

Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda yapildi.

Oncelikle projemizde yer alan 30 adet sican S5’erli gruplar halinde plexiglas
kafeslere alindi. 234+2°C 1sida ve 60+5% nem oraninda 12 saat karanlik/aydinlik olacak

sekilde tutulmasina dikkat edildi.

3.1. Adjuvan Artrit Indiiksiyonu

Adjuvan artrit olugturmak i¢in en etkin uygulama yolu, sicanlarin sag arka penge
palmar yiizeylerine, intradermal FCA verilmesidir (Bendele 2001). Bu g¢alismada
kullanilan FCA 0,1ml mineral yag i¢cinde Mycobacterium tuberculosis icermektedir.
Artrit olusturulan grublarimizdaki sicanlara, sag arka penceden tek doz olarak 0,1 ml

FCA uygulandi.

3.2. Artrit Bulgularinin Degerlendirilmesi

Her gruba ait sicanlara, ¢calisma baslamadan once, 1 hafta diizenli olarak tail cuff
yontemi ile sistolik kan basinglarina bakilmasi i¢in alistirma dénemi yapildi. 30’ar dk
kabinde bekletildi. Boylelikle siganlar ortama alistirildi. Alisma siiresinden sonra

sistolik kan basinglarina bakildi.
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Artrit bulgular1 her grup igin 1., 3., 7., 10. ve 15. giinlerde degerlendirildi.
Degerlendirme de kilo kaybi; pengede kizariklik, pengede sislik, kuyrukta nodiil,

ekstremitelerde defomite varligi degerlendirildi.

Aurtrit bulgular1 ve kullanilan geregler;

1. Kilo kayb1 kontrolii i¢in; Si¢an terazisi
2. Penge 6demi kontrolii (Resim 3.1) igin; Vernier caliper
3. Sistolik kan basinglart 6l¢iimii i¢in; Tail - cuff yontemi ile Biopac tansiyon

Ol¢me cihazi

Resim 3.1: Penge 6demi

3.3. Deney protokolii

Sigcanlarin proje i¢in istenilen agirliklara ve gelisime ulasmalan ile birlikte 30 adet

sigan, her grupta 10 si¢an olacak sekilde 3 ¢alisma grubuna ayrildi.

3 gruba ayrilan deney hayvanlarina kuyruktan numaralama yapildi.

1. Kontrol grubu: 1. giinde 0,1 ml mineral yag intradermal sag arka pengeye
uygulandi. 1., 3., 7., 10. ve 15. giinlerde artrit bulgular1 degerlendirildi.

2. Artrit grubu: 1. giinde 0,1 ml FCA intradermal sag arka pengeye uyguland. 1.,
3., 7., 10. ve 15. glinlerde artrit bulgular1 degerlendirildi.
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3. Artrit + intraperitonel Ang 1-7 verilen grup: 1. giinde 0,1 ml intradermal sag

arka pengeye FCA uygulandi. Bu gruptaki siganlara 7. giinden itibaren 8 giin
stireyle 3mg/kg olacak sekilde intraperitonel Ang 1-7 uygulandi. Diger
gruplardaki gibi artrit bulgular1 degerlendirildi.

Tiim hayvanlara 15. giinlerinde ketamin ve xylazin anestezisi altinda 6tanazi yapildi.
Her giin bir hayvana otanazi yapildi. Anestezi altindaki sicanlarin gdgiis boslugu
sternum, her iki yanindan agildi. SRAGE, TNF-a ve IL-1P analizi igin hizlica kan ve
doku ornekleri alindi. Oncelikle sigandan, enjektorle kan alinarak (Resim 3.2) tiipe
konuldu. Ardindan 3 dk. 5000 rpm’de santrifiij edilerek serumu ayrildi. Ayrilan serum,
ependorf tiiplere konularak, TNF-a ve IL-1B seviyelerine uygun ELISA Kitler ile
bakilmas1 igin -80°C de saklandi. Daha sonra hemen torasik aortaya ulasildi (Resim
3.3). lIzole aort preparatlart hizlica organ banyosuna asildi. Ayrica, RAGE
ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak gosterilmesi i¢in aortadan 2mm’lik bir
parca alinarak, formol konulmus ependorfa ayrildi. 1 giin bekletilen bu parga, ertesi giin

parafin blok yapilmasi igin Patoloji Anabilim Dali’na gotiiriildi.

Resim 3.2: Kan alma
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Resim 3.3: Aort ¢ikarma

3.4. Organ banyosu calismasi

Her sicana anestezi altinda 15. giinde islem yapildi. Gogiis boslugu sternum her iki
yanindan agilarak torasik aortaya ulasildi. Aorta, arkus aortanin altindan kesilerek
dikkatle ¢ikarildi (Resim 3.4). Cevre yag ve bag dokusu temizlendikten sonra 1-2 mm
uzunlugunda 2 adet endotelli, 2 adet endotelsiz preparat hazirlanarak izole organ

banyosuna asildi. Endotel hasari, intimal ytlizeye forseple dikkatlice siirterek yapildi.

Resim 3.4: izole aort preparat



28

Hazirladigimiz aort preparatlari, 20 ml’lik Krebs-Henseleit soliisyonu igeren izole
organ banyolarina ayr1 ayr1 ve parelel olacak sekilde endotelli ve endotelsiz olarak
asildi. Her sigan i¢in iki endotelli ve iki endotelsiz olmak iizere toplam 4 preparat

asilarak calismaya baslandi.

Her aort halkasinin igerisinden paslanmaz celik klips gecirilerek, klipslerden biri
organ banyosunun altina digeri izometrik dlgiimleri i¢in transdiiserlere baglandi. MP150

- 8 kanall1 veri elde etme sistemi kullanilarak dl¢iimler bilgisayara goriintiilii kaydedildi.

Krebs-Henseleit soltisyonu (mM):

25 mM NaHCO3

1,22 mM KH2PO4

118,3 mM NaCl

2,5 mM MgSO4

4,7 mM KCI

11,1 mM Glukoz i¢cermektedir.

o gk~ wnE

Hazirlanan Krebs-Henseleit soliisyonunun pH’st 7,4’e ayarlanip, organ banyosu
1s1s1, May WBC 3044-PR heating circulator ile 37°C de tutuldu. Krebs-Henseleit
soliisyonu %95 oksijen ve %35 karbondioksit karisimi (karbogen) ile devamli
gazlandirildi. Banyolara asilan damarlara ilk olarak 1000mg daha sonra ise 1500mg ve
2000mg gerim verildi. Banyolar 20 dakikada bir yikanarak izole aort preparatlari bazal
gerilimini bulmalar1 icin 1 saat dinlendirildikten sonra calismaya baslandi. izometrik
gerilim degisiklikleri FDT10-A tranducer araciligi ile MP35 programi yardimi ile
kaydedildi.

20 ml’lik izole organ banyolarina kasilma yanitlar1 icin, ncelikle tek doz 60mM
KCI verilerek maksimal kasilmasi alindi. Daha sonra artan konsantrasyonlarda (1.10°°-
3.10° M) phe verilerek kiimiilatif konsantrasyon yamit egrileri elde edildi. Bu
konsantrasyon yanit egrilerinde phe i¢in submaksimal doz hesaplandi. Gevseme
yanitlar1 ise, submaksimal phe kasilarak ortama kiimiilatif olarak artan dozlarda ACh
(1.10%-3.10° M) ve NaNP (1.10%-3.10° M) verilerek degerlendirildi. Gevseme
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yanitlari, submaksimal phe kasilmasindan sonra elde edilen % degisiklik olarak

hesaplandi.

3.5. TNF-a, IL-1p ve SRAGE Elisa Calismalari

TNF-a, IL-1B ve SRAGE diizeyleri fiiretici protokoliine uygun ticari Kkitler
kullanilarak lciilmiistiir. -80 °C’de islemin yapilmasina kadar saklanan TNF-a, IL-1p

ve SRAGE igin alinan kan 6rnekleri ¢ikarildi.

Kit ile beraber gelen plate’in kuyucuklari, IL-18, TNF-a ve SRAGE’ye ait spesifik
antikorlarla kapliydi. Kuyucuklara oncelikle standartlar ve gruplarimiza ait serum
ornekleri protokele uygun sekilde diliie edilerek pipetlendi. Ilk olarak inkiibasyon
stiresince, antikor-antijen kompleksinin olugmasi igin belirtilen siire kadar bekletildi.
Hazirladigimiz yikama soliisyonu ile protokole uygun yikama islemi yapilarak antijen-
antikor kompleksleri disindaki maddeler ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra biotinli
antikor eklenip, ikinci inkiibasyon siiresi beklendi. Tekrar yikama islemi uygulandiktan
sonra streptavidin-peroksidaz (substratin renk degisimini katalizleyen enzim) eklendi.
Son yikama isleminden sonra biitiin baglanmayan enzimler uzaklastirildi. Enzimin
renkli substrati eklenerek, kuyucuklarin orneklerdeki konsantrasyona bagli olarak
renklenmesi saglandi. Reaksiyon, stop soliisyonunun eklenmesiyle durduruldu.

Sonuglar belirtilen dalga boylarinda elisa pleyt okuyucuda okundu.

3.6. istatiksel Analiz

Calismada verilerin degerlendirilmesi i¢in, SPSS 16,0 programi kullanildi. Sonuglar
ortalama, standart hata olarak hesaplanarak grafiklere aktarildi. Kilo, kan basinci ve
penge d6demi degerleri One Way ANOVA ve cogul karsilastirma kullanilarak ayrica
post hoc test ile degerlendirildi. Kontraktil yanitlar, maksimal kontraksiyonun yiizdesi
olarak tanimlandi. Gevseme yanitlari, phe kontraksiyonundan sonra elde edilen %
degisiklik olarak hesaplandi. Konsantrasyon-yanit egrileri tekrarlayan veriler igin,
unpaired t-test kullanilarak hesaplandi. p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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3.7. Tlaclar

Phe hidroklorid (Sigma P6126), asetilkolin hidroklorid (Sigma A6625-256),
potasyum klorid (Sigma 12636), sodyum nitroprusid ve Ang 1-7 (Sigma A9202) Sigma
Chemicals Co (U.S.A) firmasindan saglandi. Ilaglarin stok solusyonlar1 distile suda
¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Ang 1-7, Smg’1 1,7 ml distile suda ¢oziindiiriilerek elde
edildi. Ang 1-7, her intraperitonel uygulamadan once taze olarak hazirlanmistir. ilag
konsantrasyonlar1 izole organ banyosu solusyonlar1 i¢cindeki final molar konsantrasyon

olarak tanimlandi. Hesaplanan ilag agirliklari saf ilag agirlig1 olarak hesaplandi.
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4.1. Adjuvan Artritli Sicanlarda Agirlik, Kan Basinci ve Pence Odemi Olgiimii

4.1.1. Agirhk

Aurtritli sicanlarda 3. giinden itibaren kilo kaybi1 anlamli sekilde azalmistir (Sekil

4.1).

Agirlik (g)

300 ~

—0— Kontrol

—&— Artrit

—O— Ang1-7+Artrit _
250 - Q?————-——4;P""—'_4g}—_——_——4;k——————_{i

* * *
200 A *
150 T T T T 1
1 3 7 10 15
Giin

ekil 4.1: Artritli sicanlarda agirlik degisikligi ve Ang 1-7’nin etkisi. * p<0,01 Artrit
g g g g p

vs Kontrol

Ang 1-7 verilen grupta ise 7. giinden sonra si¢an agirliginda bir artis gézlense de bu

artis artritli gruba gére anlamli bulunmad.

Kontrol grubu agirlik baglangi¢ ve 15. giin degisim oran1 +%35,6 iken, bu oran artritli

grupta -%7,65, artrit + Ang 1-7 alan grupta ise +%0,87°dir.
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4.1.2. Kan basinci

Artritli siganlarda kan basmci 3. gilinden itibaren yiikselmeye baslamistir ve bu

yiikselis 15. giine kadar gézlenmistir ve anlamli bulunmustur. (Sekil 4.2)

180 -
160 -
140 -
120 - Y
100 -
80 -

60 - —O— Kontrol

(mm/Hg)

—— Artrit

40 -
20 A

—O—Ang1-7+Artrit

1 3 7 10 15

Giin

Sekil 4.2: Artritli sicanlarda kan basinci degisikligi ve Ang 1-7’nin etkisi. *p<0,001
artrit vs kontrol; y p< 0,05 artrit vs artrit + Ang 1-7.

Ote yandan Ang 1-7 tedavisi almaya baslayan grupta, artrit grubuna gére 10. giinde
istatistiksel olarak onemli olmayan bir diisiis goriilmistiir (p<0,1), fakat bu disiis 15.

giinde anlaml1 olarak bulunmustur (p<0,03).

4.1.3. Pence 6demi olciimii

Artrit ve artrit + Ang 1-7 alan siganlarda penge 6deminde 3. giinden itibaren 6nemli
bir artis (p<0,001) gorilmistiir ve bu artis artrit grubunda 15. giine kadar devam
etmistir. Ote yandan, Ang 1-7 tedavisi alan siganlarin penge hacminde 10. giinde (Ang
1-7 veriliginden 3 gilin sonra) anlamli olmayan bir azalma gorilmiis fakat bu azalma 15.

giinde anlaml1 olarak bulunmustur (p<0.02). (Sekil 4.3)
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14 -

12 A

*
* *
10 A
*
Y
8 -
6
{3~ {3 .|
4

—O— Kontrol
2 A —— Artrit

(mm)

0

—O— Ang1-7+Artrit

1 I 3 I 7 I 10 I 15
Giin
Sekil 4.3: Artritli sicanlarda penge 6demi ve Ang 1-7’nin etkisi. * p<0,01 artrit vs
kontrol; y p<0,02 artrit + Ang 1-7 vs artrit.

Baslangig ve 15. giin degisim oran1 dikkate alindiginda Kontrol grubunda bu oran
+%2,03 iken, artrit grubunda +%2151 ve artrit + Ang 1-7 alan grupta +%2104 olarak
kaydedilmistir.

4.2. izole Torasik Aorta Yanitlari

Izole torasik aorta yamtlari, endotelli ve endotelsiz preparatlarda, kasilma ve
gevseme yanitlar1 olarak, kontrol, artrit ve artrit + Ang 1-7 grup arasinda ayri ayri

degerlendirilmistir.
4.2.1. Kasilma yamtlari
4.2.1.1. Fenilefrin

Fenilefrin (1.10°-3.10°M) ve KCI (60mM) her ii¢ grupta endotelli ve endotelsiz
olarak calisilmigtir. Endotelli preparatlarda phe kasilma yanitlari, artritli grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmis bulunmustur. Ozellikle 3.10°M (7,5 —log M) ile
3.10°M (4,5 —log M) arasindaki dozlarda anlamli bulunmustur. (Sekil 4.4)
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1200 ~

1000 -
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gerilim (mg)

400 -

200 -
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—— kontrol
—@— artrit
—O— artrittang

fenilefrin -log M

Sekil 4.4: Endotelli preparatlarda phe kiimiilatif kasilma yanitlari. * p<0,01 artrit vs

kontrol

Endotelsiz preparatlarda, phe kasilma yanitlari, artritli grupta kontrol grubuna goére
anlamli (p<0,01) olarak artis gostermistir. 3.10° M (8,5 —log M) ile 1.10° M (6 —log M)

aras1 dozlar anlamli bulunmustur. (Sekil 4.5)



35

3500 -

3000 -

2500 A

2000 A
—0O— kontrol

—@— artrit
1500 A

—O— artrit+tang

Gerilim (mg)

1000 ~

500 A

-500 -

Fenilefrin -Log M

Sekil 4.5: Endotelsiz preparatlarda phe kiimiilatif kasilma yanitlari. * p<0,01 artrit

vs kontrol

Genel olarak endotelsiz preparatlarda phe kasilma yanitlari endotelli preparatlara

gore daha fazla idi.

4.2.1.2. KCI

Endotelli preparatlarda artrit grubunda kasilma yanitlarinda artis goriilse de bu artis
kontrol grubuna gore anlamli degildir. Ote yandan Ang 1-7 verilen grupta KCI kasilma

yanitlarinda anlamli (p<0,001) bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.6).



3000 +

2500 +

gerilim (mg)

1000 A

500 +

2000 +

1500 A
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Y

ang1-7 +artrit

KCl 120mmol

Sekil 4.6: Endotelli torasik aorta preparatlarinda KCl ile indiiklenen kasici yanitlarin

gruplar tizerindeki etkisi. y p<0,001 artrit + Ang 1-7 vs artrit

Endotelsiz preparatlarda artrit grubunda KCI kasilmasi anlamli olarak artmistir
(p<0,008). Ang 1-7 bu kasilmay1 anlamli (p<0,012) olarak azaltmistir (Sekil 4.7).

4500 -

4000 +

3500 A

3000 A

gerilim (mg)

1500 -

1000

500 -

2500 -

2000 +

kontrol Y

ang1-7
+artrit

KCl 120mmol

Sekil 4.7: Endotelsiz torasik aorta preperatlarinda KCI ile indiiklenen kasici

yanitlarin gruplar tizerindeki etkisi. * p<0,01 artrit vs. kontrol; y p<0,01 artrit + Ang 1-7

VS. artrit.
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4.2.2. Gevseme yamtlari

Gevseme yanitlari, damarlar submaksimal phe ile kasilarak ortama kiimiilatif olarak
artan dozlarda ACh (1.10%-3.10° M) ve NaNP (1.10%-3.10° M) verilerek
degerlendirildi.

4.2.2.1. Asetilkolin

Endotelli preparatlarda artrit grubunda gevseme yanitlari daha az olup 1.10°M (6 —
log M)ile 3.10°M (4,5 —log M) konsantrasyonlarda anlamli bulunmustur (Sekil 16).
Ang 1-7 alan grupta ise artritin neden oldugu ACh yanitindaki azalmayi inhibe ederek
kontrol grubu degerine yakin gevseme saglamistir. 1.10°M (5 —log M) ve 3.10°M (4,5)

dozlar1 anlamli bulunmustur. (Sekil 4.8)

100 -
g 80
®
E
E 60
i —0O— kontrol
E —e— artrit
E 40 —O— artrit+ang
=
20 4
0
220

Asetilkolin -log M
Sekil 4.8: Submaksimal phe ile prekontrakte edilen endotelli aort preparatlarinda
ACh ile elde edilen gevseme yanit1. *p<0.05, **p<0.01 artrit vs Kontrol. y p<0.01 artrit
+ Ang 1-7 vs artrit .
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Endotelsiz preparatlarda ACh ‘nin gevsetici etkisi belirgin oranda azalmis , %10-25
arast bir gevseme normal olarak degerlendirlmistir. Bu preparatlarda gruplar arasinda

onemli bir fark goriillmemistir (Sekil 4.9).

100 -
90 -
S 80 -
£
= 70 -
)
©
% 60 - —0O— kontrol
€ 50 —e— artrit
c .
E 40 - —O— artrit+ang
K]
& 30
w
2
20
10 4
0

8 7,5 7 6,5 6 55 5 4,5
Asetilkolin -log M
Sekil 4.9: Submaksimal phe ile prekontrakte edilen endotelsiz aort preparatlarinda

ACh ile elde edilen gevseme yaniti
4.2.2.2. NaNP

Endotelli preparatlarda NaNP ile elde edilen gevseme yanitlarinda gruplar arasinda
bir fark bulunmamistir (Sekil 4.10).
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100 A
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60 -
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- 40 - —O— kontrol
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g —&— artrit
é 20 A —O— artrit+ang
X
£ 0
—
o
& 201
w
R
-40 -

NaNP -log M

Sekil 4.10: Submaksimal phe ile prekontrakte edilen endotelli aort preparatlarinda

NaNP'nin etkisi

Sekil 4.11°de goriildigii gibi endotelsiz preparatlarda da gruplar arasinda bir fark
bulunmamustir, ancak Ang 1-7 grubunda son dozda; 3.10°M (4,5 —log M)

konsantrasyonda, anlamli bir gevseme yaniti elde edilmistir ( p<0,05).

100 -
80 A
—g 60 -
R e
7 40 - kontrol
g —O— artrit
é 20 A —O— artrit+ang
X
c
£ 0
2
S -20 A
18
2
40 -

NaNP -log M
Sekil 4.11: Submaksimal phe ile prekontrakte edilen endotelsiz aort preparatlarinda

NaNP'nin etkisi y p<0.05 artrit + Ang 1-7 vs artrit .
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4.3. Elisa Kitlerle IL-1B, TNF-a ve SRAGE Sonucu

4.3.1. IL-1p sonucu

0.0 -1 T T 1
0 500 1000 1500

IL-1B pg/mL

Sekil 4.12: IL-1p analizi igin kullanilan standart ve giivenirlik alani

Kontrol grubundaki siganlarin kaninda 383,949 + 19,2 pg/mL IL-1B Ol¢iilmiistiir.
Artritli siganlarin kaninda ise bu deger %20 artarak 460,57 + 25,9 pg/mL diizeyini
yiikselmistir (P<0.01). Ang 1-7 artritli siganlarda IL-1f diizeyini %6 azaltarak 434,685

+ 7,8 pg/MI diizeyine diistirmiistiir. Ancak bu etki 6nemli diizeye ulasmamustir.
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Kontrol - Ang1-7

Artrit

Sekil 4.13: Artritli sicanlarda IL-1 degisikligi ve Ang 1-7’nin etkisi. **p<0.01

artrit vs. kontrol

4.3.2. TNF-a sonucu

Kontrol grubundaki siganlarin kaninda 302,641 =+ 35,148 pg/mL TNF-a
Ol¢tilmiistiir. Artritli siganlarin kaninda ise bu deger %35 artarak 409,138 + 23,07
pg/mL diizeyini yiikselmistir (p<0,02). Ang 1-7 artritli siganlarda TNF-o diizeyini %44
azaltarak 284,342 + 28,29 pg/mL diizeyine diistirmiistiir.
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] ] ] |
0 200 400 600 800
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Sekil 4.14: TNF-a analizi igin kullanilan standart ve giivenirlik alani.
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Kontrol Ang1-7

Artrit

Sekil 4.15: Artritli siganlarda TNF-a degisikligi ve Ang 1-7’nin etkisi. * p<0.02

artrit vs. kontrol; ** p<0.01 artrit + Ang 1-7 vs. artrit
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4.3.3 sSRAGE sonucu

Kontrol grubundaki siganlarin kaninda 12,348 + 1,33 ng/mL SRAGE ol¢iilmiistiir.
Artritli siganlarin kaninda ise bu deger % 81 azalarak 2,317 + 0,84 ng/mL diizeyini
dismiistiir (p<0.001). Ang 1-7 artritli sicanlarda SRAGE diizeyini %350 artirarak
10,406 + 0,25 ng/mL diizeyine yiikseltmistir (p<0.001).

-
[=2]

-
H

o
—t
*
*
*

-
o
M
H

sRAGE (ng/mL)

41 Kk

Kontrol - Ang1-7

Artrit

Sekil 4.16: Artritli sicanlarda sSRAGE degisikligi ve Ang 1-7’nin etkisi. ***
p<0.001 artrit vs. kontrol; *** p<0.001 artrit + Ang 1-7 vs. artrit

4.4. Immiinohistokimyasal RAGE analizi

Her 3 grupta parafin bloklardan elde edilen aort kesitlerinde immiinhistokimyasal

inceleme sonucu RAGE saptanmistir. Mikroskobik olarak preparatlarda RAGE artritli

grupta yogun olarak goriilmektedir.
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@) () ©

Resim 4.1: Kontrol (a), Artrit (b) ve Artrit + Ang 1-7 (c¢) gruplarinda RAGE

immiinohistokimyasal goriintiisii (X40 biiytlitme)

Ek olarak endotel tabakasinin kontrol grubunda intakt (a) oldugu ve fakat artritli
grupta belirgin sekilde zedelendigi (b) goriilmektedir. Artrit + Ang 1-7 grubunda ise

endoteldeki zedelenmenin artritli gruba gore daha az oldugu (c) goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Romatoid Artrit, diinya popiilasyonunun yaklasik %1’ini etkileyen en yaygin
otoimmiin hastaliklardan biridir. Periferik eklemlerde simetrik dagilim gosteren, kalict
sinovit ile karakterize, sistemik, kronik inflamatuar bir hastalik olan (Firestein 2005)
RA’de eklem sinoviyasinda olusan inflamasyon eklem disina yayilip diger organlar1 ve
sistemleri tutabilir (Giimiisdis vd 2003). Ozellikle kardiyovaskiiler sistem tutulumlari
kendi basma bir risk faktoridiir ve yiiksek seviyelerde olusan kronik inflamatuar
mediyatorler, bu riskin artmasma katkida bulununarak mortalite artisina neden
olmaktadir (Voskuyl 2006). Son yillarda RAS sistemi ile inflamatuar hastaliklar
arasinda giderek artan bir baglantinin oldugu bildirilmektedir (Owen ve Campbell

1998).

Calismamizda, insanlarda goriilen RA’ya bir¢ok yonii ile benzemesi, saglam, kolay,
giivenilir ve sik kullanilir olmasi, ayn1 zamanda hastaligin baslangic ve devam eden
doneminde, artrit parametrelerinin goéreceli olarak iyi 6lgiilebilir olmasi nedeniyle FCA

ile indiiklenen si¢an artrit modeli kullanilmigtir (Sokolof 1984, Bendele 2001).

FCA ile olusturulan artritte sicanlarda sistemik degisiklikler olmaktadir. Pence
0deminde artis ve anlamli kilo kaybi1 gibi sistemik degisikliklerde bizim ¢alismamizda
gozlenmistir. Adjuvan artrit, lenfositoz ve spesifik artrojenik T hiicrelerinin FCA ile
aktive edilmesi ile baslayan eklem inflamasyonu ve daha sonra ¢esitli sitokinlerin (IL-1,
IL-6, TNF-a, IFN-y) ve NO iiretiminin artis1 ile devam eden immun ve inflamatuar faza
sahiptir. S0z konusu bu sitokinler NO yolagini ve diger inflamatuar yanitlar
tetikleyebilirler (Cannon vd 1996). Proinflamatuar sitokinlerin salinimi eklemlerde
yapisal degisikliklere neden olur. Sinoviyada hiperplazi ile birlikte 6dem ortaya ¢ikar.
Bu histopatolojik degisiklikler klinik olarak penge Odemi seklinde goriiliir.
Proinflamatuar sitokinlerden Ozellikle TNF-a, IL-1p kemik dokuda ve kikirdakta

erozyona neden olmakta ve eklem harabiyetinin siirdiiriilmesine katki saglamaktadir
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(Sandoo 2010). Calismamizda da artritli grupta TNF-a, IL-1 seviyeleri artmis ve
SRAGE seviyesi azalmistir. Bu artisin goriilen penge 6demi ve diger inflamatuar
reaksiyonlarda rol oynadigini diistinmekteyiz. FCA ile indiiklenen artrit kilo kaybi ile de
karakterizedir. Bizim g¢alismamizda da kilo kayb1 3. giinden itibaren baglayarak 15.
giine kadar anlamli sekilde azalarak devam etmistir. Kilo kaybinin daha az besin

alimina bagli oldugu belirtilmistir (Martin vd 2008).

FCA ile indiiklenen adjuvan artritte vaskiiler reaktivitede degisiklikleri s6z
konusudur (Unal vd 2000, Haruna 2006). Ang II’nin endotelyal disfonksiyonun ortaya
cikmasinda, vaskiiler duvarda inflamatuar yanitlarin olusmasina ve sonu¢ olarak
hipertansiyonun gelismesinde rol oynadigi bilinmektedir (Ruiz-Ortega vd 2001). Bu
degisiklikler RAS sistemindeki aktivasyona bagl olabilir. FCA ile indiiklenen artritte
ozellikle 14. giinde sistolik kan basinglarinin artti§i gosterilmistir (Sakuta vd 2010).
Calismamizda 3. glinden baslayarak sistolik kan basinglar1 kontrole gére anlamli olarak
yiksek bulunmustur. Artritte ortaya ¢ikan inflamasyon ve endotelyal disfonksiyon
sistolik kan basinglarinda artisa neden olmaktadir. Calismamizda, artrit olusturulan
siganlarda Ang 1-7 sistolik kan basincini 10.glinde azalttig1 ve 15. giinde artritli gruba
gore anlamh sekilde kan basincini normale dontistiirdiigii goriilmiistiir. Ang 1-7°nin bu
etkileri, farmakolojik profilinin, Ang II’ye ters yonde olmasina, vasodilatasyona bagl
olabilir (Brunton vd 2009, El-Hashim vd 2012).

Vaskiiler tonus iizerinde yapilan kasilma ¢alismalarinda, vaskiiler tonusun diiz kas
ve endotel hiicrelerinde bulunan intraselliiler Ca™ depolari tarafindan diizenlendigi
gosterilmistir (Daniel vd 1995). a-adrenerjik reseptor aracili kasilmaya neden olan phe,
sitozolik Ca*? konsantrasyonlarmi membran depolarizasyonu sonucu direkt ya da
indirekt olarak reseptor ya da voltaj aracil Ca'? kanallari acarak, fosfolipaz C
aktivasyonu sonucu myosin hafif zincir kinaz aktive ederek ya da IP3 iiretimi ile birlikte
IP3 ile indiiklenen endoplazmik retikulumdan Ca*? aciga ¢ikisini saglayarak
gerceklestirebilir (Demirci vd 2007, Boliikkbast Hatip vd 2009). Calismamizda artritik
grupta gerek endotelli gerek endotelsiz preparatlarda phe kasilma yanitlarinda artisin
nedeni hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonlarindaki artisa 6zellikle IP3 aracili sitozolik Ca*?
aciga ¢ikisina baglh olabilir. Zira artritte kalsiyumsuz ortamda phe kasilma yanitlarinin

degismemesi hiicre igine giren ekstraselliiler Ca‘**’un primer rol oynamadigin
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diistindirmektedir (Demirci vd 2007). Ancak, endotelsiz prepartlardaki phe kasilma

artis1 endotel kaynakli gevsetici mekanizmalarin yok olmasina bagli olabilir.

Ote yandan vaskiiler diiz kasta yiiksek KCI ile indiiklenen kasilmalar membran
depolarizasyonu sonucu olan voltaja dayali kanallarindan Ca™® influxunun artis,
mitokondrial uptake artis1 ve miyosin hafif zincir kinaz aktivasyonuna (Karaki vd 1997,
Ratz vd 2005) ve RhoA-iliskili kinaz ve PKC aktivasyonuna (Urban vd 2003) bagl
olabilir. Calismamizda endotelsiz preparatlarda anlamli olmak {izere KCl yanitlarinin
artritik grupta artmasinin nedeni gevsetici mekanizmalarin yok olmasina bagl olabilir.
Ang 1-7 verilen grupta gerek endotelli ve gerekse endotelsiz preparatlarda phe ve KCI
yanitlarinin azalmasi Ang 1-7’nin Ca*? homeostazinda rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Iskemi reperfiizyon hasari ile ortaya ¢ikan myokardiyal bozulmada da Ang 1-7°nin Ca*?
homeostazin1 diizenleyerek, sitoprotektif etki ortaya c¢ikardigi ve etkisinin hastalik
durumlarinda daha belirgin oldugu belirtilmistir (Wang vd 2013). Calismamizda Ang 1-
7’nin, KCI kasilma yanitlarinda phe kasilma yanitlarina oranla daha fazla ve anlamli bir
azalma gostermesi, Ang 1-7’nin Ca'? homeostazinda 6zellikle hiicre igine Ca* girigini

engelleyerek etki yaptigini diisiindiirmektedir.

ACh’nin endotel iizerine olan etkisi NOS’dan bagimsiz mekanizmalarla da olabilir.
Normal kosullarda ACh yeterli NO agiga ¢ikisina neden olarak endotel kaynakli kasici
faktorlerin etkisini maskeler. Endotelde bir bozulmanin olmasi durumunda superoksid
radikalleri, siklooksijenaz iiriinleri, endotelin gibi endotel kasici faktorlerin belirgin
etkisi ortaya cikar. Endoteli mekanik olarak zedelenmis preparatlarda ACh yanitinda
%30’a varan bir gevseme beklenebilir. Zira endotelli preparatlarda endotel varlig: test
edilirken %70 oranindan daha fazla gevseme beklenmelidir (Chang ve Davis 1993).
Benzer sekilde endotelsiz preparatlardaki %30’a varan gevsemeler normal sinirlar
icinde degerlendirilebilir. Calismamizda kontrol grubunda endotelli preparatlarda %80
oranindan fazla bir gevseme elde edilmesi preparatlarin uygun kosullarda izole organ
banyosuna asildigimm1  gostermektedir. Endoteli mekanik olarak zedeledigimiz
preparatlarda ise ACh yanitlarina olan gevsemenin %75-90 oraninda azalmasi ise

endotelin mekanik olarak basari ile zedelendigini gostermektedir.

Vaskiiler duz kas tonusunun diizenlenmesinde endotel tabakasi Oonemli bir rol

oynamaktadir. Endotel aracili yanitlarda bozulma ROS’larin agiga ¢ikis1 ya da sitokin
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tiretiminden kaynaklanabilir. Endotelden salinan ¢esitli vazodilatér mediyatorler (NO,
prostasiklin, endotel kaynakli hiperpolarizan faktér vd) endotel fonksiyonlarmin
diizenlenmesinde rol oynar. Adjuvan artrit modelinde, ACh‘nin endotel bagimli
gevseme yanitlarinda, artrite bagl olarak giderek artan bir azalma s6z konusudur
(Demirci vd 2007). ACh gevseme yanitlarinda vaskiiler endotel kaynakli endotelyal
nitrik oksid sentaz (eNOS) tarafindan sentezlenen NO &nemlidir. ACh ayrica hiicre igi
Ca*?u artirarak eNOS akut stimiilasyonuna ve NO agiga ¢ikisina neden olur (Arnal vd
1996). NO inflamatuar reaksiyonlara baglh olarak ¢esitli humoral ve hiicresel yanitlari
diizenleyebilir. Ayrica endotel i¢in toksik oldugu bilinen sitokinlerin indiiklenebilir
nitrik oksid sentaz (INOS) ekspresyonunu arttirdiklar1 ve fakat eNOS down
regiilasyonuna neden olduklari bilinmektedir (Li ve Foéstermann 2000). Bu dogrultuda
caligmamizda elde edilen ve artritli grupta azalan ACh yanitlarinin, endotel
tabakasindaki disfonksiyona bagli ve endotel aracili olabilecegini gostermektedir. Ote
yandan, Ang 1-7’nin olusturdugu yanitta, G protein kenetli MasR ’nin uyarilmasi sonucu
eNOS aktivasyonu ve NO {iretiminin stimiilasyonu rol oynayabilir (Sampaio vd 2007).
Ancak Ang 1-7’nin endotelsiz aortta da etkinlik gdstermistir. Ayrica, Ang 1-7 phe ve
KCL kasilmasini azaltsa da, etkisi KCI kasilmasi lizerinde daha fazla ve dnemliydi. Bu
nedenle Ang 1-7’nin hiicre disindan igeriye yonelik Ca*? girigini  azaltarak aort

kasilmasini azaltmis olabilir.

NaNP gevsemesi primer olarak damar diiz kas hiicrelerinde solubl guanilil siklaz
araciligi ile olur (Lovren ve Triggle 2000). Calismamizda NaNP gevsemesi artrit veya
Ang 1-7 ile belirgin olarak degismemisti. Bu nedenle damar diiz kasin artritte

zedelenmedigi ve Ang 1-7’nin etkisinde yer almadig diistiniilebilir.

Calismamizda anlamli olarak artritik grupta artan TNF-a seviyelerinin, Ang 1-7
alan grupta yine anlamli olarak azalmasi, Ang 1-7’nin RA’da goriilen endotel
disfonksiyonun azaltilmasinda proinflamatuar sitokinler {izerinden etki yaptigini

diistindiirmektedir.

RA gibi inflamatuar hastaliklarda endotelyal disfonksiyonun ortaya ¢ikisinda cesitli
mekanizmalar rol oynar. Adjuvan artritte de arttig1 gosterilen serbest oksijen radikalleri,
stiperoksid radikali {iretimi ve NO’nun ROS’lara etkilesimi dnemli rol oynar. Vaskiiler

duvarda ROS’lar, endotelden, diiz kas hiicrelerinden ve fibroblastlardan salinir
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(Griendling vd 2000, Griendling ve Fitzgerald 2003). Vaskiiler yatakta NADPH
oksidazlar oksidatif stresin ana kaynaklarindan biridir (Lassegue ve Clempus 2003).
Vaskiiler NADPH oksidazlarin ekspresyonu ve aktivasyonu proinflamatuar sitokinler
olan 0rnegin TNF-a tarafindan diizenlenir. Calismamizda artritte TNF-a %35, IL-1§
%20 artmistir. TNF-a, RA'da endotel tabakasinin disfonksiyonundan sorumlu tutulan en
onemli mediyatordiir olup endotel bagimli gevsemeyi azaltir. Calismamizda goriilen
ACh’e bagl gevsemelerin artritik grupta azalmasimin nedeni ayrica TNF-a’nin ACh
bagimli gevseme i¢in gerekli endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin

aktivasyonunu bloke etmesinden kaynaklanabilir (Metsios vd 2010).

SRAGE, tam-uzunlukta olan reseptorde bulunan transmembran ve sitozolik
domainden yoksun bir “decoy” (tuzak)reseptordiir. RAGE’nin proinflamatuar etkisini
onler (Pullerits vd 2006). SRAGE ¢ogu inflamatuar ve kardiyovaskiiler hastalikta azalir.
sRAGE’nin RA (Pullerits vd 2005) ve koroner arter hastalarinin kaninda (Falcone vd
2005) azaldigr kaydedilmistir. Ayrica RA’da sRAGE’nin arttirllmast endotel
disfonksiyonuna bagli aort sertligi indeksi olan “Aortic augmentation index” degerini
azaltir (Tam vd 2013). Bizim ¢alismamizda da artritte SRAGE azalmistir. Bu azalis ile
birlikte kaydedilen TNF-o ve IL-1B artisinin, artritte goriilen penge Odemi gibi
inflamatuar reaksiyonlarin goriilmesinde rol oynadigini diisinmekteyiz. Ayrica Ang 1-
7’nin sSRAGE’yi arttirict ve TNF-o’y1 azaltici olarak birlikte sergiledigi bu etki

antiinflamatuar ve damar gevsetici etkisinde onemli rol alabilir.
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6. SONUC

Romatoid artritte, ilerleyen dénemlerde kardiyovaskiiler tutulum, koroner arterit,
aortit ve pulmoner hipertansiyon olabilmektedir. Ayrica RA’da inflamasyonla birlikte
olusan erken vaskiiler hasar sonrasi endotelyal disfonksiyon ve vaskiiler reaktivitede

artis goriillmektedir. Bu durum RA ‘da mortalite artigina neden olmaktadir.

RA tedavisinde steroidler, steroid dis1i antiinflamatuarlar, metotreksat, TNF-a
inhibitorleri, azatiyoprin, klorakin, altin tuzlari, penisilamin, siilfosalazin v.b. ilaclar
kullanilmaktadir. Fakat bu ilaglar hastaligin semptomlarin1 gecirmekte ancak hastalig

oratadan kaldirmamaktadir. RA’da hali hazirda radikal bir tedavi yoktur.

Calismamizda FCA ile indiiklenen sican artrit modelinde penge 6demi, kilo kaybi,
kan basinci gibi sistemik bulgularda artig, vaskiiler yanitlarda kasici ajanlara karsi
artmis ve gevsetici ajanlara karst azalmis reaktivitenin yani sira TNF-o ve IL-1P
diizeylerinde artis ve SRAGE diizeylerinde azalma saptanmigtir. Sigan artrit modelinde
Ang 1-7’nin, artritin sistemik bulgularmi dizelttigi, artritte goriilen kan basinci
yiiksekligini diisiirdiigii, KCI gibi kasici ajanlara yaniti Ca™ homeostazinda dzellikle
hiicre igine Ca'*? girisini engelleyerek azalttigi, ACh gibi gevsetici ajanlara kars: yamt,
G protein kenetli MasR’nin uyarilmasi sonucu eNOS aktivasyonu ve NO iiretiminin
stimiilasyonu {izerinden yaptig1 goriilmiistiir. Ayrica Ang 1-7’nin, proinflamatuar
sitokinlerin ve ozellikle TNF-o’nin seviyelerini azaltarak ve sRAGE’nin seviyelerini

artirarak antiinflamatuar ve endotel {izerine koruyucu etki gosterdigi saptanmustir.

Ang 1-7’nin artritte ¢goklu mekanizmalar iizerinden etki gostererek gerek hastaliga
ve gerekse vaskiiler komplikasyonlarina karsi koruyucu etkisinin oldugunu ve bu
nedenle RA tedavisinde Ang 1-7’nin de yeri olabilecegini diisiiniiyoruz. Ang 1-7’nin

gozlenen bu yararh etkileri, RA’da yalnizca yeni bir tedavi yaklagimi saglamakla
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kalmayacak ayni zamanda RA’da goriilen vaskiiler komplikasyonlarin erken dénemde
diizeltilebilmesine olanak saglayabilecektir. Ayrica artritli hastalarda ilag tedavi
kullanim oranini azaltarak farmakoekonomik agidan da olumlu etkilerinin olabilecegi

kanisindayiz.
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