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OZET

Angiotensin II’nin (Ang II) hem apoptotik hem de anti-apoptotik sinyal
mekanizmalar1 lizerinde etkili oldugu yapilan c¢alismalar ile gosterilmistir.
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VDKH) anti-apoptotik etkilerini Akt/protein kinaz
B (PKB) iizerinden gosterdigi de bilinmektedir. Bununla birlikte, aktive olmus
fosforile Akt’nin hiicre iginde aktivasyonunu sagladigi birgok alt sinyalizasyon
yollar1 arasinda IKK (NF-kB — hiicre yasamsallig1), p70S6K (protein sentezi) gibi
yollarin yani sira, mitokondriyal proteinlerden Bad, Bcl-2 gibi aktivatorler
tizerinden apoptozisi tetikledigi de gosterilmistir.

Literatiirdeki calismalarda gozlemledigimiz bu ikilem ve geligski; Akt’nin
hem hiicre yasamsalliginda hem de apoptoziste roliiniin olmasi, bu molekiiliin
onkojenik sartlarda da hiicreyi apoptozise gotiiren bir hedef molekiil olabilecegini
gostermektedir. Calismamizda, VDKH’lerinde, Ang II uyarimina bagl olarak Akt
fosforilasyonuna hangi ulaklar iizerinden erisildigi ve 6zellikle apoptozis icin bir
kavsak proteini oldugunu gosterebilmek amaciyla, primer VDKH kiiltiiriinde Akt
fosforilasyon diizeylerini, ayni hiicre kiiltliriinde interferon-y uyarimli apoptotik
sartlarda da gozlenmistir. Bununla birlikte, Ras miktarinin fazla oldugu
VDKH’lerinde interferon-y ile apoptotik sinyalizasyon yollarinin aktive oldugu
durumlarda Akt fosforilasyon diizeyleri kiyaslanmistir. Ras’in fazlasiyla yogun
oldugu ve normal hiicrelerde olast Akt fosforilasyonunun etkiledigi asag1 efektor
molekiilleri ile etkilesimini go6zlemleyebilmek amaciyla Bad ve Bcel-X,
immiinpresipitasyonlar1 ve kaspas III Ol¢limleri ile apoptotik sinyallerin ne
derecede etkilendigi gosterilmistir.

Sonug olarak 6zellikle apoptozis sinyal yolag: lizerinde Akt/PKB 6nemli
bir kavsak molekiil olarak gézlemlenmistir. Bununla birlikte Ras miktarinin arttig
VDKH’lerinde azalmis Akt/PKB fosforilasyonu ve Bad/Bcl-X kompleks olusum
diizeyleri, bize Ras miktarmnin arttig1 sartlarda Akt/PKB anti-apoptotik sinyal yolu
tizerinde, oOzellikle Bad/Bcl-XL kompleks olusumunun miktarinin azalmasi,
indiikledigimiz apoptotik ortama katki yapmas1 beklenirken, apoptotik sinyallerin
artis1 gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Akt/PKB, Ras, apoptozis, interferon-y, VDKH.



ABSTRACT

Angiotensin Il (Ang 1l) is related with both signalization mechanisms
concerning apoptosis and anti-apoptosis. It is also known that Ang Il triggers its
anti-apoptotic effects via Akt/protein kinase B (PKB) in vascular smooth muscle
cells (VSMCs). In addition, there are many sub signalization pathways, such as
IKK (NF-xB — cell survival) and p70S6K (protein synthesis) which are being
triggered over Akt and also it was shown that apoptosis is being induced via such
mitochondrial proteins Bad, Bcl-2 by active phosphorylated Akt.

This contradiction, which Akt is having a part in both apoptosis and cell
survival, overviewed in the studies, makes us to predict a hypothesis that Akt can
be a target molecule, which can take the cell to apoptosis even in Ras over-
expressed media.

In our study, as to emphasize that Akt is a junction molecule especially for
apoptosis in VSMCs, we have tried to establish a model, after which the cell
culture media induced by Ang Il, Akt phosphorylation was measured as well as
we did the same assays with the same parameters in VSMC culture after being
induced by interferon-y that takes the cells to apoptosis. Besides, phosphorylated
Akt levels were observed in such a media, which activated apoptotic signalization
pathways via interferon-y in VSMC culture formed by the transfection of Ras
plasmids. Both in Ras over-expressed and normal cells, as to observe interactions
between phosphorylated Akt and the sub-effector molecules such as Bad and Bcl-
X, the immunprecipitation assays were carried out and by doing caspas-3 assays
the level of apoptotic signals have been demonstrated in Ras over-expressed
VSMC culture.

Briefly, what we have showed is that the Akt/PKB is a junction molecule
and especially plays an individual role on going apoptosis in VSMCs. On the
other hand, decreased levels of Akt/PKB phosphorylation and Bad/Bcl-XL
complex formation, emphasized the possible apoptotic mechanisms in Ras over-
expressed media can easily be manipulated, but the resident fact is just the direct
contrary.

Keywords: Akt/PKB, Ras, apoptosis, interferon-y, VSMC.

vi



TESEKKUR

Bu aragtirmanin planlanmasi ve gerceklestirilmesinde degerli zamanini ve
yardimlarini esirgemeyen proje yiiriitiicim ve akademik danismanim Sayin Prof.
Dr. Akin YESILKAY A basta olmak iizere tiim boliim hocalarima,

Bu arastirmaya olan desteklerinden dolayr Sayin Prof. Dr. Ugur
YAVUZER’e,

Bu arastirmanin gerceklestirilmesi sirasinda degerli zamanlarint ve
emeklerini harcayan Prof. Dr. Akin YESILKAYA nin danismanlig: altindaki tiim
ekip arkadaslarima,

Birlikte ¢alismaktan mutluluk duydugum tiim asistan arkadaslarima,

Siirsiz destegi ve gostermis oldugu sonsuz sabri i¢in Esime en icten
tesekkiirlerimi sunarim.

Alper TOKAY

vil



ICINDEKILER

SAYFA
OZET v
ABSTRACT Vi
TESEKKUR vii
ICINDEKILER DIiZiNi viii
SIMGELER ve KISALTMALAR Xii
SEKILLER DiZiNi Xiv
TABLOLAR DIZINI XVi
GIRIS 1
GENEL BILGILER 4
2.1  Vaskiiler Yap1 4
2.2 Anjiyotensin 1l 5
2.3 Anjiyotensin II Reseptorleri 6
2.3.1 Anjiyotensin Tip | Reseptorleri (AT1) 6
2.3.2 Anjiyotensin Tip II Reseptorleri (AT2) 6
2.4  VDKH’lerinde Ang II Bagimli Sinyal Yollar1 7
2.4.1 VDKH’lerinde Ang II tarafindan uyarilan
tirozin kinaz yollart; P13-K ve Akt/protein Kinaz B 9
2.5  Apoptozis ) 9
2.5.1 Programlanmis Hiicre Oliim Basamaklar1 10
2.5.2 Hiicreyi Apoptozise Gotiiren Baslica Etmenler 12
2.5.3 VDKH’lerinde Apoptozis 13
2.6 Ras Proto-Onkogen Ailesi 14
MATERYAL ve METOD 17
3.1  Materyal ve Kimyasal Malzemeler 17
3.2 Geregler ve Arastirmanin Yiriitiildiigli Birimler 18
3.3 Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Izolasyonu 19
3.3.1 Kullanilan Soliisyonlar 19
3.3.2 Metod 20

34 Primer Aortik Diz Kas Hiicrelerinin Kiltiiri 21

viil



34.1
3.4.2
3.5

3.5.1

3.5.2
3.5.3
3.6

3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.7

3.7.1
3.7.2

3.7.3
3.8

3.8.1
3.8.2
3.8.3
3.84
3.8.5
3.8.6
3.8.7
3.8.9

3.9
3.9.1
3.9.2

3.10

BULGULAR

4.1

4.2

Kullanilan Soliisyonlar

Metod

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal
Karakterizasyonu

Hiicrelerin immiinohistokimya Preparatlar1 Haline
Getirilmesi

Kullanilan Soliisyonlar

Metod

VDKH Kiiltiirlerinin Western Blot Analizi i¢in
Lizatlarinin Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar

Kullanilan Aktivatorler

Kullanilan Inhibitérler

Metod

Protein Miktarinin Tayini

Mikro BCA (Bisinkoninikasit) Deney Kitinin Prensibi
Protein Miktar Tayininde Kullanilan Standart Grafiginin
Hazirlanmast

Numunelerin Protein Miktar Tayini

Akt/PKB, Bad ve Ras Fosforilasyonunun ve Bad/Bcl-X,
Kompleks Olusumunun Immiinpresipitasyon, SDS-PAGE
ve Western immiinoblot Analizi

Bad/Bcl-X| Immiinpresipitasyonu

Elektroforez jelinin Hazirlanmasi

Elektroforez islemi

Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi
Membranlarm Antikorlarla Isaretlenmesi
Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi
Sinyallerin Grafik Haline Doniistiiriilmesi
Membranlarin Ikinci Bir Antikor ile Muamelesi
(Stripping)

Primer Vaskiiler Hiicre Kiiltiiriinde Apoptozisin
Tetiklenmesi ve Ol¢iim Metotlari

“Kaspas-3 Hiicresel Aktivite Deney Kiti” ne Gore
Spektrofotometrik Kaspas-3 Tayini

Anneksin V-FITC Apoptozis Kiti ile Apoptotik
Hiicrelerin Belirlenmesi

FUGENE HD Transfeksiyon Reaktifi ile

Transient (Gegici) Ras Plazmid Transfeksiyonu

ve Gosterimi

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal
Karakterizasyonu

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimiyla
Akt/PKB Aktivasyonu

X

21
21

22

22
23
23

24
24
25
25
26
27
27

27
28

28
29
29
32
32
33
34
35
35
36
36

38

39

42

42

43



421
4.2.2
4.3
43.1
43.2
43.3
4.3.4
4.3.5
4.4
44.1
4.4.2
4.5
4.6

4.7

4.8

48.1
4.8.2
4.8.3

4.9
49.1

4.9.2

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Akt/PKB

Doz Bagimli Fosforilasyonu

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Akt/PKB

Stire Bagimli Fosforilasyonu

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimiyla Bad
Aktivasyonu

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Bad Doz Bagimli
Fosforilasyonu

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Bad Siire Bagimli
Fosforilasyonu

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimiyla Ras
Miktarinin Tayini

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Ras Doz Bagimli
Miktarinin Belirlenmesi

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Ras Siire Bagimli
Miktarinin Belirlenmesi

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimiyla
Bad/Bcl-X_ Kompleks Olusumu

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Bad/Bcl-XL

Doz Bagimli Kompleks Olusumu

VDKH’lerinde Ang II Etkisiyle Bad/Bcl-XL

Siire Bagimli Kompleks Olusumu

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II'nin AT1
Reseptorii Uzerinden Akt/PKB Fosforilasyonu

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Akt/PKB
Uyarimim PI3-K Uzerinden Gergeklestirmektedir

Ang II Uyariminda Fosforile Proteinler Akt/PKB

ve Bad, H-Ras Miktar1 ve Bad/Bcl-XL Kompleks Olusumu
Uzerine, PKC Inhibitdrii GF109203X, Src Inhibitérii PP2
Ras Inhibitérii FPT III ve spesifik EGF ve PDGF Reseptor
Blokorleri Olan AG1478 ve AG1295’in Etkileri
Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Apoptozisin
Belirlenmesi ve Ang II’nin Bu Olusum Uzerine Etkileri
“Kaspas-3 Hiicresel Aktivite Deney Kiti” ile
VDKH’lerinde Apoptozis Sonugclari

“Anneksin V-FITC Kiti” ile VDKH’lerinde Apoptozisin
Belirlenmesi

VDKH’lerinde Ang II Apoptotik Etkilerini ATIR
Uzerinden Gostermektedir

VDKH’leri pCH110 DNAs1 ile Transfekte Olmuglardir
VDKH’lerinde ¢-H-Ras"'’ DNA’sinin Transfeksiyonu
Western-blot Teknigi ile Gosterilmistir

Fazla Miktarda H-Ras™'” Bulunduran VDKH’leri Azalmis
Akt Fosforilasyonu ve Bad/Bcl-X; Kompleks Olusumuna
Sahiptir

43

44

45

45

46

47

47

48

49

49

50

o1

52

54

57

58

60

61
62

63

64



4.9.3 Anti-Apoptotik Faktor Olarak Bilinen Ang Il ile
Muamele Edilmis Fazla Miktarda Ras Bulunduran
VDKH’lerinde Akt/PKB Fosforilasyonunda ve Bad/Bcl-X,
Kompleks Olusumunda Bir Artig Gzlenmedi

410 Fazla Miktarda Ras Igeren VDKH’lerinde IFN-y Uyarimli
Olusturulmaya Calisilan Apoptozis Basarisiz Olmustur

TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS
EKLER

EK-1 “The Effect of Thyroid Hormones on Erythrocyte
2,3-Diphosphoglycerate”

X1

65

66

67

74

77

88

89



ACE
Akt/PKB
Ang 1
Ang 11
Ang 111
Ang IV
APS
ATIR
AT2R
BSA

C a2+
CaClz
cAMP
CO,
DFF
DMEM
EAS
EDTA
EGF
EGTA
ERK
ET-1
FADD
FAK
FBS
FGF-2
Grb2
GTP
HBSS
HCl
HEPES
HRP
ICAD
IFN-y
IGF-1
IgG
IL-1
iNOS
JNK
KCl
KH,PO4
MAP

SIMGELER ve KISALTMALAR

: Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim

: Akt/Protein Kinaz B

: Anjiyotensin I

: Anjiyotensin II

: Anjiyotensin III

: Anjiyotensin IV

: Amonyum Persiilfat

: Anjiyotensin Tip 1 Reseptorii

: Anjiyotensin Tip 2 Reseptorii

: S18ir Serum Albiimin

: Kalsiyum

: Kalsiyum Klorid

: siklik Adenozin Monofosfat

: Karbondioksit

: DNA Kirilma Faktorii

: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
: Enzim Ayrigma Soliisyonu

: Etilendiamin Tetraasetik Asit

: Epidermal Biiytime Faktori

: Etilenbis(oksietilennitrilo) Tetraasetik Asit
: Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz
: Endotelin-1

: Oliim Birimi ile Fas-ilisikli Protein

: Fokal Adezyon Kinazlar

: Fetal S1g1ir Serum

: Fibroblast Biiylime Faktorii-2

: Bliylime Faktor Reseptoriine-baglanan Protein 2
: Guanozin Trifosfat

: Hank’in Dengeli Tuz Soliisyonu

: Hidroklorik Asit

: [N-(2-Hidroksietil)piperazin-N'-(2-etansiilfonik asit)]
: Bayirturbu Peroksidaz

: Kaspas-uyarimli Deoksiriboniikleazlar
: Interferon-gama

: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

: Immiin Globiilin

: Interlokin-1

: Uyarilabilir Nitrik Oksit

: c-Jun N-Terminal Kinaz

: Potasyum Kloriir

: Potasyum Dihidrojen Fosfat

: Mitojen Aktiveli Protein

xii



MAPK
M g2+
MgCl,
NazHPO4
N33VO4
NaCl
NaF

NO
PARP
PDGF-BB
PI3-K
PKC
PLA,
PLC
PLD
PLZF
PMSF
PS

P-S
Pyk2
RAC
RAS
RIP
SAPK
SDS
STAT
STI
TBS
TEMED
TGF-B1
TNFR1
TNF-a
TRADD
Uv
VDKH
WR

: Mitojen-uyarimli Protein Kinaz

: Magnezyum

: Magnezyum Kloriir

: Disodyum Hidrojen Fosfat

: Sodyum orto-Vanadat

: Sodyum Kloriir

: Sodyum Floriir

: Nitrik Oksit

: Poli(ADP)riboz Polimeraz

: Platelet Tiirevli Biiylime Faktorii-BB
: Fosfatidil Inozitol 3-Kinaz

: Protein Kinaz C

: Fosfolipaz A,

: Fosfolipaz C

: Fosfolipaz D

: Promiyolositik Losemik Cinko Parmak Protein
: Fenil Metil Siilfonil Florid

: Fosfatidil Serin

: Penisilin Streptomisin

: Prolinden Zengin Tirozin Kinaz 2

: A ve C ile liskili Proteinler

: Renin-anjiyotensin Sistemi

: Ribozom Inhibe Eden Protein

: Stres-uyarimli Protein Kinaz

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Sinyal Iletici ve Transkripsiyon Aktivatdrii
: Soya Tripsin Inhibitor

: Tris Tuz Tamponu

: N,N,N',N'-Tetrametilendiamin

: Trofoblast Biiyiime Faktorii- 1

: Timor Nekrozis Faktor Reseptor 1

: Timor Nekrozis Faktor-ou

: Oliim Birimi Uzerinden TNFRSF1A-ilisikli Olan
: Ultra Viyole

: Vaskiiler Diiz Kas Hiicresi

: Calisma Soliisyonu

xiil



SEKILLER DiZiNi

SEKIL SAYFA
Sekil 2.1  Tipik bir arter ve vaskiiler yapinin fizyolojisi 4
Sekil 2.2 Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem semasi 5
Sekil 2.3 VDKH’lerinde Ang II bagimli sinyal yollar1 7

Sekil 2.4 VDKH’lerinde Ang Il tarafindan uyarilan tirozin kinaz yollar1 8
Sekil 2.5  Ana apoptotik yollarin sematik gosterimi 11

Sekil 2.6 DNA fragmentasyon faz1 ve yapisal degisimlerin

sematik gdsterimi 12
Sekil 2.7 Hiicre igerisinde Ras’in aktivasyonu 15
Sekil 3.1 Protein standart grafigi 28

Sekil 4.1 VDKH kiiltiirlerinin immiinohistokimyasal karakterizasyonu 43
Sekil 4.2 VDKH’lerinde And II’nin farkli konsantrasyonlarinin

Akt/PKB iizerine etkisi 44
Sekil 4.3 VDKH kiiltiirlerinde Ang [I’'nin Akt/PKB {izerine

farkli siirelerde etkisi 45
Sekil 4.4 VDKH’lerinde Ang Il konsantrasyonunun Bad aktivasyonu

tizerine etkisi 46
Sekil 4.5 VDKH kiiltiirlerinde Ang [I'nin Bad tizerine farkl siirelerde

etkisi 47
Sekil 4.6 VDKH’lerinde Ang Il konsantrasyonunun Ras miktari

izerine etkisi 48
Sekil 4.7 VDKH kiiltiirlerinde Ang II'nin Ras miktar1 {izerine farkl

surelerde etkileri 49

Xiv



Sekil 4.8

Sekil 4.9

Sekil 4.10

Sekil 4.11

Sekil 4.12

Sekil 4.13

Sekil 4.14

Sekil 4.15

Sekil 4.16
Sekil 4.17

Sekil 4.18

Sekil 4.19

VDKH’lerinde Ang II konsantrasyonunun Bad/Bel-X,
kompleks olusumu tizerine etkisi

VDKH kiiltiirtinde Ang II’nin Bad/Bcl-X kompleks olusumu
tizerine farkli siirelerde etkisi

VDKH’lerinde AT1 reseptoriiniin Akt/PKB tizerindeki rolii
VDKH'’lerinde Akt/PKB uyarimi1 PI3-K iizerinden
gerceklesmektedir

Ang Il ile uyarilan VDKH’lerinde GF109203X, PP2, FPT III,

AG1478 ve AG1295 uygulamalariin Akt/PKB ve Bad
fosforilasyonlari, Ras miktar1 ve Bad/Bcl-X, kompleks

olusumu tlizerine etkileri

VDKH’lerinde Wortmanin, AG490 ve SH-5 varliginda
IFN-y ve/veya Fas-L Apoptozisi indiiklemektedir
VDKH’lerinde apoptozisin Anneksin V-FITC ile ifadesi

VDKH’lerinde Ang II apoptotik etkilerini AT1R {izerinden
gostermektedir

VDKH’lerinin pCH110 DNA’s1 ile transfeksiyonu
H-Ras"'’ transfeksiyonundan sonra artmis Ras miktari
Ras transfeksiyonu sonrasinda azalmis Akt/PKB
fosforilasyonu ve Bad/Bcl-X, kompleks olusumu

N17

Ras ™' ile transfekte edilen VDKH’lerinde apoptozis

uyarilamamigtir

XV

50

o1

52

53

55-57

59

60

62

63

64

65

66



TABLO

Tablo 3.1
Tablo 3.2
Tablo 3.3
Tablo 3.4
Tablo 3.5

Tablo 3.6

TABLOLAR DiZiNi

Enzim ayrisma soliisyonu bilesenleri ve miktarlari
Ayrisma jeli tamponlar1 ve miktarlari

Yiikleme jeli tamponlari1 ve miktarlar

Kaspas-3 deneyinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar
Kullanilan DNA:FuGENE oranlari

Boyama soliisyonu karisimi ve miktarlari

XVi

SAYFA

20
30
31
38
40

41



GIRIS

Apoptozis, diizgiin organ yapisini ve fizyolojisini olusturmak ve korumak
igin bir¢ok organ ve dokudaki hiicrelerin programlanmis o6liimiinden sorumlu
fizyolojik bir islemdir. Damar sisteminde bulunan diiz kas dokusundaki apoptozis,
vaskiiler hasar ve aterosiklerotik lezyonlardaki gelisime oldugu kadar, fetalden
neonatal bir dolasima gegisin sonucunda kan akisindaki uzun siireli azalmaya bagl
olarak gosterilmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH) proliferasyonunun mekanizmasina yonelik
bircok c¢alismanin ardindan, son yapilan aragtirmalar, normal damar gelisimi ve
patolojisinde diiz kas hiicrelerini apoptozise ve/veya yasamsalliga gétiiren sinyal
yollarimin mekanizmalarini anlama dogrultusunda gergeklestirilmektedir. VDKH
biiylimesi, hiicre proliferasyonu ve apoptozisin karsilikli etkilerinin bir sonucu olarak
goriilmektedir.

VDKH'leri igin bilinen birgok bilyiime faktorii [Insiilin benzeri biiyiime
faktori-1 (IGF-1), platelet tiirevli biiyime faktori-BB (PDGF-BB), fibroblast
biiyiime faktorii-2 (FGF-2), trofoblast biiylime faktori-p1 (TGF-f1)] mitojenden gok
birer yasamsal faktor gibi davrandiklari gosterilmistir. Bu biiylime faktorlerinden
zengin ancak diisiik serum diizeyine sahip besi yerlerinde kiiltiire edilmis rat veya
insan VDKH'lerini Bcl-2 ailesi proteinlerinin anti-apoptotik potansiyellerini
kullanarak, kismen apoptozisten korurlar [1, 2]. Biiylime faktorleri ve bunlarin iliskili
reseptorleri bircok vaskiiler hastalikta eksprese olurlar ve arteriyal duvar igerisinde
VDKH 6liimiinii engelleyebilirler.

Aterosikleroziste olusan hiicre 6liimleri tizerine yapilan gozlemler ilk olarak
1858 yilinda Virchow [3] tarafindan gergeklestirilmis ve 30 sene kadar once 1976
yilinda Thomas ve arkadaslar1 [4] tarafindan kolesterolce-zengin besinle beslenen
domuzlar ilizerinde yapilan deneyler, aterosiklerotik plak olusumu sirasinda hiicre
Oliimiiniin major bir olay oldugunu ve belki de hiicre proliferasyonuyla iliskili
olabilecegini gostermistir. Daha yakin zamanlarda, Parkes ve arkadaslar1 [5] diiz kas
hiicrelerindeki plak-olusumunu c-myc’nin hiicre i¢i fazla birikmesi ile karakterize ve
normal VDKH damarlari ile kiyaslandiginda kiiltiir icerisinde, 6zellikle diisiik serum
diizeylerinde, bir biiyiime dezavantajina sahip olduklarini gostermislerdir [5]. O
zamanlarda, kanser arastirmacilari, serum yoklugunda apoptozis tarafindan
indiiklenen hiicre Oliimiiniin c-myc’nin hiicre igerisinde fazla birikmesine bagh
olabilecegini ve bu hiicrelerin c-myc'nin  normal seviyelere ¢ekilerek
kurtarilabileceklerini gostermislerdir [6]. Bu sonuglar temel alinarak, insan
aterosiklerotik hiicrelerin nekrozu yerine apoptozis tarafindan hiicre o6liimiiniin
gozlenebilecegi Onerilmektedir. Bennett ve arkadaslari, VDKH'lerinde c-myc'nin
ekspresyonunun apoptozisi indiikleyebilecegini [7] ve insan diiz kas hiicre



plaklarinin in-vitro sartlarda, bcl-2'nin ekspresyonu ile veya IGF-1, PDGF veya
anjiyotensin II (Ang II) gibi diger yasamsal faktorler ile geri doniisiimii olabilecek
bir islemde, apoptozisin olusabilecegi  gOstermislerdir [8]. Bu insan
aterosiklerozisinde programlanmis hiicre 6liimiiniin (apoptozis) olusabilecegine dair
ilk bulgudur.

Insan doku plaklar icerisindeki diiz kas hiicreleri IGF—1, PDGF ve Ang Il
gibi yasamsal faktorlerin varligina ragmen Olmektedir [8]. Belirgin Bcl-2
ekspresyonunun yoklugunda c-myc'nin ekspresyonu [9] ve p53'e olan artmis
duyarlilik [9] bazi agiklamalar getirebilir. Son yapilan ¢alismalarda, ileri diiz kas
aterosiklerotik plaklardaki, pro-apoptotik Bax proteininin artmis ekspresyonu
gosterilmistir.  Bax, yiiksek miktarda anti-apoptotik Bcl-X_  proteininin
ekspresyonunda bile normal damarlarda gozlenememistir [10]. Bundan dolayi,
aterosikleroziste pro- ve anti-apoptotik proteinler arasindaki denge, ek bir pro-
apoptotik uyarim (imflamatuar hiicreler ve sitokinler) mevcut iken diiz kas hiicre

plaklar1 oliime programlanmis ve apoptozise giderler diisiincesi ile belirginlik
kazanabilir [10].

Ang Il renin-angiotensin sisteminin baslica peptid hormonudur ve kan
dolasim ve basmcinin ayarlanmasinda anahtar bir rol oynar. Buna ek olarak,
hipertansiyon ve aterosiklerozis gibi VDKH’nin yi1gilmasi ile karakterize olan bir¢cok
kardiyovaskiiler hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir [11].
Son bulgular, damar yapist ve lezyon olusumunun belirlenmesinde sadece hiicre
biliylimesinin regiilasyonunun degil apoptozis ile hiicre Oliimiiniin de O6nemli
olabilecegini gostermistir [12]. Buna karsin, Ang II'nin anti-apoptotik etkileri ve
biiyiimeyi desteklemekten sorumlu molekiiler mekanizmalart halen tam olarak
anlasilmis degildir.

A ve C ile iliskili (RAC; Related A and C proteins)-protein kinaz olarak da
bilinen Akt/protein kinaz B (Akt/PKB), NH2-terminal son bolgesinde bir plekstrin-
homoloji birimi igeren bir serin/treonin kinazdir ve hem siklik adenozin monofosfat
(CAMP)-bagimli protein kinaz ve hem de protein kinaz C (PKC) benzer yakinlikta
bir katalitik birim igerir. Ayrica retroviral onkogen v-Akt iriiniiniin hiicresel
homologudur [13]. Akt/PKB'nin kinaz aktivitesi PDGF, epidermal biiyiime faktorii
(EGF) ve insiilin reseptdrleri gibi tirozin kinazlar tarafindan uyarildigi ve bu biiyiime
faktorlerince Akt/PKB'nin aktivasyonu fosfatidil inozitol 3-kinaz (P13-K) aracili
oldugu bulunmustur [14]. Son bulgular PI13-K'in, Akt/PKB sinyalizasyon yolu
tizerinden apoptozisten korunmay1 da igeren bazi hiicresel cevaplarinin da oldugunu
gostermektedir [15]. Buna karsin, 6zellikle yedi-transmembran G protein-bagimh
reseptorlerine bagimli sinyal yollarina Akt/PKB'nin katilimi ile ilgili ¢ok az sey
bilinmektedir.

Ras proteininin aktivasyonunun, memeli hiicrelerinin birgok tipinden tiireyen
immortal hiicre dizilerinde transformasyonu ve hiicre proliferasyonunu tetikledigi ve
insanlarda tiimdrgenezis ile alakali oldugu gdsterilmistir [16]. Insan primer fibroblast
hiicrelerinde yapilan son ¢aligmalar, Ras sinyalizasyon yolu aktivasyonunun hiicresel
yasamsalligi tetikledigi rapor edilmistir [17-19]. Yaslanan vaskiiler endoteliyal



hiicreler, normal lezyonlarda degil fakat agirlikli olarak insan aterosiklerozisinin
plaginda lokalizedir ve vaskiiler hiicre yaslanmasi endoteliyal bozuklukla sonuglanir
[20]. Biiyiime faktorleri ve oksidatif stresi de igeren birgok aterojenik uyarim Ras
aktivitesince olusturulur [21]. Ras'in aktivasyonunun vaskiiler hiicre yagsamsalligina
katki yaptigi, bundan dolay1r da insan aterosiklerozisinin patogenezini dogurdugu
distiniilmektedir.

Literatiirde gozlemledigimiz sonuglar 1s18inda, genel olarak apoptotik veya
yasamsal devamliligi arz eden, Ang II {izerinden uyarilan hiicre igi sinyalizasyon
yollari, VDKH'de de diger hiicre tiplerindekine benzer yollari tercih etmektedir. Bu
noktada izlenen yol kabaca, Ang Il uyarimindan sonra Ras aktivasyonunu [22]
takiben P13-K uyarimina bagli [23] bir C-terminal regiilatuar birim ve bir N-terminal
plekstrin-homoloji birimi igeren bir serin/treonin kinaz olan Akt/PKB’nin uyarimidir
[23]. Hiicre, bu noktada (Akt kavsaginda) gelen uyarima bagl olarak kendisini ya
yagamsal fonksiyonlarmi devam ettirecek bir sikliisiin i¢inde, ya da apoptozis ile
sonlanacak bir sinyal iletim yoluna sokacaktir.

Bu diisiinceden yola ¢ikarak c¢alismamizda, Ras plazmidi ile transfekte
edilmis ve normal VDKH'lerinde apoptotik sartlar altinda Akt/PKB molekiiliiniin
rolii incelenmistir. Bu dogrultuda, primer VDKH'leri 6ncelikle normal sartlar altinda
Ang II uyarimina bagl olarak Akt/PKB fosforilasyonuna ve bunu takiben apoptozis
ile ilgili Bad/Bcl-X| kompleks olusumuna bakilmistir.

Bu dogrultuda, ilk olarak primer vaskiiler hiicre kiiltiiriinde Ang II
uyarimindan sonra Akt/PKB uyarimina yol agan PI3-K fosforilasyonuna ve bunu
takiben apoptotik belirte¢ olan Bad/Bcl-X_ kompleks olusumuna normal sartlar
altinda bakilmistir. Bu yolakta Ang II, Ras ve PI3-K’in spesifik inhibitorleri
(swrastyla losartan, PP1 ve wortmanin) kullanmak suretiyle kompleks olusumuna olan
etkileri incelenmistir. Ardindan normal hiicre kiiltiirii sartlarinda interferon-y (IFN-y)
uyarimi ile VDKH'leri apoptozise yonlendirilmis ve ayni proteinlerin etkilerine
bakilmaistir.

Bu asamalarin ardindan, VDKH'leri Ras-plazmidi ile transfekte edilmislerdir.
Hiicreler bu safhadan sonra, Ang II uyarmmini takiben Akt/PKB ve bu molekiilii
izleyen yolak tlizerindeki Bad/Bcl-X| kompleks olusumu Western blot teknigi ile
gosterilmistir. Son asamada, transfekte edilmis VDKH'leri yine IFN-y ile apoptozise
gotiirlilmeye calisilmis ve ardindan apoptotik sartlarin gosterimi gergeklestirildikten
sonra, ayni kosullarda Akt/PKB ve yine yolak iizerindeki Bad/Bcl-X_ kompleks
olusumuna bakilarak elde edilen bulgular yorumlanmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Vaskiiler Yap1

Vaskiiler duvar, hiicresel (endoteliyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlar) ve hiicresel olmayan (ekstraselliiller matriks) bilesenlerden meydana
gelmis aktif, esnek ve biitlinlesmis bir organdir (Sekil 2.1). Statik bir organ degildir;
birimler dinamik olarak sekil degistirirler, fizyolojik ve patolojik uyarilara cevaben
artar, azalir veya yeniden organize olurlar [24].
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Sekil 2.1. Tipik bir arter ve vaskiiler yapinin fizyolojisi [25]

Tiim bir arteriyal ortam igerisinde, diiz kas hiicreleri ve matriks, hipertansiyon
ve aterosikleroz da oldugu gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde onarim,
tekrardan yapisallasma, gelisim, biiyiime ve kasilma-gevsemeyi de igeren, vaskiiler
duvarin karakteristik fonksiyon ve yapilarindan sorumludur [26-29]. Siklik
niikleotidlerin diizeylerini arttirmak suretiyle vazodilatasyonu indiikleyen C-tipi
natritiretik peptid, prostasiklin ve nitrik oksit gibi vazorelaksasyon faktorleri ve
biiylime ve vazokonstriikksiyonu uyaran Endotelin-1 (ET-1) ve Ang Il gibi vazoaktif
peptidleri de iceren bir¢ok lokal ve sistemik faktorler vaskiiler diiz kas hiicre
fonksiyonlarini regiile ederler [30-32].



2.2.  Anjiotensin Il

Ang 11, vaskiiler diiz kaslar1 iizerinde bir¢ok etkiye sahip multifonksiyonel bir
peptiddir; kasilmayi, hiicre biiylimesini ve apoptozisi regiile eder, hiicre gociinii ve
ekstraselliiler matriks yerlesimini etkiler, bir proenflamatuardir ve PDGF ve
vazokonstriiktorler (ET-1) gibi diger bliylime faktorlerinin tiretimini uyarir [33].

Bir oktapeptid hormon olan Ang I, renin-anjiyotensin sisteminin (RAS) aktif
bir bilesenidir. Ang II, klasik veya renal RAS ve lokal olarak doku RAS {izerinden
sistematik bir sekilde tretilir. Ang II, anjiyotensinojenin Anjiyotensin I’e (Ang I)
aspartil proteaz renin tarafindan enzimatik olarak kirilmasini takiben anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE) etkisiyle Ang I’'in Ang II’ye ¢evrimi ile meydana gelir
(Sekil 2.2). Son olarak belirlenen bir karboksipeptidaz, ACE2, Ang I veya Ang II’nin
herhangi birisinden bir amino asit kopartarak [34] vazodilatator 6zellikleri olan Ang
1-7 metabolitlerini arttirirken Ang II seviyesini diisiiriir. Bu da Ang II diizeyinin
kontroliinde ACE ve ACE2 arasindaki dengenin 6nemli oldugunu gostermektedir
[35]. Bununla birlikte, Ang II olusumunda ACE’nin primer enzim oldugu
gozlenmekte ise de, kalp de Ang I’in biiyiik bir ¢cogunlugu kimaz enzimi tarafindan
doniistirilir [36].
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Sekil 2.2. Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem Semasi. Dolasimdaki renal kokenli renin, hepatik
kokenli anjiyotensinojeni parcalar ve dekapeptit Ang I’'i olusturur. Akcigerdeki ve
dokulardaki ACE Ang I'i Ang II’ye doniistiiriir. Ang II, Anjiyotensin III (Ang III) ve
Anjiyotensin IV (Ang IV) ve Ang II’ye metabolize edilir. Kimaz, karboksipeptidaz ve
katepsin G gibi baz1 bilesikler Ang I ve Ang II'yi pargalayabilir [37].



2.3.  Anjiotensin II Reseptorleri

2.3.1. Anjiotensin Tip I Reseptorleri (AT1)

Ang II’'nin bilinen bir¢ok fizyolojik etkisi, karaciger, adrenaller, beyin,
akcigerler, bobrekler, kalp ve vaskiiler yapiyr da kapsayan genis bir bigimde ¢ogu
organda hiicre yiizeyinde bulunan anjiyotensin tip I reseptorleri (AT1R) tarafindan
olusturulur. Yaklasik 40 kDa agirligindaki 359 amino asitten meydana gelmis
ATIR’l, G-eslesmis protein reseptorlerinin yedi-membran siiper ailesine mensuptur
[11]. Mevcut ATI1R alt birimlerinin, AT1AR ve AT1BR, birbirlerinden fonksiyonel
ve farmakolojik olarak ayirt edilmesi miimkiin degildir [38]; buna karsin, in-vivo
deneyler, kan basincinin ayarlanmasinda AT1AR izoformunun AT1BR izoformuna
oranla daha Onemli oldugunu gostermistir [39]. G protein etkilesimleri,
transmembran biriminin NH2 terminali, birinci ve lgiincli ekstraselliiler dongiileri
tizerinde gergeklesir [40]. Reseptoriin ekstraselliiler bolgesi lizerinde konuslanmig
bir¢ok birim ile beraber, ATIR niin dort sistein birimi disiilfid kopriilerini olusturur
ve bu Ang II baglanmasi i¢in gereklidir [41]. Diger reseptorlere (muskarinik ve
adrenerjik) benzer olarak ATI1 reseptoriiniin sitoplazmik kuyrugu, G protein reseptor
kinazlar tarafindan fosforillenen bircok serin/treonin birimi igerir.

2.3.2. Anjiotensin Tip II Reseptorleri (AT2)

Ang I’nin bir¢ok vazoaktif etkisi AT1R’leri lizerinden gerceklesse de,
ATI1R’lerinin antagonize edilmesi ile VDKH pro-apoptotik ve anti-proliferatif
degisimlerin AT2R’leri iizerinden gerceklestigi gosterilmistir [11]. ATI1R’lerine
benzer olarak AT2R’ii de (41 kDa) bir yedi transmembran birim reseptoriidiir, fakat
sadece %34’ ATIR’ine benzerlik gosterir [42]. Tamami 363 amino asitten
meydana gelmis olan AT2R’1i yiiksek oranda fetal dokuda gozlenmesine karsin, fetal
aorta, gastrointestinal mezensimal hiicreler, bag doku, iskelet sistemi, beyin ve
adrenal medullada da mevcuttur. AT2R’nlin dogumdan sonra ekspresyonunun
azalmasi, patolojik durumlara bagli olarak eriskin yasamda sonradan
indiiklenebilecegini ve fetal olusumda daha Onemli bir roliiniin oldugunu
vurgulamaktadir [43]. AT2R’leri, ayrica, diisiik oranda bdobrekte, akciger ve
karacigerde saptanmis, fakat Ang II’nin fonksiyonlarindaki kesin rolleri belirsizligini
korumaktadir. Calismalar, AT2R’niin ATIR’iniin etkilerini, tirozin veya
serin/treonin fosfatazlarinin aktivasyonu iizerinden sinyal yollarini inhibe ettigini
gostermistir [44, 45]. Buna karsin, D’Amore ve arkadaglar1 [46], AT1R-uyarimh
hipertrofiyi bloke etmeden ve Ang II’den bagimsiz olarak, kardiyomiyositlerde,
AT2R’niin hipertrofiye sebebiyet verdigini gostermislerdir. Bu hipertrofik cevap,
transkripsiyon faktor PLZF’nin (promiyolositik l6semik ¢inko parmak protein)
AT2R’nilin kuyruguna direkt baglanmasi sonucu, PI3-K’m alt birimi p85’in gelismis
transkripsiyonu ve niikleer translokasyonu sonucudur [47, 48]. Bir baska bulgu da,
bu iki reseptor tipinin dimerizasyonunun ATIR sinyalizasyonunda bir duraklamaya
yol agtigidir [49]. Yapilan birgok ¢alismadaki celiskili sonuglar dolayisiyla, patolojik
olarak (veya patolojik bir sonug¢ olarak) AT2R’niin oynadig1 kesin rol belirsizligini
korumaktadir.



2.4. VDKH’lerinde Ang II Bagimli Sinyal Yollari

Hiibtre: vinprismeessi ECM diesprinyrrning Mﬂm&ﬂlﬁu i
i “a [ VASCULAR REMODELING | o

Sekil 2.3. VDKH’lerinde Ang II Bagiml Sinyal Yollari. Ang IT AT1 reseptoriine baglandiginda ani
sinyal olaylar1 olarak saniyeler igerisinde fosfolipaz C (PLC) ve Src aktive olur. Fosfolipaz
A, (PLA,), fosfolipaz D (PLD), tirozin kinazlar ve mitojen aktiveli protein (MAP) kinazlar
dakikalar i¢inde uyarilir ve bu olaylar erken sinyal iletim olayidir. Reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu, proto-onkogen ekspresyonu, protein sentezi saatler igerisinde meydana gelir ve
geg sinyal iletimi olarak adlandirihir [37].

Ang II, kasilma gibi kisa dénemli ve enflamasyon, ekstraselliiler matriks
yerlesimi, go¢ ve hiicre biiylimesi gibi uzun vadeli vaskiiler etkilere yol agan
intraselliiler sinyal iletimlerinin kaskatlarin1 regiile eder. Dis hiicre membran
yiizeyinde ligand reseptor baglanmasi, G proteinleri (o, 3 ve y alt birimlerinden
meydana gelmis heterotrimerik proteinler) iizerinden i¢ hiicre membran yiizeyinde
reseptor ve efektor protein arasindaki etkilesimi uyarir. AT1 reseptorleri, bircok
biyolojik aktiviteye sebep veren belirli sinyal iletim proseslerini eslestirir. Sinyal
prosesleri belirli karaktere sahip ve multifaziktir (Sekil 2.3). Ani, erken ve geg
sinyalizasyon olaylari, sirasiyla, saniyede, dakikalar ve saatler igerisinde gerceklesir
(Sekil 2.3). Ang ll-uyarimhi PLC fosforilasyonu ve Src aktivasyonu saniyeler
igerisinde gergeklesir ve ani sinyalizasyonlar olarak nitelendirilir; PLA,, PLD, tirozin
kinazlar ve mitojen-uyarimli protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonu dakikalar
icerisinde olur ve erken sinyalizasyon prosesleridir; bunun yaninda oksidatif stres,
proto-onkogen ekspresyonu ve protein sentezinin olusumu saatler alir ve geg
sinyalizasyon olaylarin1 olusturur.
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Sekil 2.4. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II tarafindan uyarilan tirozin kinaz yollari. Ang II hizli
bir sekilde PLC-y ve ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK)-bagimli sinyal yollarin
regiile eden Src’i aktive eder. Ang II’nin AT1 reseptoriine baglanmasi, siral ¢izgiler ile
belirtilmis Jak2/TYK2’nin (Janus kinazlar) aktivasyonu ve fiziksel etkilesimini uyarir.
Jak2/TYK?2, ¢ekirdekte gen transkripsiyonunu aktive eden sinyal iletici ve transkripsiyon
aktivatorli (STAT) proteinlerini fosforilleyerek translokasyonunu saglarlar. Ang II, ayrica,
Src tarafindan fosforillenen bolgelere yardimci olan fokal adezyon kinazlar1 (FAK) aktive
eder. FAK, Aktin ile iliskilenen paksilin ve talin ile etkilesime girer. AT1 reseptorii ile
FAK arasindaki baglanti belirsizdir, fakat guanozin trifosfatazlardan (GTPaz) Rho ailesi
olayda potansiyel adaylardir. Prolinden zengin tirozin kinaz-2 (Pyk2) ve CADTK Ang Il
tarafindan kalsiyum (Ca?")-bagimli yollar ile aktive edilirler. Aktive olmus Pyk2 Src ve
ERK-bagimh sinyal kaskatlarini regiile eder. P130°® gegici olarak Ang II tarafindan, biiyiik
olasilikla, Ca**-bagimh yollar ile aktive olur. Fosforile p130“®, a-aktin ekspresyonunun
regiillasyonunda 6nemli bir rol oynayabilir. Ang II tarafindan PI3-K’in aktivasyonu,
p70%“1n aktivasyonu ve hiicre yasamsalligina giden yollarin uyariminda yer alan Akt/PKB
aktivasyonuna yol acar [50].

Ang 11, bir¢ok vaskiiler diiz kas hiicre proteinini tirozin biriminden fosforiller.
Bu durum, AT1 reseptoriiniin kendisi i¢in de gegerli oldugu gibi, PLC-y1l ve Src
ailesi kinazlarini (saniyeler i¢inde aktivasyon), bununla birlikte dakikalar igerisinde
aktive olan JAK, TYK, FAK, Pyk2 ve p130“® (bir Crk-iliskili substrat) ve PI3-K da
kapsar [37] (Sekil 2.4). Kardiyovaskiiler hiicrelerdeki Ang II-uyarimli sinyal iletim
yollarindaki tirozin kinazlarin rolii 1997 yilinda ayrintili bir sekilde gosterilmistir
[51-54].



2.4.1. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II tarafindan uyarilan tirozin kinaz
yollari; PI3-K ve Akt/protein kinaz B (PKB)

Bunlardan PI3-K, bir p85 adapt6r ve bir p110 katalitik alt birimden olusmus
heterodimerik bir enzimdir. PI3-K, 3. atomundan fosforillenen fosfoinozitidlerin
sentezini katalizler. P13-K’in majo6r triinleri hiicre yasamsalligini, metabolizmayi,
iskeletsel yapisallasmayr ve membran trafigini indiikkler ve VDKH ¢ogalmasinin
regiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigir da gosterilmistir [55]. PI3-K, karakteristik
olarak tirozin kinaz reseptorleri ile iliskilidir ve AT1 reseptdrleri tarafindan da aktive
edilir [56, 57]. VDKH’lerinde Ang II, PI3-K’1n aktivitesini, fosforilasyonunu ve
gbclinii stimiile eder ve p85 alt biriminin periniikleer alandan aktive oldugu bdlgeye
sitoplazma boyunca translokasyonunu uyarir [56]. Wortmanin ve LY294002
tarafindan inhibe edilen PI3-K rat hiicre kiiltiirlerinde Ang II-uyarimli hiperplaziyi
bloke etmistir, bu da VDKH c¢ogalmasindaki non-reseptor tirozin kinazlarin
regiilasyonunda 6nemli bir rolii oldugunu onermektedir [56]. Aktin-baglayan-
protein profilin, fosfoinozitid-bagimli kinazlar, atipik PKC’ler, PLC-y, Racl, c-Jun
N-terminal protein kinaz (JNK) ve Ser/Thr kinaz Akt/ PKB de kapsayan pek ¢ok
molekiil PI3-K i¢in hedef olarak bulunmustur [57]. Akt/PKB, Ang Il-uyarimh
VDKH’lerinde P13-K asag1 yolaginda 6nemli bir hedef olarak gosterilmektedir. Akt,
p70S6-kinazi aktive ederek protein sentezini regiile eder ve Ca®* kanallarim
indiikleyerek aortik hiicrelerde Ang II-uyariml Ca?* cevaplarim modiile eder.
Akt/PKB, ayrica, VDKH’lerini apoptozisten korudugu ve kaspaslari inhibe ederek c-
Myc ve Bcl-2 uyarimlar ile hiicre yasamsalligini diizenledigi gosterilmistir [57].
P13-K-bagimli Akt’nin AT1 reseptér uyariml aktivasyonundaki mekanizma halen
belirsizdir, fakat redoks-duyarli yollar ve c-Src 6nemli olabilir. VDKH’leri Ang II
sinyalizasyonunda P13-K’m kesin rolii belirlenememis olsa da, bu kompleks yol
mitojenezis ve apoptozis arasindaki dengenin kontrolinde rol oynadig
distiniilmektedir.

2.5. Apoptozis

Vaskiiler patolojistler tarafindan, nekrozun olmadigi durumlarda, normal
yaslanma esnasinda [58] veya aterosikleroziste arteriyal duvar igerisindeki hiicre
Olimiiniin [3, 4] gbzlenmesi, uzun zamandir merak uyandirmistir. Nekrozis disinda
hiicre oliimiiniin belirgin yeni bir taniminin, 1970’lerin basinda Kerr ve arkadaslari
tarafindan tanmimlanmasmin ardindan ki, buna “apoptozis” dediler (Yunancada,
“diisme” anlamina gelen kelimedir) [59], bu gozlemler igin elle tutulur mantikli
aciklamalara ulasilmis oldu. Bundan sonra artan bir sekilde, normal gelisim
esnasinda bir¢ok kritik olaymn olugmasinda ve belki de bir¢ok hastalikta apoptozisin
bir anahtar rol oynadig tespit edilmistir [60].

Uyarilmig hiicre 6limii veya “onkozis” in klasik formu ile iligkili, membran
parcalanmasi, kabarmasi ve organel ve hiicrelerin sismesinden farkli olarak,
apoptozis, ilk olarak karakteristik morfolojilerinin temeline dayanarak, hiicrelerin
Oliime programlanmasi olarak tarif edilmistir [59]. Apoptozise giden hiicrelerde,
hiicre ¢okmesi, kromatin marjinasyonu ve yogunlagmay: takiben DNA’nin
interniikleosomal fragmentasyonu, fosfolipidlerin membranda yeniden dagilimi [61]
ve genisleme ile beraber membran biitiinliigiiniin bozulumu, goriiliir. Islem,
makrofajlar veya bitisik komsu hiicreler tarafindan taninip bir enflamatuar cevabin
tetiklenmesine izin vermeden hizli bir sekilde tanmip yok edilen apoptotik parcalara



ayrilmasi ile sonuglanir. Buna karsin, fagositozdan kagan ve serbest kalan hiicreler
bir ikinci nekroza giderler [62].

Apoptozis, normal gelisim esnasinda, intrensek sinyaller tarafindan
tetiklenebilir. Boyle bir durum, baglantinin kaybolmasi veya hemodinamik
parametrelerdeki degisimler, yasamsal faktorlerin geri ¢ekilimi, bir i¢ saate cevaben,
hiicrenin kendini-yok etmesine (hiicre intihari, programli hiicre 6liimii) dayanan bir
i¢ programi aktive etmesiyle olusur [63]. Her hiicre, aktif bir sinyal ile aksi
sOylenmedigi takdirde, kendini-yok edecek yolaga baglanmaya hazir ve intihar
mekanizmasinin tiim birimlerini barindirir.

Diger taraftan, apoptozis, iyonize edici veya viral ajanlar, kemoterapatikler,
okside lipidler, hormonlar ve sitokinler gibi ekstrensek sinyallerin bir¢ogu tarafindan
da tetiklenebilir [64]. Normal gelisim esnasinda gézlenen, hiicrelerin daha kronik ve
asamali kaybina karsin, ekstrensek sinyaller tarafindan tetiklenen apoptozis genel
olarak daha akut ve agirdir. Bundan dolayi, apoptotik hiicrelerin kaldirilmasi i¢in
gereken kapasite asilmis olabilir ve yok edilememis apoptotik hiicrelerin ikincil
nekrozu sik goriilen bir olaydir [63]. Bu da oto-immiin cevaplarin ve/veya
enflamasyon uyarimlar igin potansiyel bir ortam ile beraber hiicresel yikintinin
kronik birikimine sebebiyet verir [65-67].

Apoptozis, bir dizi sirali stereo-tip kaskatlardan olusan hiicresel olaylar
tarafindan kontrol edilir [63]. Bazi1 6liim-ilisikli sinyal yollarina (6rnegin, radyasyon-
uyarimli DNA hasarina katilan) ¢ok sik rastlanirken, bazilar1 sadece hiicreye 6zeldir;
bundan dolayi, apoptoza ugrayanlara bitisik diger hiicre tiplerinin eliminasyonu
saglanarak efektif bir yikim gergeklesir [63]. Belirlenen zamanda hiicre igerisindeki
pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin goreceli miktar1 hiicrenin kaderini
belirleyecektir.

2.5.1. Programlanmis Hiicre Oliim Basamaklar
Programlanmig hiicre oliim kaskadi en az belirli dort ana fonksiyonel
basamaga boliinebilir [68-70] (Sekil 2.5).

(1) Hicrelerin oliim-uyarim sinyalini aldiklar1 siradaki sinyalizasyon fazi
veya baslangic. Kaspas-8 aktivasyonu igin gereken, Olim birimi
proteinlerinin [Oliim birimi ile Fas-ilisikli protein (FADD), &liim birimi
tizerinden TNFRSF1A-ilisikli olan (TRADD), ribozom inhibe eden
protein (RIP)] birbirini izleyen siralaniglari ile hiicre yiizeyindeki 6liim
reseptorlerine [Tumor nekrozis faktor reseptorii 1 (TNFR1), Fas] 6lim-
uyarict molekiillerin (Timor Nekrozis faktor (TNF)-o, Fas ligand)
baglanmasidir [71].

(2) Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybiyla gozlenen kaspaslarin
kontrol ve efektor faz esnasindaki aktivasyonu [72]. Kaspaslar, memeli
CED-3 homologlari, apoptotik programin infaz ve transdiiksiyonuna
karisan aspartat spesifiteli sistein proteazlarinin bir ailesidir [73].
Kaspaslarin ¢ogu proteolitik yariklarindan aktive olan inaktif pro-
enzimler olarak hiicrede bulunurlar. Bunlar bir hiicrenin kasitli olarak
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apoptotik pargalara ayrilmasindan sorumludurlar. Kaspas-8, -9 ve -3
apoptotik yollar igerisinde kilit konumdadirlar (Sekil 2.5 ve 2.6).

II}'cmize ediei radvazyon, e- " )
myve, BB ek=ikligi Wi THFR

1) Baslangic Fan

2} Kontrol E fektor
Fa:

JWWaprsal Degisim Fan +
Apoplosis

Sekil 2.5. Ana apoptotik yollarin sematik gosterimi. Kaspas-8’in aktivasyonu (ve kaspas kaskatlarinin
pesi sira aktivasyonu) o6liim-sinyal-iletim reseptorlerinin baglanmasimi takiben olusur.
Kaspas-9 hiicre demontajini1 ajanlara veya mitokondriden sitokrom c’nin salinmasini
tetikleyerek aktive eder ve bu, multi-protein “apoptozom” bilesigini olusturmak {izere
ekstramitokondriyal sitokrom c, Apaf-1 ve dATP ile kompleks olusturdugunda aktive olur.
Kaspas-8 ve kaspas-9, proteolitik yarik tarafindan kaspas-3 i aktive edebilirler ve kaspas-3
de kaspas-8 ve kaspas-9 sinyallerini giiclendirerek olusuma tam katkilarin1 saglar, bu
yiizden kaspas kaskadi yayilir. Oliim-sinyal-iletim reseptorii TNFR’m baglanmasi bazi
sinyal iletim yollarimin olugmasina, bu da niikleer transkripsiyon faktér NF-kB’nin
aktivasyonuna ve sitoprotektif genlerin uyarilmalarina sebebiyet verir [63].

(3) Kaspas-uyarimli deoksiriboniikleazin (ICAD/DFF45) inhibitoriiniin [74-
76] ve poli(ADP)riboz polimerazin (PARP) niikleer zarfin filament ara
irlinli laminin yarilmasina sebebiyet veren kaspas aktivasyonunun
gerceklestigi [77] DNA degredasyon ve yapisal degisimler fazi (Sekil
2.5). Genomik DNA’nin degredasyon ve fragmentasyonu yasamsalligin
geri-doniisiimsiiz olarak kaybi ile sonuglanir.

(4) Apoptotik hiicrelerin taninmasi ve apoptotik par¢alarin kaldirilma faz.
Apoptotik islemlerin tamamlanmasinin ardindan, vitronektin veya CD14
orneginde oldugu gibi, trombospondin/CD36, fofatidilserin (PS)
baglanma bolgelerinin  belirledigi  bir dizi mekanizma boyunca
Ozellesmemis ve/veya 6zellesmis komsu hiicreler tarafindan taninmasi ve
fagosite edilmesinin sonucu olarak o6lii hiicreler dokudan uzaklastirilir
[78-81]. Membran fosfolipid asimetrisinin kaybi1 ve sonu¢ olarak
plazma membraninin ekzoplazmik bolgesindeki PS salinimi apoptozise
giden hiicrelerin erken bir belirtecidir ve bazi makrofaj popiilasyonlari
tarafindan taninmalari i¢in kritik bir olaydir [79, 80].
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Sekil 2.6. DNA fragmentasyon fazi ve yapisal degisimlerin sematik gosterimi. DNA kirilma faktori
(DFF) iki alt birimden olusur, DFF45 (ICAD) ve DFF40 (CAD). DFF45’in kaspas-3
tarafindan yarilmasi, DFF40’1n niikleaz aktivitesini harekete gecirir. Kaspaslar i¢in diger
substratlar PARP ve lamindir [63].

Plazma membran PS’nin yeniden ¢apraz dagilimini, apoptotik hiicre
Oliimiintin ortak bir 6zelligi olan membran partikiillerinin sagilimi takip eder [82].
Bir dis membran sikismasi gdsteren ve PS icin giiclii bir afiniteye sahip Anneksin V,
kaspas-3’iin proteolitik aktivasyonunun siddetini diistirebilir ve sagilmis membran
mikro partikiillerinin salinimini tamamen bloke edebilir [83].

VDKH’leri i¢in bir¢ok pro-apoptotik faktor, aterosiklerozis, restenozis veya
hipertansiyon gibi bir¢ok vaskiiler hastalikta saptanmustir.

2.5.2. Hiicreyi Apoptozise Gotiiren Baslica Etmenler

=>» Mekanik etkiler. Balon anjiyoplazisi, normal arteriyal duvar igerisindeki
VDKH’nin hizli 6limiinii tetikler [84]. VDKH apoptozisi, stres-uyarimli protein
kinazin (SAPK) aktivasyonuna sebebiyet veren bir redoks-duyarli sinyalizasyon
yolunun tetiklenmesi ile iliskilidir. Neointimal diiz kas hiicrelerinde bu sinyalizasyon
yolu, bu hiicrelerdeki anti-apoptotik mediyatér Bcl-X ’in yukari-diizenlenmesine
bagli olarak, aktive olamaz [84].

= Okside LDL. Okside LDL [85] wve oksisteroller [86], kaspas-3’iin
aktivasyonu ve Bcl-2’nin asagi-diizenlenmesi tarafindan kismi olarak, kiiltiir
ortaminda VDKH apoptozunu tetikledigi gosterilmistir [86].

=>» Vazoaktif maddeler. Arteriyal duvar igerisinde nitrik oksidin (NO) yiiksek
miktarlarinin lokal {iretimi, hiicre biiylimesini ve neointimal olusumu inhibe ederken
[87], damar duvarindaki Ang II’nin zorlanmis lokal olusumu (ACE over-
ekspresyonundan sonra) VDKH biiylimesini ve duvar kalinlagmasini tegvik eder
[88]. Vaskiiler yatagin yeniden sekillenmesi {izerine gergeklesen bu etkiler,
VDKH'’lerinde ki apoptotik islemin bir ayarlanmasi sonucudur. VDKH’lerinde ki
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NO-uyarimhi  apoptozis, Ang Il ilavesi ile (ATl reseptorii tizerinden)
engellenebilmesi, VDKH biiyiimesinin modiilasyonunda Ang II ve NO arasindaki
dengenin 6nemini gostermektedir [89]. VDKH apoptozu iizerine Ang II’nin, ATI
reseptOr uyarimi lizerinden hiicre 6limiinii engelleyerek ve AT2 reseptor uyarimi ile
de apoptozisi tetiklemek kosulu ile [90], ¢ift yonlii bir etkisi vardir. Bu noktada,
AT2 reseptoriiniin yogunluklu olarak fetiiste eksprese oldugu ve eser miktarda
eriskin dokularda oldugu unutulmamalidir. Bundan dolayi, gelisim esnasinda
vaskiiler yenilenmede major bir rol oynayabilir fakat eriskinlerdeki rolii halen
¢oziimlenmeyi beklemektedir.

> Enflamatuar mediyatorler. Insan VDKH’lerinde olmasa da rat VDKH’lerinde
pro-enflamatuar sitokinlerin [TNF-a, INF-y ve interlokin-1 (IL-1)] pro-apoptotik
etkileri i¢in, uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan olusturulan NO’nun
yiiksek miktarlarda meydana gelisi, bir ortam saglar [91]. Pro-enflamatuar sitokinler
tarafindan kiiltiire edilmis VDKH’lerinin uyarilmasi, ayrica, Fas’in ekspresyonunu
da (ve apoptozise karsi hassasiyetlerini de arttirir) indiikler [92] ki, bu da
aterosiklerozda immiin hiicreler tarafindan bu tip sitokinlerin iiretiminin bu yol
tizerinden VDKH oliimiini tetikledigini diislindiirebilir. Enflamatuar hiicreler,
ozellikle makrofajlarin, kiiltiir ortami igerisinde VDKH apoptozunu indiikleme
potansiyelleri vardir. Bu proses, hiicre-hiicre temasi iizerine ve TNFa ve Fas-L’in
kendilerine ait reseptorleri TNFR-I, 11 ve Fas ile etkilesimlerine bagimlidir [93].

2.5.3. VDKH’lerinde Apoptozis

VDKH apoptozisi, in-vitro olarak, protein kinaz c¢ inhibitorleri, kalsiyum
kanal blokorleri, ACE inhibitorleri, cAMP-bagimli protein kinaz stimilatorleri [94]
ve metelloproteinaz tip 3 doku inhibitorleri [95] gibi birgok faktor tarafindan,
indiiklenebilir. Buna karsin, bu faktorlerin pro-apoptotik etkilerinin klinik tatbikata
uygunluklari halen tartisilmaktadir.

VDKH’leri o6liim reseptorii Fas’1 eksprese edebilirler, fakat Fas’in kismi
olarak intraselliiler salinnmina bagli olarak goreceli bir bigimde Fas-uyarimh
apoptozise dayaniklilik gosterir [96]. Plaklarda mevcut olan enflamatuar
sitokinlerden IFN-y, VDKH’lerini Fas-L-uyarimli 6liime gotiirebilir [96].

Fas, insan aterosiklerotik plaklarinda eksprese olur [92] ve apoptotik
bolgelerde konuslanmas1 VDKH apoptozunun kismi olarak Fas ligasyonu ile regiile
olabilecegini  gostermektedir. Bircok hiicre tipine karsin, Fas/TNF-R1’1
VDKH’lerinde Golgi cihazi igerisinde konuslanmistir [97], bu da ek bir caba
olmaksizin hiicreleri goreceli olarak Fas-uyarimli apoptozise dayanikli kilar [98].
VDKH apoptozisi, stlirekli olarak yiiksek enflamatuar icerikli bolgelerde lokalize
olmustur [99] ki, bu da enflamatuar hiicrelerin (makrofajlar ve T lenfositler) direkt
olarak VDKH apoptozisini uyardigin1 ve/veya diger bir uyarim tarafindan apoptozis
icin VDKH’lerini hazirlayan sitokinleri olusturdugunu gostermektedir [96]. Aslinda,
monositler/makrofajlar, direkt olarak VDKH apoptozunu Fas veya TNF-R1 [100-
102] ve nitrik oksit ile [101] ve interlokin-1, TNF-o gibi sitokinler ile
indiikleyebildigi gibi, enflamatuar hiicrelerden salinan IFN-y [92] ile de
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VDKH’lerini apoptozise duyarli kilabilir. Fas’in hiicre yilizeyine gonderilmesi,
VDKH 6liimiinii olusumu igin 6nemli bir mekanizma olabilir [96].

T-lenfosit-tiirevli sitokin IFN-y, genel olarak intraselliller Fas iceren bazi
hiicrelerin yiizeyine Fas’1t gonderdigi rapor edilmistir [103]. Aterosiklerotik
plaklarda, in-vivo olarak aktivasyonun belirteci olan CDA4-pozitif T lenfositleri
eksprese ederler ve aktivasyonlari sirasinda in-vitro olarak IFN-y salgilarlar [104].
IFN-y, insan arterlerinde neointima olusumunu arttirabilir [105] ve diisiik-
yogunluklu lipoprotein reseptor yoksunu farelerde aterosiklerotik plak olusum
seviyesinin genetik eksiklikle iliskili olarak azaldigi vurgulanmistir [106].

2.6. Ras Proto-Onkogen Ailesi

Ras proto-onkogen ailesi, memeli hiicrelerinin farklilasma ve biiylimesini
regiile eden birgok 21 kDa’luk guanin niikleotid-baglayan proteinlerden olusur [107].
Bu GTPazlar, mitojenezis sirasinda biiylime-ilisikli gen ekspresyonlarinin
modiilasyonlarim1 da igeren bir¢cok hiicre ylizey reseptor tirozin kinazlarin
aktivasyonlarini eslestirir [108, 109]. p217® proteinleri GTP’i baglayarak, intrensek
GTPaz aktivitesiyle bir GDP formu ¢evrimi tizerinden aktif konformasyona doniisiir
[110]. Yeniden aktivasyon, serbest sitozolik GTP i¢in GDP baglanmasinin degisimi
tarafindan gergeklestirilir [111] (Sekil 2.7). Ras aktivitesini regiile eden iki protein
ailesi saptanmistir; GDP’nin salinimini  katalizleyen guanin niikleotid-salinim
faktorleri ile Ras inaktivasyonunu ve GTP hidrolizini ¢abuklastiran GTPaz-
aktifleyici proteinler [112].

Yabani-tip Ras’in hiicre icerisindeki miktarinin fazla olmasi, NIH/3T3 hiicre
kiiltiirlerinde onkojenik transformasyon ile iligkili bulundugu [113] gibi transgenik
farelerde tiimorlerin gelismesinde de rol aldigi saptanmistir [114]. Ras mutantlarinin
laboratuar hayvanlarinda [103] oldugu kadar insanlarda da [115] tiimor olusumuna
katki1 sagladigr vurgulanmistir. Son yapilan ¢alismalarda da, Ras’in, VDKH’lerinde
farklilagsma ve biiylimenin kritik bir regiilatuar molekiilii oldugu saptanmistir [116].
Ras genindeki tek-nokta mutasyonu, intrensek GTPaz aktivitesine veya guanin
niikleotid degistiricisine etki ederek, Ras’in kalic1 aktivasyonuna ve uzun siireli bir
mitojenik cevaba yol agar [107].

VDKH’lerinin c-Ha-Ras onkogeni ile transfeksiyonu, morfolojik degisimler,
tutarsiz biiyiime, gelismis mitojenik cevapsizlik ve kazanilmig EGF cevapsizlig: ile
karakterize bir transformasyon islemini, uyarir [117]. c-Ha-Ras ile transfekte edilmis
VDKH’lerinde, a-diiz kas aktin gen ekspresyonunun azalmasi, bu hiicrelerin daha
primitif bir hale dogru degisime ugradiginin kanitidir [118]. Sdylenenlerin 1s181nda,
aterojenezis ve karsinojenezis arasinda, VDKH’lerinde biiyiime-iligikli sinyal
iletimini onkojenik Ras’in etkileme kabiliyeti, Ras’in aterojenik islemde rol
alabilecegini diisiindiirmektedir [118].
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Sekil 2.7. Hiicre icerisinde Ras’in aktivasyonu. Hormonun baglanmasi ve reseptor dimerizasyonuna
bagl olarak tirozin birimlerinden otofosforillenen reseptor (1) Bilylime faktor reseptériine-
baglanan protein 2 (Grb2) ve Sos’un baglanmasi ile inaktif Ras ile etkilesime girer (2). Sos
molekiiliiniin baglanmasi Ras’dan GDP’nin ayrilmasini ve bunu takiben GTP baglanmasi
ve Sos’un ayrilmast ile Ras aktiflesir (3) [119].
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Literatiirdeki birgok veri, Ozellikle hiicre yasamsalliginda ve hiicresel
davranig etkileyen efektor yollarda Ras’in kendisinin 6nemli bir rol oynayabilecegi
yoniindedir. Feokromositoma hiicre dizisi PC12 de yasamsalliktan sorumlu olan
sinyaller PI3-K aktivasyonuna bagli olabilir ve Ras"'’ tarafindan dominant-negatif
inhibisyonun yasamsalliga etki etmedigi goriilmiistiir [120]. Sadece Ras™*’ tarafindan
dominant-negatif bir inhibisyonun PC12 hiicrelerini apoptozisten korumak igin
yeterli olabilecegine inanilmaktadir [121], fakat bu iki ¢alismadan elde edilen veriler
bu noktada uyusmazlik gostermektedir. Transforme fibroblastlarda, radyasyon-
uyarimli apoptozis, esas aktif Ras’in ekspresyonu tarafindan engellenebilmistir [122,
123]. Tam tersine, esas aktif Ras’in ekspresyonu, gelistirilmis hassasiyetteki timor
nekrozis  faktor-a-uyarimli  apoptozis ile baglantilidir [124]. Transforme
fibroblastlarda timor nekrozis faktor-oi-uyarimli apoptozis, bFGF tarafindan
engellenmistir ve bu koruma Ras™'"’nin ekspresyonu tarafindan bozulmustur [125].
Apoptozu uyaran bir¢ok sinyal yolu, Bcl-2 ve Bcl-2’1 uyaran esas aktif Ras’in hiicre
igndeki miktarinin artmasiyla inhibe edilmektedir ve hematopoetik hiicrelerde
biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi ile meydana gelen apoptozisden de korur [126].

16



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, tripsin-EDTA (etilen diamin tetraasetik asit) ve
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma’dan satin alindu.

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

Medyum saklama amaciyla Simax marka otoklavlanabilir cam siseler
kullanildi.

Hiicre kiiltiirinde aktivator olarak kullanilan Anjiyotensin II ve Fas Ligand
Sigma’dan, IFN-y Santa Cruz’dan, inhibitdr olarak kullanilan Wortmanin Santa
Cruz’dan, AT2R blokérii PD123,319 ve PKC inhibitorii GF109203X Sigma’dan,
NF-kB inhibitori olan IKK bloko6rii, Ras inhibitorii FPT III, EGFR ve PDGFR
blokorleri (sirasiyla AG490 ve AG1295), Akt inhibitérii SH-5, PLC inhibitori
U73122 ve Src inhibitérii PP2 Calbiochem’den alindi. AT1 antagonisti Losartan,
Merck Sharp&Dohme firmasi tarafindan hediye edildi.

Kullanilan primer antikorlardan anti-p-Akt/PKBo ve anti-p-Bad Upstate
firmasindan, anti-c-H-Ras Calbiochem’den, monoklonal anti-Bcl-X,, B-aktin ve
Anti-Kaspas3 Sigma’dan ve bu antikorlara karsilik gelen sekonderlerden anti-mouse
immiin globiilin (IgG) (Fc spesifik)-peroksidaz Sigma’dan ve goat anti-rabbit 1gG
(H+L)-HRP konjugat BioRad’dan temin edilmistir.

pCH110 DNA’s1, Akdeniz Universitesi Fizyoloji AD. Ogretim gorevlisi Prof,
Dr. Ugur Yavuzer tarafindan, Ras plazmidi de, Dr. Erné Zador (University of Szeged
Medicine Faculty, Dept. Of BioChem, Szeged) tarafindan hediye edilmistir.

Anneksin V 6l¢limil i¢in kullanilan akis sitometresine uygun kit (Annexin V-
FITC Apoptosis detection kit 1) BD Pharmingenden, spektrofotometrik kaspas-3
6l¢timii i¢in yararlanilan “Caspas-3 Cellular Activity Assay Kit” Calbiochem’den ve
primer hiicre kiiltlirlimiiziin transfeksiyonunda Roche firmasma ait “FuGENE HD
Transfection Reagent” kiti kullanilmistir.

Immiinohistokimyasal analizler igin Dako marka immiinohistokimya Kkiti
kullanildi. Immiinohistokimya icin kullanilan primer ve sekonder antikorlar
Sigma’dan alindi.
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Protein 6l¢iimleri i¢in Pierce marka micro protein deney kiti kullanildi.

Western blot igin Bio-Rad marka Mini-Protean Western Blot setinden
yararlanildi.

Sinyallerin

faydalanildi.

3.2

saptanmasinda kemiliiminesan olarak Bio-Rad kitinden

Membran olarak 0,2 ve 0,45 um por genisligindeki Whatman Protran marka
nitroseliiloz membran kullanildi.

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

Metanol Merck’den alindi.

Gerecler ve Arastirmanmin Yiiriitiildiigii Birimler

Buzdolabi
Sogutucu
Dondurucu

Sicak su banyosu

Santrifiij
Santrifiij
Inkiibator
Kiiltiir kabini
Mikroskop
Goriintliileme
Sonikator
Karistirici
Karstirici
Karistirici
Thermoblock
Hassas terazi
Kaba terazi
pH metre

Akis Sitometresi
Spektrofotometre

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

: Hettich HS 2486 (-80° C)

: Raypa (20° ~ 80° C)

: Beckman & Coulter Microfuge 22R (+4° C)

: NUVE NF400

: Heraeus HeraCell 150 [Karbon dioksit (CO,), 37°]
: Bilser

: Olympus CKX41 (Inverted)

: Olympus imaging Corr-dijital kamera E330

: Bendelin UW2070

: LabLine Thermal Rocker (kapakli, 37° C)

: Biometra WT17

: Heidolph MR Hei-Standart Q-02 (manyetik)

: Biometra TB1

: Presica XB220A

: Kern 440-43N

: Hanna pH211
: BD FACSCanto Il
: BIOTEK pQuant (96-kuyucuk okuyuculu)

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezinde
steril edildi.
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Deneyde kullanilan 250-350 g agirligindaki erkek wistar ratlar ve bunlardan
elde edilen diiz kas hiicrelerinin izolasyonu, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Birimi’nden saglanip, gergeklestirilmistir.

Primer hiicre kiiltiirii islemleri, spektrofotometrik protein ve kaspas-3
dlgiimleri, Immiinohistokimya ve Western Blot teknikleri Biyokimya Anabilim
Dalr’nda yapilirken, Anneksin V dl¢iimleri Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez
Biyokimya Laboratuarinda yapilmastir.

3.3 Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu [127]
Laboratuarimizda, ger¢eklesmis ve halen yiiritilmekte olan projeler

gergevesinde, Kullanilmakta olan hiicre kiiltiirii, immiinohistokimya ve Western blot

teknikleri i¢in asagida yazilan tekniklere ait prosediirler bire bir uygulanmaktadir.

3.3.1 Kaullanilan Soliisyonlar

Transfer Medyumu

Soliisyon 0,2 mM olacak sekilde (2,94 mg CaCl,/10 mL HBSS) hazirland:.
Cozelti steril 0,22 um’lik filtrelerden geg¢irildi ve 88 mL steril HBSS eklenip tizerine
total hacimde % 2 oraninda 2 mL penisilin-streptomisin (P-S) antibiyotigi ilave
edilip final hacim 100 mL’ye tamamlandi ve + 4° C’de saklandi.

Enzimatik Ayrisma Soliisyonu (EAS)

Final hacim 4 mL olacak sekilde steril HBSS soliisyonu igerisinde [Ca*%-
magnezyum (Mg™®) icermeyen] 0,2 mM Ca*? (CaCly), 15 mM (N-[2-
Hidroksietil]piperazin-N’-[2-etansiilfonik asit]) (HEPES) (pH: 7,2-7,3), 0,0625
mg/mL elastaz, 0,25 mg/mL soya tripsin inhibitér (STI), 0,5 mg/mL kollajenaz, 2,0
mg/mL sigir serum albumin (BSA) ¢6ziildii. Bunun i¢in asagidaki stok soliisyonlar
hazirlandi.

= CaCly: Soliisyon 0,2 mM olacak sekilde, 10 mL HBSS soliisyonu igerisinde
2,352 mg CaCl; ¢oziildi. Cozelti 0,22 pm’lik steril filtreden gegirildi ve steril
olarak +4° C’de saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu
stoktan 0,5 mL alinip enzim ayrisma soliisyonuna eklendi.

=» HEPES: Soliisyon 15 mM olacak sekilde, 10 mL HBSS igerisinde 143,1 mg
hepes ¢oziildii. Cozelti 0,22 pm’lik steril filtreden gegcirildi ve steril olarak
+4° C’de saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu
stoktan 1 mL alinip enzim ayrisma soliisyonuna eklendi.

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

=> STi: Soliisyon 0,25 mg/mL olacak sekilde, 5 mL HBSS soliisyonu igerisinde
5 mg STI Tip I-S tartilip ¢oziildii. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden gegirildi
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ve +4° C’de saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu
stoktan 1 mL alinip enzim ayrisma soliisyonuna eklendi.

= Kollajenaz Tip I-A: Steril toz seklinde bulunan 100 mg kollajenaz (125 U),
12,5 mL HBSS’de ¢oziildii. Stok soliisyon 25 adet 0,5 mL’lik steril plastik
tiplere bolindii ve -20° C’de saklandi. Her tip 2 kullanimhk olarak
ayarlandi. Her tipte 0,5 mg/mL kollajenaz olacak sekilde, 250 ul stok
soliisyon, enzim ayrigma soliisyonu ile 4 mL’ye tamamlandi.

= Sigir Albiimin: Soliisyon 2 mg/mL olacak sekilde, 5 mL HBSS soliisyonu
icerisinde 80 mg alblimin tartilip ¢oziildi. Cozelti 0,22 um’lik steril filtreden
gecirildi ve +4° C’de saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her
kullanimda bu stoktan 0,5 mL alinip enzim ayrisma soliisyonuna eklendi.

Bu stoklardan alinan hacimler, final hacim 4 mL olacak sekilde Tablo
3.1°deki gibidir.

Tablo 3.1: Enzimatik Ayrisma Soliisyonu Bilesenleri ve Miktarlari

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

imL| 1mL | 05mL | 05mL | 250uL 250 uL 0,5 mL 4mL

3.3.2 Metod

Hiicrelerin izolasyonu

Ratlar, steril kosullar altinda eter anestezisi uygulanarak torasik aorta ve
abdominal aortanin iist kism1 disseke edildi. Aorta buz i¢indeki steril bir petri kabi
icine alindi. Petriye transfer medyumu konuldu. Enjektore cekilen 5 mL transfer
medyumu ile aortanin i¢ ¢eperi yikandi. Bu sayede kan ortamdan uzaklastirildi. Bu
asamadan sonraki tiim igslemler ultra viole (UV) ile steril edilmis ayr1 bir odada, buz
icinde ve disseksiyon mikroskobu altinda, steril mikro-cerrahi set yardimiyla yapildi.
Aorta segmenti transfer medyumu igeren temiz bir parafinli petri kabina alindi. Aorta
boyuna olacak sekilde toplu igneler yardimiyla parafin bloga tutturuldu. Disseksiyon
mikroskobu altinda steril mikro doku makasi ve ince u¢lu pens yardimiyla aortanin
dis kismindaki yaglar ve vendz yapilar temizlendi. Aorta boyuna kesildi ve
dikdortgen seklinde agilarak hafif gerilmis vaziyette uglarindan toplu igneler ile
parafin bloga tutturuldu. Aortanin dis kismindaki kilcal damarlar kesilerek alindi.
Kalan yag pargalar1 tamamen temizlendikten sonra steril bir bistiiri yardimiyla
aortanin dis1 kazindi. Yaklagik olarak aortanin distaki 1/3’lik kismi1 bu sekilde
temizlendi. Bu sayede, dis damar duvarindaki adventisya dokusu ortamdan
uzaklastirildi. Disseksiyon mikroskobu altinda adventisya dokusu ortamdan
uzaklastirdiktan sonra petri kab1 icerisindeki aortun i¢ kismi pamuklu bir ¢ubuk ile
hafifce siyrildi. Bu islem birka¢ kez tekrarlandi. Bu sayede aortun liimenine bakan
tek katli epitel dokusu ortamdan uzaklastirildi. Adventisya ve endotel ortamdan
uzaklastirildiktan sonra aorta transfer medyumu ile yikandi ve icinde steril transfer
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medyumu bulunan 1,5 mL’lik plastik tiipe alindi. Plastik tiip buz iginde hiicre
kiiltiirtiniin yapildig1 ortama tagindu.

3.4  Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii [128]
3.4.1 Kaullanilan Soliisyonlar

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

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

1X Tripsin-EDTA
Soliisyon % 0.05 (w/v) Tripsin ve 0.02% (w/v) EDTA i¢ermektedir.

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu
100 mL soliisyon, 10,000 U penisilin, 10 mg streptomisin igermektedir.

Medyum (Besi Yeri) Hazirlanmasi

Besi yeri olarak DMEM kullanildi. Soliisyon 425 mL medyum {izerine 50 mL
fetal sigir serum (FBS) (%10), 5 mL (%1 v/v) penisilin-streptomisin, L-glutamin
0,584 g/L olacak sekilde, 20 mL saf DMEM’de ¢oziilerek hazirlandi. Soliisyon steril
filtrelerden gegirildi ve her siseye 10 mL konuldu. Konsantrasyonu 25 mM olacak
sekilde 5,9625 g HEPES tartildi ve 20 mL saf DMEM i¢inde ¢oziiliip steril
filtrelerden gegirildi. Her siseye 20 mL konuldu. Sonugta toplam 500 mL’lik besi
yerleri hazirlandi.

3.4.2 Metod

Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii

Plastik tiip i¢indeki temiz aorta ve transfer medyumu steril kiiltlir kabini
icerisinde 15 mL’lik doku petrilerine transfer edildi. Transfer medyumu otomatik
pipet ile cekilerek ortamdan uzaklastirildi. Aorta iki adet steril bistiiri yardimiyla
toplu igne bas1 biiyiikliigiinde kiigiik pargalara ayrildi. Bu sayede enzimle reaksiyona
girecek olan dokunun yiizey alani arttirilmis oldu. Daha 6nceden hazirlanmis ve 37°
C sicakliga getirilmis 4,0 mL EAS petriye eklendi. Petrinin etrafi parafilm ile sarildi
ve 37° C’lik etiivde, 45 dakika hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Bu siire igerisinde
diiz kas dokusu enzimler yardimiyla diiz kas hiicrelerine ayristirilmaya caligildi. 45
dakika sonunda petri etiivden c¢ikarildi ve steril kiiltiir kabini icerisine alindiktan
sonra 10 mL’lik plastik enjektore ¢ekilen doku siispansiyonu 5-6 kez 14 pm’lik ¢elik
uclu kaniilden gegcirilir. 14 pm’lik metal kaniil diiz kas hiicrelerinin mekanik etkiyle
birbirinden ayrilmasini kolaylastirmak icin kullanildi. Petri kabina EAS’nin 2 kat1 (8
mL) medyum eklendi. Bu sayede enzim konsantrasyonu diliie edilmis oldu. Toplam
hacmi 12 mL olan hiicre slispansiyonu 15 mL’lik steril plastik tiiplere alindi ve
200g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra steril ortamda siipernatan kismi
tamamen gekilerek atildi. Dipteki pellet 10 mL medyum ile tekrar resiispanse edildi.
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200g’de 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki slipernatan atildi. Bunun amaci ortamda
diliie halde kalan ve dokuyu yikan enzimleri (elastaz, kollejenaz) tamamen ortamdan
uzaklastirmaktir. Hiicre pelletleri 1s1 ile inaktive edilmis 3 mL DMEM ile resiispanse
edildi. Bu hiicre siispansiyonu 12,5 cm®lik doku kiiltiir flaskina transfer edildi. Bu
flask 37° C’de nemlendirilmis %5 CO,-% 95 atmosfer hava igeren inkiibatérde
inkiibe edildi. Hiicrelerin tutunmalarint kolaylastirmak icin ilk 24 saat hiicrelere
dokunulmadi. Primer kiiltiir 2. giinden itibaren rutin olarak her giin invert kontras
mikroskopi ile incelendi. Ilk hiicrelerin flaskta goriinmesi igin 3-5 giin beklendi. Bu
zaman igerisinde hiicrelerde herhangi bir enfeksiyonun olup olmadigi kontrol edildi.
[lk hiicreler tutunmus olarak flaskta goriindiigii giin veya en ge¢ 4-5. giiniin sonunda
ortamdaki doku yikintilar1 ve hiicre atiklarin1 ortamdan uzaklastirmak i¢in bir defaya
mahsus olmak {izere hiicreler 3 mL medyum ile bir kez yikandi. Daha sonra hiicreleri
taze medyum ile beslemek amaciyla 5 mL 37° C sicaklikta medyum eklendi.
Medyumlar 24-72 saat araliklar ile rutin olarak degistirildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon)

Pasajlanacak olan hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabinin medyumu c¢ekildi.
Hiicreler 37° C’ye getirilmis 5 mL HBSS ile 1 kez yikandi. HBSS aspire edildi. 5
mL 1X tripsin-EDTA flaska konuldu ve 37° C’lik etiivde 5 dakika inkiibe edildi.
Uzerine 5 mL medyum eklendi ve hafifce calkalandi. Steril pipet yardimiyla 10
mL’lik soliisyon 15 mL’lik plastik santrifiij tiiptine alindi. 200°de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatan kismu atild1 ve dipteki pelet 1 mL medyum ile siispanse edildi.
Boliinecek flask sayisina gore her bir flaskta 5 mL medyum olacak sekilde medyum
eklendi ve flasklara boliindii. Boliinen flasklarin 24 saat sonra medyumlari
degistirildi.

Hiicre Sayimi ve Hiicre Canlihigr Testi

Hiicre kab1 igerisindeki hiicreler tripsinize edildi ve santrifiij sonrasi dipte
olusan pellet 3 mL medyum ile siispanse edildi. 100 pl hiicre siispansiyonu, 100 ul %
0,5’lik tripan blue ile siispanse edildi. Hiicreler thoma lamina alindi ve mikroskopta
20X lik biiyiitmeyle incelendi. Membrani mavi boyanan hiicreler 6lii, boyanmayan
hiicreler canli olarak kabul edildi.

Hiicre saymmi i¢in dipte kalan pellet 1 mL medyum ile silispanse edildi.
Siispansiyondan thoma lamima damlatildi ve 5 farkli alan sayilip toplandi. Toplam
say1 5’e boliindii ve ¢ikan deger 10° ile garpilip 1 mL’deki hiicre sayisi hesaplandi.

3.5  Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1 Hiicrelerin Immiinohistokimya Preparatlar1 Haline Getirilmesi

Deneyde kullanilan lamlar % 70’ lik alkolden gegirildi. Distile su ile yikandi,
kurutuldu ve otoklavlandi. Steril lamlar {izerine steril ortamda 2 alan isaretlendi. 25
cm®lik hiicre flask: tripsinize edildi ve santrifiij sonrasi dipte kalan pellete 2 mL
medyum eklenildi ve resiispanse edildi. Isaretli alanlara bu siispansiyondan 100 pl
ekildi. Lamlar biiyik steril petrilere konuldu ve agzi kapali olacak sekilde etiivde
inkiibe edildi.
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Preparatlarin bir giin sonra medyumu degistirildi ve hiicre yogunluklari
kontrol edildi. Hiicreler tamamen cama tutunduktan ve ylizeyi kapladiktan sonra
hiicre medyumu ¢ekildi ve CaJ’Z-Mg+2 icermeyen HBSS ile yikandi. Steril PBS ile
tekrar yikanan lamlar oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar -20° C’ye
kaldirildi. Preparat {izerinde tutunan hiicre olup olmadigmmi anlamak igin
hemotoksilen eozin boyasiyla preparatlarin bir kismi boyandi ve hiicre dagilimlarina
bakildi.

Immiinohistokimyasal analizler igin preparatlar 4 gruba ayrildi.

1. Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gostermek i¢in a- aktin primer antikorun
1/800 ve 1/1600 diliisyonu ¢alisildi.

2. Endotel hiicrelerini gostermek i¢in Von Willebrand faktdr primer
antikorunun 1/500 ve 1/1000 diliisyonu ¢alisildi.

3. izotip kontrol igin sekonder antikor olan fare kaynakli IgG 2a’nin 1/800 ve
1/1600 diliisyonlar1 ¢alisildi.

4. Normal boyama kontrolii i¢in PBS ile kontrol grubu ¢alisildi.

3.5.2 Kullanilan Soliisyonlar

Immiinohistokimya icin hazir kit, diiz kas boyamalar1 i¢in fare kokenli diiz
kas spesifik a-aktin antikoru, endotel boyamalari i¢in fare kdkenli Von Willebrand
faktor antikoru, antikor dillisyonlar i¢in antibody diliient, sekonder antikor olarak da
fare kokenli horse radish peroksidaz enzimiyle isaretli IgG2a antikoru kullanildi.

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 ¢ozlindli. Soliisyonun pH’st HCI ile 7,4’e ayarlanir. Final hacim 1000 mL
olarak distile su ile tamamlandi.

TBS (1 X)
TBS stok soliisyondan (10 X) 100 mL alinip 1 L’ye tamamland.

3.5.3 Metod
Immiinohistokimyasal analiz igin asagidaki protokol takip edildi.
Hazirlanan preparatlar aseton tanklarina konuldu ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi.
Aseton tanklarindan ¢ikarilip 20 dakika oda 1s1sinda kurutuldu.
TBS ile oda 1s1sinda 3 kez 5 dakika yikandi.
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.

L A A L N
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=>» Preparatlar TBS ile yikandi, kurutuldu ve kayser jelatin ile kapatilip karanlikta
buz dolabinda saklandi.

Preparatlar mikroskop altinda incelenip fotograflandi.

3.6 VDKH Kiiltiirlerinin Western Blot Analizi icin Lizatlarinin
Hazirlanmasi

3.6.1 Kullamilan Soliisyonlar

Enzim Ayrisma Tamponu

Enzim ayrisma tamponu 25 mM Tris hidroklorik asit (HCI), pH 7,4, %1
Triton X-100, %10 Gliserol, 10 mM sodyum pirofosfat, 50 mM sodyum floriir
(NaF), 1 mM sodyum orto-vanadat (NagVO,), 1 mM Fenilmetilsiilfonil florid
(FMSF), 10 pg/mL Leupeptin icermektedir.

PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre)

10 X konsantre PBS i¢in 2 g potasyum kloriir (KCI), 80 g sodyum kloriir
(NaCl), 14,4 g disodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,), 2 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO,) tartilip 1L distile suya tamamlandi. pH’s1 7,4’¢ ayarlanir. Kullanim
esnasinda 1:10 oraninda sulandirildi.

Triton X-100 Tamponu

200 mL 0.5 M NaF

50 mL 1 M HEPES

50 mL 3 M NaCl

2 mL 0.5 M MgCl, (Magnezyumklorid)
4 mL 0.25 M EGTA [Etilenbis (oksietilennitrilo) tetraasetikasit],
10 mL 0,1 M PMSF

10 mL 0,1 M NazVOq,

20 mL 0,5 M Pirofosfat

10 mg/mL’lik Leupeptin’den 1 mL

10 mg/mL’lik Aprotinin’den 1 mL

10 mg/mL’lik Pepstatin-A’dan 100 pL
100 mL % 10’luk Gliserol

12 mL Triton X-100

Triton X-100 tamponu, yukaridaki malzemelerin timiine son hacim 1L
olacak sekilde bidistile su ilavesi yapilarak hazirlandi.
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3.6.2 Kullanilan Aktivatorler

Anjiyotensin 11

Toz halindeki 1 mg Ang I 9,5 mL distile suda ¢oziildii (1x10™ M) ve 100
uL’lik alikuatlara boliiniip -20° C’de saklandi. Kullanim esnasinda 2 mL serum
icermeyen medyuma 100 nM konsantrasyon i¢in 20 pL eklendi.

IFN-y

100 pg liyofilize protein ihtiva eden katti madde, 20 mL 1X PBS de
¢oziilerek 5000 ng/mL’lik ana stok hazirlandi. Ana stoktan 4 mL ¢ekilerek 1X PBS
ile 10 mL’e tamamlanarak 2000 ng/mL’lik ara stok elde edildi. Buradan hazirlanan
200 pL’lik alikuatlar ana stok ile birlikte -20° C’de saklandi. Kullanim esnasinda 2
mL’lik total serum igermeyen hacimde 80 pg IFN-y konsantrasyonunu kullanabilmek
amaciyla, her seferinde 80 pL ¢ekilerek ortama uygulandi.

Fas-L

50 ug liyofilize protein ihtiva eden katt madde, 500 uL 1X PBS (%1 BSA
iceren) de ¢oziilerek, 100 pL’lik mL’sinde 100 pg protein icerecek sekilde hazirlandi
ve -20° C’de muhafaza edildi. Elde edilen alikuatlardan 25 pL kullanilarak 2 mL’lik
total serum i¢cermeyen hacimde 1,25 pg Fas-L ortama tatbik edildi.

3.6.3 Kullanilan inhibitorler

Losartan

Toz halindeki losartan 4,6201 mg tartilip 10 mL PBS i¢inde ¢oziildii (107 M).
500 pL’lik alikuatlara boliintip -20 °C’de saklandi. inhibisyon ortaminda 10° M
olacak sekilde diliie edilerek kullanildi.

Wortmanin

Toz halindeki 1 mg wortmanin énce 10 mL DMSO igerisinde ¢oziildii (2,334
x 10 M). Ardindan bu ana stoktan 40,000 nM’lik ara stoklar hazirlanip 25 pL’lik
alikuatlara béliiniip -20° C’de saklandi. Inhibisyon ortaminda 100 nM olacak sekilde
diliie edilerek kullanildi.

GF109203X (PKC inhibitorii)

Toz halindeki 1 mg katt madde, 2 mL DMSO’da ¢oziilerek 1212,2 uM’hik
stok soliisyonu hazirlanarak 20 pL’lik alikuatlar halinde -20° C’de saklandi.
Kullanim esnasinda 2 mL total serum icermeyen hacimde 2 uM’lik konsantrasyonu
saglayabilmek amaciyla, her seferinde ortama 3,3 pL verildi.

U73122 (PLC inhibitorii)
Toz halindeki 5 mg kat1 madde, 10 mL %70’lik etanolda ¢oziilerek 1076
uM’lik stok soliisyonu hazirlandi ve 200 uL’lik alikuatlar halinde -20° C’de
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saklandi. Kullanim esnasinda 2 mL total serum igermeyen hacimde 10 uM’lik
konsantrasyonu saglayabilmek amaciyla, her seferinde ortama 19 pL verildi.

PD123,319 (AT2R blokorii)

Toz halindeki 10 mg kati madde, 5 mL distile suda ¢oziilerek 2715 pnM’lik
stok sollisyonu hazirlandi ve 100 puL’lik alikuatlar seklinde -20° C’de muhafaza
edildi. Deney esnasinda 2 mL total serum icermeyen hacimde 10 pM’lik
konsantrasyonu saglayabilmek amaciyla, her seferinde 7,4 uL ortama verildi.

FPT III (Ras inhibitorii)

Toz halindeki 1 mg kat1 madde, 1 mL distile suda ¢oziilerek 2019 uM’lik stok
soliisyonu hazirlandi. Buradan elde edilen 50 pL’lik alikuatlar -20° C’de saklandi.
Deney esnasinda 2 mL total serum igermeyen hacimde 10 uM’lik konsantrasyonu
saglayabilmek amaciyla, her seferinde ortama 9,9 L verildi.

SH-5 (Akt inhibitorii)

1 mg olarak satin alinan madde, 500 pL DMSO’da ¢oziilerek 3340 uM’lik
stok soliisyonu hazirlandi. -20° C’de, 60 pL’lik alikuatlar seklinde saklanan
inhibitor, uygulama esnasinda 2 mL total serum icermeyen hacimde 20 puM’lik
konsantrasyonu elde edebilmek amaciyla, her seferinde ortama 12 pL verildi.

AG490 (EGFR blokorii)

5 mg’lik toz halindeki madde, 5 mL DMSO’da ¢oziilerek 3400 uM’lik stok
soliisyonu hazirland1 ve 100 puL’lik alikuatlar seklinde -20° C’de muhafaza edildi.
Kullanim esnasinda 2 mL total serum igermeyen hacimde 10 uM’lik konsantrasyonu
saglayabilmek icin, her seferinde 6 puL ortama verildi.

PP2 (Src inhibitorii)

Toz halindeki 1 mg kat1 madde, 2 mL DMSQO’da ¢oziilerek 1656750 nM’lik
stok soliisyonu hazirlandi. 50 uL’lik alikuatlara boliinen ¢ozelti -20° C’de korundu.
Deney esnasinda 2 mL total serum igermeyen hacimde 10000 nM’lik konsantrasyonu
elde edebilmek i¢in, her seferinde 12,1 pL ortama verildi.

AG1295 (PDGFR blokérii)

Toz halindeki 5 mg katt madde, 4 mL DMSO’da ¢oziilerek 5335,05 uM’lik
stok soliisyonu hazirlandi ve 20 pL’lik alikuatlar halinde -20° C’de korundu.
Kullanim esnasinda, 2 mL total serum icermeyen hacimde 10 uM’lik konsantrasyonu
saglayabilmek i¢in, her seferinde ortama 3,8 pL verildi.

3.6.4 Metod

Diiz kas hiicreleri 6-kuyucuklu petrilere pasajlandi ve % 80 yogunluga
gelinceye kadar rutin olarak beslendi.
1. Yogunlugu % 80’e gelen hiicreler serum icermeyen DMEM ile bir kez yikanda.
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2. Serum igermeyen 2 mL DMEM (pH 7,4) hiicrelere eklendi ve 24 saat inkiibe
edildi.

3. 6 kuyucuklu petriler deneye uygun inhibitor ve aktivatorler ile belirli zaman

periyotlarinda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonu bitirmek i¢in buz {izerinde medyum hizl1 bir sekilde aspire edildi.

1 mL 1X PBS ile 2 kez yikand1 ve PBS ortamdan uzaklastirildi.

200 pL buz soguklugunda ayrigma tamponu eklendi.

Hiicreler kuyucuklardan o6zel hiicre kaziyicisi yardimiyla kazindi ve plastik

tiiplere toplandi.

8. Ultrasonik homojenizator ile 9000 rpm’de 5 saniye sonike edildi.

9. Santrifiijde +4° C’de 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

10. Temiz slipernatan kismi western analizi i¢in kullanildi.

No gk

3.7  Protein Miktarimin Tayin Edilmesi

3.7.1 Mikro BCA (Bisinkoninikasit) Deney Kitinin Prensibi

Proteinlerin peptid baglar1 OH iyonu varliginda Cu*? iyonlariyla reaksiyona
girip Cu*-kompleksi olusturur. Cu’-kompleksi bisinkoninikasit ile reaksiyona girerek
pembe renkli BCA- Cu® kompleksini olusturur. Olusan pembe renk 562 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okunur.

Protein (peptid baglar1) + Cu*? QH', tetradentat + Cu*-kompleksi

Cu*-kompleksi + bisinkoninikasit (BCA) mmm———p BCA-Cu*kompleksi
(Pembe renkli)

3.7.2 Protein Miktar Tayininde Kullanilan Standart Grafigin Hazirlanmasi

BSA 0,2 mg/mL olarak kitin iginde hazir verildi. Bu stoktan diliisyonlar
yapilarak standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar 200 pg/mL, 40 pg/mL, 20
pug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL dir.

Protein Ol¢limii icin kitin i¢inde hazir olarak verilen MA, MB, MC
soliisyonlar1 25:24:1 oraninda karistirilarak ¢alisma soliisyonu (WR) hazirlandi.

96- kuyucuklu petrilere 100 ul standart ve 100 pl 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 standartlar ¢ift calisildi ve sonuglarin ortalamalari1 alindi. Okunan absorbans
degerlerine gore standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). Elde edilen dogru yardimiyla
sonuglar mililitredeki mikrogram protein miktar1 olarak saptandi.
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Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.1. Protein standart grafigi

3.7.3 Numunelerin Protein Miktar Tayini

Hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan lizatlar protein tayini ic¢in kullanildi.
Hazirlanan her bir lizattan 5 pl alinip 95 pl distile su ile tamamlanip numune 1:20
oraninda diliie edildi. 100 pl numune tizerine 100 ul WR pipetlendi ve 37° C’de 96-
kuyucuklu petrilerde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda numuneler ¢ift
kontrollii olarak spektrofotometrede 562 nm’de koriine karst okundu. Elde edilen
absorbans degerleri, standart grafigin yardimi ile o6rneklerin mililitresindeki
mikrogram protein miktarinin tayininde kullanildi.

3.8  Akt/PKB ve Bad Fosforilasyonunun, Ras Miktar Tayininin ve Bad/Bcl-
X. Kompleks Olusumunun immiinpresipitasyon, SDS-PAGE ve Western
Immiinoblot Analizi
Rat aortik diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Ang II uyarimi sonrasinda Akt/PKB ve

Bad fosforilasyonu ve Ras miktarinin saptanmasinda AT1, EGF ve PDGF reseptor

blokorleri (sirasiyla; Losartan, AG490 ve AG1295), PI3-K spesifik inhibitorii

wortmanin, Ras inhibitorii FPT III, PKC inhibitérii GF109203X, PLC inhibit6rii

U73122, NF-xB IKK blokorii wedelolactone ve Src inhibitorii PP2’nin roli Western

blot teknigi uygulanarak belirlendi. Bcl-X_ antikoru ile inkiibe edilmis hiicre

lizatlarinda fosfo-Bad antikoru ile olusturdugu kompleksin gésterimi ve yine bu
kompleks tiizerine yukarida belirtilen inhibitdrlerin etkisi Western blot teknigi ile
ifade edilmistir.
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3.8.1 Bad/Bcl-X, Immiinpresipitasyonu

Kullanilan Soliisyonlar

Rediiklenmemis Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 2X konsantre)

“Quality Biological, Inc” den alinmig bu soliisyon,
tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS base), sodyum dodesil siilfat (SDS), bromfenol
mavisi ve gliserol kullanilarak milipor suda ¢6ziindirilmiis ve 0,1 um filtre
membranlarindan gegcirilerek iirlin steril hale getirilmistir. Numune ile 1:2 oraninda
diliie edilip kullanilmistir.

Fosfat Salin Tamponu (PBS, pH 7,4)
SIGMA firmasindan alinmig tablet halindeki tampon, igindeki bir adet
tabletin 200 mL milipor suda ¢ozdiiriilmesiyle elde edilmistir.

Protein G-Sepharoz 4B Fast Flow, Recombinant Protein G
SIGMA firmasindan alinmis agaroz-G bilyeleri %20 etanol igerisinde 2
mL’lik siselerde gelmistir.

Islem

e Proteinleri esitlenen lizatlara 1:100 oraninda primer antikor ilavesi yapild1 (Bcl-
Xp). Gece boyunca karistiric1 lizerinde +4° C’lik oda igerisinde inkiibasyonu
gerceklestirildi.

e Primer ile muamelenin ardindan, ayni ortam igerisinde, lizatlara 30 pL bilyeler
eklenerek (protein G-sefaroz 4B fast flow, rekombinant protein G, %20 etanol
igerisinde) inkiibasyona 2 saat daha devam edildi.

e +4° C’de, 4 dakika 1000 rpm de santrifiij edildi.

e Santrifiij akabinde elde edilen siipernatan atildi (veya istege baglh olarak bir defa
daha deneyi tekrarlamak amaciyla saklanabilir).

e 3defa1X PBS (500 uL) ile +4° C’de, 4 dakika 1000 rpm de yikandi.

e Son santrifiijin ardindan siipernatan atilarak, pellete 10-20 pL 1X PBS ilave
edilerek resiispanse edildi.

e Ayni hacimde 2X laemli eklenerek karistirildi ve 95° C* de 5 dakika muhafaza
edildi.

e [sitilmis numuneler ¢ikarilip tekrar karistirildiktan sonra oda 1sisinda sogutularak,
Western-blot yontemi i¢in kuyulara aplike edilmek iizere hazirland: (p-Bad ile).

3.8.2 Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

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

Tris 9,085 g tartildi ve 20 mL distile su icinde ¢oziildi, pH 1,5 M HCI ile
8,8’e ayarland1 ve final hacim 50 mL’ye tamamlandi. 0,2 g SDS tartilip soliisyona
eklenip ¢oziildii. Soliisyon +4° C’de saklandi.
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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 iginde ¢oziildii, pH 1N HCl ile 8,8’¢ ayarlandi.
0,4 g SDS tartilir ve soliisyonda ¢oziildii. Soliisyon +4° C’de saklandiginda 1 ay
stabildir.

Akrilamid — Bisakrilamid Soliisyonu:
Akrilamid 30 g ve bisakrilamid 0,8 g tartildi, 100 mL distile su i¢inde
¢Oziindii.

Amonyum persiilfat (%10; APS):
Amonyum persiilfat 50 mg tartild1 ve 0,5 mL distile su i¢inde ¢oziinerek, taze
hazirlandi.

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

Jelin Hazirlanmasi ve Gerekli Kimyasallarin Miktar

Bu calismada, ayrisma ve ylikleme kisimlarindan olusan iki farkli akrilamid
jel kullanildi. Akt/PKB, Bad ve Bad/Bcl-X_ kompleks olusumu igin %10’luk
ayrisma jeli kullanilirken Ras miktarinin belirlenmesi amaciyla %15°lik ayrisma jeli
kullanilmastir.

Ayrisma Jeli
%10’luk ve %15’lik olarak Tablo 3.2 de verilen miktarlarin karigtirilmasiyla
elde edilmistir.

Tablo 3.2 Ayrigsma jeli tamponlar1 ve miktarlari

%10 %15
Distile Su 3,125 mL 1,875 mL
Resolving buffer (pH: 8,8) 1,875 mL 1,875 mL
Akrilamid 2,5mL 3,750 mL
% 10 APS 0,025 mL 0,025 mL
TEMED 0,005 mL 0,005 mL
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Yiikleme jeli (%5)

Tablo 3.3’de verilen miktarlarin karistirilmasiyla elde edildi.

Tablo 3.3 Yiikleme jeli tamponlari ve miktarlar

%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 Dokiilme islemi

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

Camlar hazir hale geldikten sonra 6n ve arka cam birlestirildi ve kiskaclar
yardimi ile sikistirildi.

Kiskaglara yerlestirilmis camlar jelin sizintisin1 engellemek igin camlarin alt
kism1 bantlarin iizerine gelecek sekilde dikey olarak yerlestirildi ve isteki
mandala tutturularak iyice sikistirildi.

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

Jelin hava ile temasini kesmek ve diizgiin donmasini saglamak i¢in jelin
tizerindeki bos birakilan kisma distile su yavag¢a dokiildii.

Jel oda 1s1sinda yaklasik 60 dakika sonra katilagti. 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 plak arasina taraklarin i¢inde
hava kalmayacak sekilde dokiildii.

Ust jel oda 1sisinda tamamen donduktan (yaklasik 20 dakika) sonra camlar
kiskaglarin icerisinden ¢ikarildi ve jel artiklari temiz bir kagit pecete ile silindi.
Jelin igerisinde bulundugu camlar iizerinde kutuplarin bulundugu kiskaglarin
icine yerlestirildi ve hemen elektroforez tankina alindi.
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3.8.3 Elektroforez Islemi

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Rediiklenmemis Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre)

Laemli tamponu igin 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 karistirtlip 50 mL distile suya
tamamlandi. Numune ile 1:5 oraninda diliie edilir.

Caliyma Tamponu (Elektroforez Running Buffer, 5X Stok Soliisyon)

Tris 15 g, 72 gr Glisin, 5 g SDS tartilir, 1000 mL distile su i¢inde ¢6ziildii.

Elektroforez asamasinda bu stok soliisyon 1:5 oraninda diliie edilmelidir.

Elektroforeze Konacak Orneklerin Hazirlanmas:

Protein miktarlari tayin edilmis lizatlar -20° C’den alinarak buz igeren bir kaba
konuldu.

Ornekler ¢oziindiikten sonra kuyucuga yiiklenen 25 pL igerisinde 5-15 pg protein
olacak sekilde her numuneden ¢ekilip lizis tamponu ile 60 pl'ye tamamlandi.
Uzerine 15 pL 5X laemli sample buffer pipetlendi. Ornekler boya ile iyice
karistirildi.

Hazirlanan Ornekler 5 dakika kaynatildi. Bu islem esnasinda plastik tiiplerin
kapaklarinin agilmamasi i¢in etrafi parafilm ile sarildu.

Elektroforez islemleri

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

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

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

Yiikleme boyasi jelden ¢iktiginda elektroforez sona erdirildi. Bu siire yaklagik 2
saat kadar stirdii.

Yiikleme jeli kesilerek atildi.

Proteinleri iceren ayirma jeli protein transfer tamponuna konuldu. Bu asamadan
sonra jel, proteinlerin membrana transferi i¢in hazir hale geldi.

3.8.4 FElektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

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

Tris 12,11 g, 30 g Glisin, 1 g EDTA tartildi ve 1 L distile suda ¢oziildii.

Kullanim esnasinda 10X tampon 1X haline doniistiiriiliirken % 10 metanol eklendi.
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Metanol
Transfer sirasinda membranin sismesi ve yapisan proteinlerin korunabilmesi
icin gereklidir.

Islemler

e Nitroselilloz membran, kurutma kagitlar1 ve siingerler buz soguklugundaki
bloting tamponu ile 1slatild1 ve 2-5 dakika tamponda bekletildi.

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

e Siingerin lizerine yine transfer tamponu ile doyurulan 3 adet kurutma kagidi

konuldu.

Transfer kagidinin iizerine alt ve {ist kisimlaria dikkat edilerek jel yerlestirildi.

Jel lizerine nitroseliiloz membran yerlestirildi.

Uzerine 3 adet daha transfer tamponu ile doyurulan kurutma kagid: konuldu.

Son olarak iizerine transfer tamponu ile doyurulan bir siinger daha konuldu ve bir

silindir yardimi ile sandvigin i¢indeki hava kabarciklar1 alindi. Sandvi¢ aparati

tizerinden sikistirilarak kapatildi.

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

e 15saat +4° C’de 80 V’ ta ve yaklasik 350 mA’ de manyetik balik ve manyetik
karistirict yardimiyla karistirilarak ve her 30 dakika bir buz kabi degistirilerek
yiritildd.

e 15 saat sonra sandvi¢ tanktan ¢ikartildi ve bOylece membran antikor ile
isaretlemeye hazir hale getirildi.

3.8.5 Membranlarin Antikorla Isaretlenmesi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi

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

TBS soliisyonu hazirlamak igin 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 mL distile
suda ¢Oziiniir. pH, 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 1 L’ye tamamlandi.

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

% 5’ lik Siit Tozu Cozeltisi (Bloklama Cozeltisi)

%S35’lik bloklama ¢ozeltisi i¢in 0,5 g yagsiz siit tozu tartilarak 10 mL TBS
igerisinde ¢oOziildii. Soliisyon 10 dakika manyetik karistiricida karigtirilarak tam
¢ozlinmesi saglandi.
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Fosfo-Akt/PKB ve Anti-c-H-Ras Primer Antikorlar

Fosfo AKt/PKB ve Bad primer antikoru +4° C’de saklandi. Kullanim
esnasinda TBST ile 1:1000 diliisyonu hazirlanarak kullanildi. Anti-c-H-Ras antikoru
+4° C’de saklandi. Kullanim esnasinda TBST ile 1:500 diliisyon hazirlanarak
kullanildi.

HRP (Horse - Radish Proxydase) konjuge anti-mouse Sekonder Antikoru

Enzim isaretli, mouse kokenli sekonder antikor +4° C’de saklandi. 1:3000
oraninda diliie edilerek kullanildi. TBST ¢d6zeltisinin 10 mL’sinde 3,5 pl sekonder
antikor ¢oziindii.

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

Islemler

e Membran, temiz ve membranin sigabilecegi biiyiikliikte bir petri kabinda TBST
ile yikanda.

e Membranin yiizeyini 6rtecek sekilde bloklama ¢ozeltisi ilave edilerek 1 saat oda
1s1sinda calkalayici iizerinde hafifce ¢alkalandi.

e TBST ile 10 dakika 3 kez yikandi.

e Primer antikor ile membran yaklagik tim gece +4 °C’de hafifce calkalayici
tizerinde ¢alkalandi.

e Siire sonunda antikoru igeren ¢ozelti dokiildii ve membran 10 dakika da bir 3 kez
TBST ile hafifce calkalandi. Boylece zayif olarak baglanan ya da baglanamamais
antikorlar membran iizerinden temizlendi.

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

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

e Yikama islemi sonunda membranlar pens yardimi ile yikama soliisyonu
igerisinden alind1 ve lizerindeki sollisyonu temiz bir kagit peceteye emdirildi.

e Membranlar hizl1 bir sekilde temiz ve diizgiin bir yiizeye yerlestirildi. Uzerine
1:1 oraninda karistirilan ECL-1 ve ECL-2 tiim yiizeyi kaplayacak sekilde yayildi.

e Membranlar ECL ile yaklagik 3 dakika bekletildi.

e Siirenin sonunda membran tizerindeki ECL temiz bir kagit pegeteye emdirildi ve
membranlar stre¢ film tizerine yerlestirildi

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

e Bu asamadan sonraki islemler karanlik odada yapildu.

3.8.6 Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi
Kullanilan Soliisyonlar

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

Fiksatif
Fiksatif 1:10 oraninda dilie edilerek kullanildi.

Islemler

e Kasete bantlanan membranin tUzerine karanlik odada film konuldu ve 5 dakika
beklendi.

e Siirenin sonunda kaset acildi ve film membranin {lizerinden alinip karanlikta
developer i¢ine konuldu. Filmin {izerinde sinyaller goriiniinceye kadar hafifge
sallandi.

e Daha sonra film developerdan alinip fiksatife konuldu. Bu agsamadan sonra 151k
acilabilir.

e Fiksatiften ¢ikan film distile suyla yikandi ve kurumasi i¢in temiz bir yere asildi.

Filmler protein standartlarina gore degerlendirildi.

3.8.7 Sinyallerin Grafik Haline Doniistiiriilmesi

Filme aktarilan sinyaller, bilgisayar ortamimnda Windows XP igletim
sisteminde calisan Igidoc 1000 programu ile grafik haline déniistiiriildii. Bir bandin
yogunlugu 100 birim kabul edildi ve her grupta diger bandlar 100 birim iizerinden
degerlendirildi.

3.8.8 Membranlarin ikinci Bir Antikor ile Muamelesi (Stripping)
Elektroforez esnasinda kuyucuklara yiiklenen lizat igeriinin protein

miktarlar1, protein standart grafiginden yaralanilarak esit miktarlarda aktarildi.
Bununla birlikte, kuyucuklara yiikledigimiz protein miktarinin esit oldugunu
gosterebilmek amaciyla, filme aldigimiz membranlar, antikor igeriklerinden
uzaklastirilarak (stripping) -aktin primeri ile muamele edildi. Elde edilen bantlarin
yogunlugunun esit olmasi, kuyulara yiliklemis oldugumuz lizat igerigindeki protein
miktarinin esit oldugunu gostermistir.

Soliisyonun Hazirlanmas1 (Stripping tamponu)

Hazirladigimiz 125 ml tampon igeriginde; 0,99 g Tris, 12,5 ml SDS (%20),
850 ul 2-merkaptoetanol karistirilarak pH 6.8’e ayarlandi ve total hacim miktarina
kadar dH,O ilave edildi.

Islemler

e Membranlar 30 dak 50° C’de stripping tamponu ile inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun ardindan membranlar 3 kez 10 dak TBST ile yikandu.

e Son olarak 30-60 dak yagsiz siit tozu (%5) ile bloklanarak, Western-blot
protokoliine devam edildi.
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3.9  Primer Vaskiiler Hiicre Kiiltiiriinde Apoptozisin Tetiklenmesi ve Ol¢iim

Metotlar:

Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirii ortaminda, hiicrelerimizi apoptozise
gotiirebilmek i¢in Rosner ve arkadaslarinin [96] calismalarinda yiiritmiis olduklari
metodu, kendi laboratuar sartlarirmizda manipiile ederek kullandik. Buna gore, 3.
kusak hiicreleri takip eden her pasajda hiicreler perilere (60 x 15 mm) alinip, burada
uygulamalar i¢in %85-90 oraninda yiizeyi kaplamalar1 beklendi. Akabinde, apoptotik
ortam yaratmak amaciyla, oncelikle 24 saat serum-free ortamda bekletildiler. Takip
eden giinde, medyumlar degistirilmeden (serum-free medyumlu ortam) hiicrelere 80
ug IFN-y ve/veya 1,25 ug Fas-L uygulamasindan 6nce 1 saat igerisinde 100 nM PI3-
K inhibitdrii wortmanin, 45 dakika 20 uM Akt/PKB inhibitorii SH-5 ve son olarak 30
dakika 10 nM spesifik EGFR blokorii AG490 ile inkiibe edildi. Ardindan 24 saat
daha serum-free de birakilan hiicreler, uygulanacak dl¢iim yontemine gore lizatlar
hazirlanarak, protein miktarlar1 da hesaplandiktan sonra direkt dl¢iime veya gerekirse
-70° C’de muhafaza edilerek daha sonra kullanilmak tizere saklandilar.

3.9.1 “Kaspas-3 Hiicresel Aktivite Deney Kiti” ne Gore Spektrofotometrik

kaspas-3 Tayini

“Calbiochem” firmasina ait kit, hiicre ekstraktlarinda kaspas-3 ve kaspas-3-
benzeri aktiviteleri 6l¢mek i¢in gelistirilmistir. 96-kuyucuklu petri formatina uygun
ve kaspas aktivitesini 6lgmek, hiicre ekstraktlarini hazirlamak icin gereken tiim
reaktifleri icermektedir. Kit igerisinde yer alan kaspas-3 enzimi, bir pozitif kontrol
olarak ve endojen inhibitorler i¢in hiicre ekstraktlarinin test edilmesi amaciyla
eklenmistir. Hiicresel kaspas aktivitesine disaridan eklenebilecek ajanlarin etkisi
gozlenmek amaciyla kullanilacak olursa, piirifiye enzim, kaspas-3 iizerine bu
ajanlarin direkt etkilerini ¢ek etmek amaciyla hazirda bir anlam katacaktir.

Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

1. %85-90 oraninda yiizeyi dolduran hiicreler 1X Tripsin-EDTA ile yiizeyden

kaldirildi.

2. 4100 rpm de +4° C’de 10 dakika santrifiij edildi ve her numunedeki hiicre

sayilar1 hesaplanarak, 1x10° hiicre olacak sekilde ayarlandi.

3. Numuneler, 2 kez 1X PBS ile +4° C’de 4100 rpm de cevrilerek, yikandi. Her

seferinde siipernatan atild1.

4. Her hiicre grubunun iizerine kitten temin edilen buz {izerinde sogutulmus ve
%0,1 Triton X-100 ekledigimiz “hiicre lizis tamponun” dan 200 pL ilave
edildi, resiispanse edildi ve buz icerisinde 5 dakika bekletildi.

12500 rpm de +4° C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Buradan elde edilen siipernatan ya deney i¢in hemen kullanildi veya daha
sonra deneye alinmak iizere -70° C’de saklandi.

oo

96-kuyucuklu Petri Okuyabilen Spektrofotometrenin Doniisiim Faktoriiniin
Hesaplanmasi
Numunelerin aktivitesini pmol substrat/dakika olarak ifade edebilmek adina,
spektrofotometre cihazimizin doniisiim faktoriinii hesaplayabilmek igin;
a) Ilk kuyucuga kor olarak kitin igerisinden ¢ikan deney tamponundan 100 uL
(deney hacmi) eklendi.
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b)

d)

Dublike c¢alisabilmek ve bir ortalama elde edebilmek amaciyla takip eden
diger iki kuyucuga 100 pL standart substrati olan [50 uM p-nitroalinin
(pNA)] ilave edildi.

405 nm de 6l¢iim yaparak iki kuyucuktaki ortalama absornbansi hesapladik
(Yapilan iki okumadan sirasiyla gozlenen absorbanslar; 0,316 ve 0,325 ve
bunlarin ortalamasi 0,321 olarak hesaplandi)

Doniistim faktorii hesaplandi. Bu hesap, kalibrasyon standardi igerisindeki p-
nitroanilin’nin konsatrasyonu (50 uM) baz alinarak hesaplandi. Deney

tamponu igerisindeki p-nitroanilin igin ekstinksiyon katsayis1 10500 M™cm™
dir.

Doniistim faktort (WM/Aggs) = 50 uM / ortalama Ayos (¢ basamagindaki)
Doniistim faktortii = 50 pM / 0,321 = 155,76 uM

Sonugta pmol/dak cinsinden aktivite agagidaki gibi hesaplanmistir;

Aktivite (pmol/dak) = egim (AA/dak) x doniisiim faktorii x 100 pL (deney
hacmi)

Deney Prosediirii

1.
2.

~

Gerekli tiim kit bilesenleri ¢oziiliip, buz banyosunda muhafaza edildi.

2 mM olarak temin edilen Kaspas-3 Substrat | (Ac-DEVD-pNA), deney
tamponu ile 400 uM konsantrasyona seyreltilip, deney esnasinda 200 puM
olacak sekilde kullanildi.

. Deney esnasinda 15 pL 2 U/uL olarak kullanilacak 30 U’lik kaspas-3 enzimi,

deney tamponu ile 1:5 oraninda seyreltildi.

. Tablo 3.4 de belirtildigi gibi kor ve numunelerin sayis1 kadar kuyucuga deney

tamponu ilave edildi.

. Tablo 3.4 de belirtilen miktarlarda, kuyucuklara hiicre lizatlar1 ve kaspas-3

enzimi ilave edildi.

. 37° C’lik deney 1sisim1 saglayabilmek amaciyla 96-kuyucuklu petri ayni

sicaklikta 10 dakika etiivde inkiibe edildi.

. 50 pL Kaspas-3 Substrat I ilavesi ile reaksiyon baslatild1.
. 405 nm’de absorbans degerleri 5-10 dakikalik aralar ile 30 ve/veya 120

dakikaya kadar okundu.
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Tablo 3.4 Deneyde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

Deney Hiicre Kaspas-3 | Kaspas-3
Tamponu | Ekstrakti 2 U/uL | Substrat |
Kor 50 pL (%) 1% 50 pL
Hiicre Ekstrakti 40 pL 10 pL %) 50 pL
Piirifiye Kaspas-3 35 uL %) 15 pL 50 pL
Hiicre
Ekstrakti/Piirifiye 25 puL 10 pL 15 pL 50 pL
Kaspas-3

3.9.2 Anneksin V-FITC Apoptosis Kiti ile Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi

Anneksin V-FITC Apoptozis belirleme kiti, apoptotik hiicreleri flow-
sitometre yontemiyle tespit eder. Anneksinler, kalsiyumun varliginda fosfolipidlere
baglanan homolog proteinlerin bir grubudur [129]. Anneksin V-FITC, kalsiyum
varliginda fosfotidilserinlere baglanan floresan bir proptur. Apoptozisin erken
sathalari, fosfolipid asimetrisinin kayboldugu islemleri barindiran hiicresel
degisiklikleri igerir. Yasayan hiicrelerde, fosfotidilserin, Mg-ATP bagimli enzim
olan aminofosfolipid translokaz tarafindan lipid bariyerinden igeri tasmir [130].
Apoptotik durumlarda, normal sartlarda plazma membraninin i¢ kisminda bulunan
fosfotidilserin membranin dis kismina translokalize olur. Bdylelikle, kalsiyum
varliginda fosfotidilserin Anneksin V-FITC ile birlesecek hale gelir.

Prosediir, apoptotik islemin baslangicinda  hiicre = membranlarinda
fosfotidilserinin Anneksin V-FITC ile baglanmasini ve hiicre membran ile tamamiyla
biitiinlesmis hiicresel DNA' nin promidyum iyodite baglanmasini igerir.

Hiicreler Anneksin V-FITC ve promidyum iyodit ile inkiibe edilir; oda
sicakliginda 10 dakikalik bir inkiibasyonun ardindan hiicreler flow-sitometresi ile
analiz edilir. Anneksin V-FITC yesil bir floresans ile dedekte edilirken promidyum
tyodit kirmizi bir floresans olarak gozlenir.

Deney Prosediirii
1. 1x10° hiicre/mL sayida uyarilmamis VDKH siispansiyonu sifir zamandaki
noktayi belirleyebilmek i¢in kontrol olarak hazirlandi.
2. Her iki hiicre siispansiyonu da yaklagik 2 saat boyunca 37 °C, %5 CO; de
inkiibe edildi.
Hiicreler iki kez PBS ile yikandi.
4. Yaklagik 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak hiicreler 1X baglanma
tamponu ile resiispanse edildi.
5. Apoptotik hiicre siispansiyonundan 500 pL plastik test tiipiine aktarildi.
6. Bir ikinci plastik test tiipline uyarilmamis hiicre siispansiyonundan 500 pL
aktarildi.
7. Her iki hiicre siispansiyonuna da 5 pL anneksin V-FITC ve 10 pL
promidyum iyodit eklendi.
8. Tipler tam olarak 10 dakika boyunca oda sicakliginda, karanliktan korumak
sartiyla, inkiibe edildi.

w
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3.10

Hiicrelerin floresansi flow-sitometresi ile derhal 6l¢iildii. Erken apoptotik
hiicreler sadece anneksin V-FITC ile boyandi. Canli hiicreler, ne promidyum
iyodit ne de anneksin V-FITC ile bir boyama gostermistir. Nekrotik hiicreler
hem promidyum iyodit hem de anneksin V-FITC ile boyandi.

FuGENE HD Transfeksiyon Reaktifi ile Transient (Gecici) Ras Plasmid
Transfeksiyonu ve Gosterimi

Oncelikli olarak, primer VDKH kiiltiiriimiiziin hangi oranlarda
FuGENE transfeksiyon reaktifine karsilik DNA miktar1 gerektirdigini
bulabilmek amaciyla, bir hiicre ¢ekirdek boyasi olan pCH110 DNA’sindan
yararlandik [131, 132]. Hiicrelerin pCH110 DNA’s1 ile transfekte olup
olmadiklarmin Kkontroliinii “f-Galaktozidaz Tasiyict Gen Boyama Kiti”
kullanarak gerceklestirdik [133].

FUGENE HD Gegici Transfeksiyon Reaktif Prosediirii

1.

2.

Pasajlanarak 6-kuyucuklu petrilere alinan hiicrelerin %70-75 oraninda
yiizeyi doldurmalar1 beklendi.

Transfeksiyon oncesinde, belirlenen oranlarda serum-free ve PSA igermeyen
medyum igerisinde FuGENE ve FuGENE/DNA (pCHI110) karisimlari
(totalde 200 puL olacak sekilde) ayrica tablo 3.5 de gosterildigi gibi 30 dakika
inkiibe edildi.

. Hiicrelerin iizerinden serum igeren medyumlar: aspire edilerek, 2 mL HBSS

ile 2 kez yikandu.

. Uzerlerine FBS ve PSA igermeyen medyumdan (sadece L-glutamin ve

HEPES icerikli) 800 pL ilave edildi.

. Inkiibasyon siirelerini tamamlamis FuGENE/DNA karisimlari (200 pL) ilave

edilerek total hacimleri 1 mL olacak sekilde 37° C’de CO>’li etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilda.

. Ertesi giin, tlizerlerine %1 FBS iceren medyumdan (PSA igermeyen) 1 mL

ilave edilerek son 24 saatlik inkiibasyonlarina birakildilar.

. Hiicrelerin  kuyucuklar igerisindeki yogunluklar1 mikroskop altinda

gozlenerek, transfeksiyonun test edilebilmesi agisindan B-Galaktozidaz Kit
prosediirii uygulamasina gegildi.
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Tablo 3.5 Kullanilan DNA:FuGENE oranlari

DNA (pCH110) FUGENE
ORANLAR L Serum-free L Serum-free
DNA:FUGENE 19 DNA Medyum uL FUGENE Medyum
1:2 1 99 2 98
2:4 2 98 4 96
3:6 3 97 6 94
4:8 4 96 8 92
35 3 97 5 95
4:6 4 96 6 94
5:10 5 95 10 90
6:12 6 94 12 88
5:8 5 95 8 92
6:10 6 94 10 90

B-Galaktozidaz Tasiyic1 Gen Boyama Kiti ile Transfeksiyonun Belirlenmesi

Gen regiilasyonunda oldugu kadar mutasyonal olarak degisim gosteren
genlerin analizi icin, bu tasiyict genler “belirte¢” olarak genis bir alanda
kullanilmaktadirlar. Eksprese olmus tasiyict genler, doku ve hiicrelerde biyokimyasal
aktivite deneyleriyle, immiinolojik analizlerle veya histokimyasal boyamalar ile
tespit edilirler.

B-Galaktozidaz geni, siklikla, 0karyotik transfeksiyonlarda tasiyici bir gen
olarak kullanilir. B-Galaktozidaz, bir¢cok [-galaktozidin hidrolizini katalizler.
Substratlari, B-galaktozidaz aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan kromojenik, floresant
ve kemiliiminesan maddelerden olugsmustur. Histolojik boyama i¢in kullanilan X-Gal
(5-bromo-4-kloro-3-indolil--D-galaktopiranozid) substrati, hiicreler igerisinde bir
indigo-mavisi rengi olusturur. Basarili enzim ekspresyonu bir mikroskop altinda
rahatga gozlemlenebilir.

Testin prensibi, magnezyum klorid (MgCly), potasyum ferrisiyanid
[K3Fe(CN)g] ve potasyum ferrosiyanid [KsFe(CN)g] igeren PBS ¢ozeltisi icerisinde
fikse edilmis hiicre veya dokulara X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galaktopiranozid) uygulanmasidir. Substrat hiicrelere girerek [-galaktozidaz
tarafindan hidrolize edilir. Elde edilen indolil, ferrisiyanid/ferrosiyanid karigimi
tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda indoksile okside olur. Indoksil de bir
dimerizasyona ugrayarak indigo-mavisi tlirevi hiicreleri olusturur.

Prosediir
1. Yukarida prosediirii ifade edilen transfeksiyon uygulamasinin ardindan,
hiicrelerin {izerindeki medyum hizl bir sekilde buz iizerinde aspire adildi.
2. 1X PBS ile hiicreler 2 kez yikanarak, yikama soliisyonu uzaklastirildi.
3. Kitin igerisinden ¢ikan 10X fiksasyon soliisyonu (10X PBS igerisinde %20
formaldehit ve %2 gluteraldehit), 1X PBS ile 1:10 oraninda seyreltilerek 1X
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seklide kuyucuklara 1 ml ilave edildi ve 10 dakika oda 1sisinda inkiibasyona
birakildi.

4. Inkiibasyon esnasinda, tablo 3.6 da belirtilen miktarda bir polipropilen tiip
icerisinde boyama soliisyonu hazirlandi.

5. 10 dakikalik fiksasyonun ardindan, kuyucuklardaki soliisyon buz iizerinde
hizl1 bir sekilde aspire edildi ve 2 kez 1 mL 1X PBS ile yikandi.

6. Kuyucuklardan aspire edilen yikama soliisyonunun ardindan, hiicrelerin
tizerlerine 1 mL hazirlanan boyama soliisyonu ilave edildi.

7. Hiicreler bu asamadan sonra 37° C’de en az 2 saat inkiibe edildi.

8. Bu siirenin ardindan hiicreler mikroskop altinda gozlemlenerek J3-
galaktozidaz eksprese edenler sayilarak yiizdesi hesaplandi.

9. Boyanmis hiicrelerin uzun siireli muhafazasi i¢in, boyama soliisyonlari
atilarak, tizerleri %70’lik gliserolle kaplandi ve +4° C’de saklandh.

Tablo 3.6 Boyama soliisyonu karisimi ve miktarlari

Bilesik | 1 Kuyucuk i¢in gereken miktar

Reaktif A (200 mM MgCl5,) 10 puL

Reaktif B (400 mM potasyum
ferrisiyanid) 10 uL

Reaktif C (400 mM potasyum
ferrosiyanid)

X-Gal ¢ézeltisi [20 mg/ml;
dimetilformamid (DMF)
icerisinde seyreltilmis 5-Bromo- 50 pL
4-kloro-3-indolil-g-D-
galaktopiranozid]

1X PBS 920 uL

Total hacim 1 mL

10 pL

Primer VDKH kiiltiirimiiz i¢in, bu prosediir sonrasinda belirlenen oranda Ras
plazmidi ile transfekte edildi ve hiicre i¢i Ras miktar sonuglar1 Western-blot teknigi
ile gosterildi.
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BULGULAR

4.1  Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin immiinohistokimyasal
Karakterizasyonu [127]
Izolasyonu ve primer kiiltiirii yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, diiz kas

hiicresi oldugunu gosterebilmek amaci ile immiinohistokimya teknigi uygulandi.

Hiicre izolasyon islemi yapilip primer kiiltiire aktarilan vaskiiler diiz kas
hiicrelerine 2. kusakta immiinohistokimya teknigi uygulandi. Primer kiiltiire
aktarilan hiicreler lamlar iizerinde iiretildi ve immunohistokimyasal karakterizasyon
icin uygun preparatlar haline getirildi.

Immiino preparatlar 4 gruba ayrilarak calisildi.

1. Kontrol Grubu: Immiinohistokimyasal analizlerde kontrol amaciyla kullamild.
Kontrol gruplarinda hi¢bir boyamanin olmamasi boyamalarin primer antikora
spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1a).

2. Izotip Kontrolii: Boyanmalarin sekonder antikordan kaynaklanmadigini
gostermek amaciyla kullanildi. Preparatlarda boyamanin olmamasi sekonder
antikordan kaynaklanan boyamanin olmadigini, boyanmalarin primer antikora
spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1b).

3. a-Aktin Grubu: Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gdsterebilmek amaciyla diiz kas
hiicrelerinin a-aktin’leri, VDK hiicrelerine spesifik a-aktin primer antikoruyla
boyandi. Preparattaki kirmizi boyali alanlar o-aktin’e spesifik diiz kas
hiicrelerini gostermektedir (Sekil 4.1d1 ve 4.1d3). Sekil 4.1d2’da tek bir
hiicredeki a-aktin fiberleri net olarak goriilmektedir. Sekil 4.d1°de hiicrelerin
ayn1 sekilde a-aktin’lerinin boyandiklar1 goriilmektedir. Bu boyamalar izole
edip tirettigimiz hiicrelerin diiz kas hiicresi oldugunu gostermektedir.

4. VVon Willebrand Faktor grubu. Izole edilip kiiltiire aktarilan hiicrelerde endotel
hiicresi bulunup bulunmadigini géstermek amaciyla, Von Willebrand Faktor
primer antikoru kullanilarak hiicreler boyandi. Preparatlarda kirmizi boyali
alanlarin olmayis1 izole edilen hiicrelerde endotel hiicresi bulunmadigini
gostermektedir (Sekil 4.1c¢).
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Sekil 4.1 Vaskiiler Diiz Kas Hiicre Kiiltiirlerinin Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu. (a),
kontrol gruplarini; (b), izotip kontroliinii; (d1), (d2) ve (d3), vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
a-aktin’lerini; (c), endotel hiicrelerinin von willebrand faktdr boyamalarini gostermektedir.
Boyali alanlar kirmizi1 renkli gériinmektedir.

4.2  Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarmmyla Akt/PKB

Aktivasyonu

Kiiltirti yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerine western blot teknigi
uygulanmadan &nce hiicre canliligr testleri uygulandi. Uretilen hiicrelerin % 99 nun
canli hiicreler oldugu tespit edildi. Hiicre cevaplarinin standardize etmek acisindan
iretilen hiicrelerin 3-8 pasajlar1 deney asamasmna alindi. Deneylerde Akt/PKB
aktivasyonunu veya inhibisyonunu gostermek amaciyla yapilan western blot
sonuglar1 3 tekrar olarak caligildi.

421 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Akt/PKB Doz Bagimh

Fosforilasyonu

Ang [I’nin, vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde mitojen aktive edici kinazlari
aktive eden en iyi konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri 0,1 nM, 1
nM, 10 nM, 100 nM ve 1000 nM farklt Ang II konsantrasyonlar1 ile 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirlandi ve western blot teknigi
uygulanarak Akt/PKB aktivasyonlar1 incelendi. Western blot sonuglarina gore
kontrol gruplarma gore 100 nM’a kadar konsantrasyon artisiyla birlikte fosforilasyon
artist saptandi. 10, 100 ve 1000 nM konsantrasyonlardaki fosforilasyon artiglari
birbirine yakindi. Ancak Akt/PKB’yi en iyi aktive eden deger 100 nM olarak
bulundu (Sekil 4.2). Bu sonuglar Ang II’'nin, VDK hiicrelerini doz bagimli olarak
aktive ettigini gostermektedir.

Elde edilen western blot sonuglarinin daha iyi anlasilabilir olmasi igin veriler
grafige aktarildi (Sekil 4.2). Western blot iizerindeki bantlarin bir tanesinin
yogunlugu 100 birim kabul edildi ve diger bantlarin yogunlugu 100 birim iizerinden
degerlendirildi.
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Sekil 4.2 VDKH’lerinde Ang I’nin farkli konsantrasyonlarinin Akt/PKB iizerine etkisi. VDKH
kiiltirleri Ang II’'nin yukarida gosterilen farkli konsantrasyonlarinda inkiibe edildi ve
Akt/PKB aktivasyonlart incelendi. Akt/PKB’i en iyi aktive eden Ang II konsantrasyonun
100 nM oldugu saptandi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir. * Kontrole
kars1 P<0,05)

42.2 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Akt/PKB Siire Bagmh

Fosforilasyonu

Ang II'nin VDKH kiiltiirlerinde Akt/PKB 100 nM konsantrasyonda
maksimum aktive ettigi belirlendikten sonra bu konsantrasyonda hiicre kiiltiirleri 2,
5, 10, 15 ve 30 dakika olmak tizere farkli siirelerde aktive edildi. Hiicrelerin Ang II
ile farkli siirelerde inkiibe edilmesinin sebebi Ang II'nin Akt/PKB aktivasyon
siiresini belirlemekti. Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirladi ve western blot
teknigi uygulanarak Akt/PKB aktivasyonlar1 incelendi (Sekil 4.3). Kontrol grubunda
bazal seviyede aktivasyon olurken 2. dakikada aktivasyon artigi saptandi. 5. dakikada
aktivasyon maksimum seviyeye c¢iktiktan sonra 30. dakikaya kadar bir diisiis
goriildi. Western blot sonuglari 100 nM Ang II’nin Akt/PKB 5. dakika maksimum
aktive ettigini gosterdi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’nin Akt/PKB iizerine farkh siirelerde aktivasyonlari.
Hiicreler 100 nM Ang II ile yukaridaki siirelerde inkiibe edildi ve Akt/PKB
fosforilasyonlar1 incelendi. VDKH kiiltirlerinde 100 nM Ang II’'nin 5. dakikada
Akt/PKB’i maksimum fosforilledigi gozlemlendi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini
gostermektedir. * Kontrole kars1 P<0,05).

4.3  Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimiyla Bad Aktivasyonu

Kiltirti yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerine western blot teknigi
uygulanmadan &nce hiicre canlihig: testleri uygulandi. Uretilen hiicrelerin % 99 nun
canl hiicreler oldugu tespit edildi. Hiicre cevaplarinin standardize etmek agisindan
tretilen hiicrelerin 3-8 pasajlari deney asamasina alindi. Deneylerde Bad
aktivasyonunu gostermek amaciyla yapilan western blot sonuglar1 3 tekrar olarak
caligildi.

4.3.1 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Bad Doz Bagimh Fosforilasyonu

Ang II'nin, vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Bad proteinini aktive eden
en iyi konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri 0,1 nM, 1 nM, 10 nM,
100 nM ve 1000 nM farkli Ang II konsantrasyonlar1 ile 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirland1 ve western blot teknigi uygulanarak
Bad aktivasyonlari incelendi. Western blot sonuglarina gore kontrol gruplarina gore
100 nM’a kadar konsantrasyon artigiyla birlikte fosforilasyon artig1 saptandi. Bad’1
en 1yi aktive eden deger 100 nM olarak bulundu (Sekil 4.4). Bu sonuglar Ang II’nin,
VDK hiicrelerinde doz bagimli olarak Bad’1 aktive ettigini gostermektedir.
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Sekil 4.4 VDKH’lerinde Ang Il konsantrasyonunun Bad aktivasyonu iizerine etkisi. VDKH
kiiltiirleri Ang II’nin yukarida gosterilen farkli konsantrasyonlarinda inkiibe edildi ve Bad
aktivasyonlar1 incelendi. Bad’1 en iyi aktive eden Ang II konsantrasyonun 100 nM oldugu
saptand1 (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir. * Kontrole karg1 P<0,05).

4.3.2 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Bad Siire Bagimh Fosforilasyonu
Ang II'nin VDKH Kkiiltiirlerinde Bad 100 nM konsantrasyonda maksimum

aktive ettigi belirlendikten sonra bu konsantrasyonda hiicre kiiltiirleri 2, 5, 10, 15 ve
30 dakika olmak iizere farkli siirelerde aktive edildi. Hiicrelerin Ang II ile farkli
stirelerde inkiibe edilmesinin sebebi Ang II’nin Bad aktivasyon siiresini belirlemekti.
Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirladi ve western blot teknigi uygulanarak Bad
aktivasyonlar1 incelendi (Sekil 4.5). Kontrol grubunda bazal seviyede aktivasyon
olurken 2. dakikada aktivasyon artis1 saptandi. Bu dakikadaki aktivasyonun
maksimum seviyede oldugu ardindan 30. dakikaya kadar bir diisiis saptandi.
Western blot sonuglart 100 nM Ang II’'nin Bad’t 10 dakika igerisinde maksimum
diizeyde aktive ettigini gosterdi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II etkisiyle Bad iizerine farkl siirelerde aktivasyonlari.
Hiicreler 100 nM Ang II ile yukaridaki siirelerde inkiibe edildi ve Bad fosforilasyonlari
incelendi. VDKH Kkiiltiirlerinde 100 nM Ang II’'nin 10 dakikada Bad’it maksimum
fosforilledigi gozlemlendi (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir. *
Kontrole kars1 P<0,05).

4.3.3 Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarnmiyla Ras Miktarinin
Tayini
Kiltirti yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerine western blot teknigi
uygulanmadan &nce hiicre canlihig: testleri uygulandi. Uretilen hiicrelerin % 99 nun
canl hiicreler oldugu tespit edildi. Hiicre cevaplarinin standardize etmek agisindan
tiretilen hiicrelerin 3-8 pasajlart deney asamasina alindi. Deneylerde hiicre i¢i Ras
miktarini gostermek amaciyla yapilan western blot sonuglari 3 tekrar olarak calisild.

434 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Ras Doz Bagimh Miktarinin

Belirlenmesi

Ang II’nin, vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Ras miktarin1 arttiran en iyi
konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100
nM ve 1000 nM farkli Ang II konsantrasyonlari ile 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicre lizatlar1 hazirlandi ve western blot teknigi uygulanarak Ras miktarlar
incelendi. Western blot sonuglarina gore kontrol gruplarina gore 100 nM’a kadar
konsantrasyon artisiyla birlikte miktarin artist  saptandi. 10 ve 100 nM
konsantrasyonlardaki yogunluk artislar1 birbirine yakindi. Ancak Ras’1n miktarini en
fazla arttiran deger 10 nM olarak bulundu (Sekil 4.6). Bu sonuglar Ang II uyarimiyla,
VDK hiicrelerinde doz bagimli olarak Ras miktarini arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.6 VDKH’lerinde Ang II konsantrasyonunun Ras miktar iizerine etkisi. VDKH kiiltiirleri
Ang I’nin yukarida gosterilen farkli konsantrasyonlarinda inkiibe edildi ve Ras
aktivasyonlari incelendi. Ras’1 miktarinin en fazla arttigi Ang Il konsantrasyonun 10 nM
oldugu saptandi (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir. * kontrole karsi
P<0,05).

4.3.5 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Ras Siire Bagimh Miktar Tayini

Ang II'nin VDKH Kkiiltiirlerinde Ras 10 nM konsantrasyonda maksimum
aktive ettigi belirlendikten sonra bu konsantrasyonda hiicre kiiltiirleri 2, 5, 10, 15 ve
30 dakika olmak {lizere farkli siirelerde aktive edildi. Hiicrelerin Ang II ile farkli
stirelerde inkiibe edilmesinin sebebi Ang II’nin Ras aktivasyon siiresini belirlemekti.
Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirladi ve western blot teknigi uygulanarak Ras
yogunluklar1 incelendi (Sekil 4.7). Kontrol grubunda bazal seviyede kalirken 2.
dakikada miktar artis1 saptandi. Bu dakikadaki miktar artiginin maksimum seviyede
oldugu ardindan 30. dakikaya kadar bir diisiis saptandi. Western blot sonuglar1 10
nM konsantrasyondaki Ang II’nin etkisiyle Ras 2 dakika igerisinde maksimum
diizeyde miktar artis1 gosterdi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’nin Ras miktar1 iizerine farkh siirelerde etkisi. Hiicreler
10 nM Ang II ile yukaridaki siirelerde inkiibe edildi ve hiicre i¢i Ras miktarlari incelendi.
VDKH kiiltiirlerinde 10 nM konsantrasyonundaki Ang II’'nin 2 dakikada Ras miktarini
maksimum seviyeye ¢ikardigi gozlemlendi. (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini
gostermektedir. * Kontrole kars1 P<0,05).

44  Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarnmyla Bad/Bel-X_

Kompleks Olusumu

Kiiltirti yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerine western blot teknigi
uygulanmadan &nce hiicre canlihig: testleri uygulandi. Uretilen hiicrelerin % 99 nun
canl hiicreler oldugu tespit edildi. Hiicre cevaplarinin standardize etmek agisindan
tiretilen hiicrelerin 3-8 pasajlari deney asamasina alindi. Deneylerde Bad/Bel-X.
kompleks olusumunu gostermek amaciyla dnce lizatlar materyal metod’da anlatildigi
gibi Bcl-X_ ile imminpresipite edildi ardindan p-Bad ile yapilan western blot
sonuglar1 3 tekrar olarak caligildi.

4.4.1 VDK Hiicrelerinde Ang Il Etkisiyle Bad/Bcl-X_ Doz Bagimh Kompleks

Olusumu

Ang IP’nin, vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Bad/Bcl-X, kompleks
olusumunu aktive eden en iyi konsantrasyonu bulabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri
0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1000 nM farkli Ang II konsantrasyonlari ile 5 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirlandi ve western blot teknigi
uygulanarak Bad/Bcl-X kompleks olusumu incelendi. Western blot sonuglarina gore
kontrol gruplaria gore 100 nM’a kadar konsantrasyon artisiyla birlikte fosforilasyon
artis1 saptandi. 10 ve 100 nM konsantrasyonlardaki kompleks olusumlari birbirine
yakindi. Ancak Bad/Bcl-X| kompleks olusumunu en iyi aktive eden deger 100 nM
olarak bulundu (Sekil 4.8). Bu sonuglar Ang II’nin, VDK hiicrelerini doz bagiml
olarak aktive ettigini gostermektedir.
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Sekil 4.8 VDKH’lerinde Ang II konsantrasyonunun Bad/Bcl-X; kompleks olusumu iizerine
etkisi. VDKH kiiltiirleri Ang II'nin yukarida gosterilen farkli konsantrasyonlarinda
inkiibe edildi ve Bad/Bcl-X, kompleks olusumlari incelendi. Bad/Bcl-X, kompleks
olusumunu en iyi aktive eden Ang II konsantrasyonun 100 nM oldugu saptandi. (Sekil
yapilan 3 deneyden bir tanesini gostermektedir. * Kontrole karsi P<0,05).

4.4.2 VDK Hiicrelerinde Ang II Etkisiyle Bad/Bcl-X, Siire Bagimh Kompleks

Olusumu

Ang II’'nin VDKH kiiltiirlerinde Bad/Bcl-X, kompleks olusumunu 100 nM
konsantrasyonda maksimum aktive ettigi belirlendikten sonra bu konsantrasyonda
hiicre kiiltiirleri 2, 5, 10, 15 ve 30 dakika olmak {izere farkli siirelerde aktive edildi.
Hiicrelerin Ang II ile farkli siirelerde inkiibe edilmesinin sebebi Ang II’nin Bad/Bcl-
XL kompleks olusum siiresini belirlemekti. Aktivasyon sonunda hiicre lizatlari
hazirladi ve western blot teknigi uygulanarak Bad/Bcl-X, kompleks olusumu
incelendi (Sekil 4.9). Kontrol grubuna gore 2. dakikada aktivasyon artisi saptandi. Bu
dakikadan sonra aktivasyonun maksimum seviyede oldugu dakikanin 15 oldugu
ardindan 30. dakikada diislis saptandi. Western blot sonuglar1t 100 nM Ang II’nin
Bad/Bcl-X_ kompleks olusumunu 15 dakika igerisinde maksimum diizeyde aktive
ettigini gosterdi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II’'nin Bad/Bcel-X_ kompleks olusumu iizerine farkh
siirelerde aktivasyonlari. Hiicreler 100 nM Ang II ile yukaridaki siirelerde inkiibe edildi
ve Bad/Bcl-X kompleks olusumu incelendi. VDKH kiiltiirlerinde 100 nM Ang II’nin 15
dakikada Bad/Bcl-X_ kompleks olusumunu tetikledigi gozlemlendi (Sekil yapilan 3
deneyden bir tanesini gostermektedir. * Kontrole kars1 P<0,05).

45 VDK Hiicrelerinde Ang I'nin AT1 Reseptorii Uzerinden Akt/PKB
Fosforilasyonu
Ang II’nin, VDKH Kkiiltiirlerinde Akt/PKB’i AT1 reseptorii lizerinden aktive
ettigi literatiirde gosterilmistir [50]. Daha 6nceden yapilan ¢aligmalarda VDK
hiicrelerinde AT1 reseptor antagonisti losartan ile 10° M konsantrasyonda 1 saat
muamele edildiginde, AT1 reseptoriiniin baskilandig1 gosterilmistir [134].

Bu calismada da Ang II'nin Akt/PKB’i fosforile eden sinyallerinin ATI
reseptori lizerinden gergeklestigi gosterildi (Sekil 4.10).

Ik bant, hicbir uyarima maruz kalmamus, direkt olarak lizatlar1 hazirlanmis
kontrol hiicre grubuna ait aktivasyonu gostermektedir.

Ikinci bant, 100 nM 10 dakika Ang II uyarimmin ardindan elde edilen lizat
grubundaki hiicrelerin verdigi Akt/PKB aktivasyon cevabini gostermektedir.

Ugiincii bantta, yalmz 10 dakika 10° M losartan uygulanmis hiicre grubunun
vermis oldugu cevap gozlenmektedir ki, bir miktar inhibisyon olsa da istatistiksel
olarak bazal, kontrol seviyesinin altina diismemis olmasi, inhibisyonun
gozlenmesinde Ang II uyariminin gerekliligini gostermektedir.

Dérdiincii bant, 10 dakika 10° M losartan ve 100 nM 10 dk. Ang Il
uyariminin ardindan elde edilen hiicre lizatlarinda bazal seviyeye kadar bir diisiisiin
gbzlemlendigi Akt/PKB bandini ifade etmektedir.

Besinci bant, 10° M losartanin 30 dakika boyunca hiicrelerle inkiibasyonu
sonunda lizat haline getirilmis hiicrelerden elde edilen Akt/PKB aktivasyon
sonucunu gostermektedir ki, bu da tek basma 10 dakikalik aplikasyon sonucundan
daha belirgin olarak bir inhibisyon gergeklestirmistir.
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En son altiner bant, 30 dakika 10° M losartan uygulamasimin ardindan 100
nM 10 dakikalik Ang II uyarimiyla elde edilen hiicre lizatlarindaki Akt/PKB
aktivasyonunu gostermektedir. Bu noktada inhibisyonun tamamen gerceklestigi ve
Akt/PKB aktivasyonunun gozlenmedigi banttir.

Sonug¢ olarak Akt/PKB aktivasyonunu, Ang II uyariminca ATI1 reseptorii
tizerinden gergeklestirmektedir. Ayrica 10° M losartann 30 dakikalik
inkiibasyonunun hiicreler tizerinde Akt/PKB aktivasyonunun baskilanmasinda yeterli
olacag1 saptanmuistir.
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Sekil 4.10 VDKH’lerinde AT1 reseptoriiniin Akt/PKB iizerindeki rolii. Kontrol bandi higbir
uyarima maruz kalmamis hiicre grubunu temsil etmektedir. ikinci bant 100 nM Ang II ile
10 dakika inkiibe edilmis hiicre grubunda Akt/PKB aktivasyonunu gdstermektedir.
Ugiincii bant, 10 dakika 10° M losartan uygulamasi ardindan Akt/PKB aktivasyonunu
isaret etmektedir. Dérdiincii bant, 10> M losartan ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra 10
dakika 100 nM Ang II uyarimina maruz birakilmig hiicrelerde Akt/PKB aktivasyonunu
gostermektedir. Besinci bant, yalmiz 10° M losartan ile 30 dakika inkiibasyonun ardindan
gozlemlenen Akt aktivasyonunu belirtirken, en sonuncu ve altici bant 30 dakika 10° M
losartan ve 10 dakika 100 nM Ang II uyarimim takiben gozlemlenen Akt/PKB
fosforilasyonunu gostermektedir (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini géstermektedir. *
Kontrole kars1 P<0,05).

46 VDK Hiicrelerinde Ang II Akt/PKB Uyarimmm PI3-K Uzerinden
Gerg¢eklestirmektedir
Ang II’'nin, VDKH Kkiiltiirlerinde Akt/PKB’i PI3-K iizerinden aktive ettigi
literatiirde gosterilmistir [50]. Daha Onceden yapilan ¢alismalarda VDK
hiicrelerinde PI3-K spesifik inhibitorii wortmanin ile 100 nM konsantrasyonda 1 saat
muamele edildiginde, Akt/PKB’i baskilandig1 gosterilmistir [135].

Bu c¢alismada da Ang II’nin Akt/PKB’i fosforile eden sinyallerinin PI3-K
tizerinden gerceklestigi gosterilmistir (Sekil 4.11).

Ik bant, higbir uyarima tabi tutulmamis kontrol hiicrelerimizdeki Akt/PKB
aktivasyonunu gostermektedir. Bunu takip eden ikinci ve {iglincli bantlarda, sirasiyla
tek basina 10 dakika 100 nM Ang II ve 1 saat 100 nM wortmanin uygulamalarinin
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ardindan elde edilen hiicre lizatlarindaki Akt/PKB fosforilasyonlar1 gosterilmektedir.
Tek basina wortmanin inhibitoriiniin kullanildig: {i¢lincii bant gézlenen aktivasyonu
bazal seviyeye ¢cekememistir.

Doérdinct bantta, 1 saat 100 nM wortmanine maruz birakilan hiicreler 10
dakika 100 nM Ang II ile uyarildiktan sonra lizat haline getirilmis ve gézlenen bazal
seviyenin de altinda bir inhibisyonla Akt/PKB fosforilasyonu olmustur.

Bu bandi takiben gelen diger iki bant, sirasiyla tek basma 2 saat 100 nM
wortmanin ve son bantta 2 saat 100 NM wortmanin inkiibasyonunu takiben 10
dakika 100 nM Ang II uyarimina maruz birakilmis hiicre lizatlarindaki Akt/PKB
aktivasyonlar1 gozlenmektedir. Bu noktada baskilanmanin bazal seviyenin de
istiinde oldugu ve inhibisyonun gergeklesmedigi goriilmektedir.

Sonu¢ olarak 1 saat 100 nM wortmanin, 100 nM 10 dakikalik Ang II
uyariminin ardindan Akt/PKB blokasyonu i¢in yeterli oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.11 VDKH’lerinde Akt/PKB uyarini PI3-K iizerinden gerceklesmektedir. ilk bantta
uyarilmamis kontrol hiicre grubuna ait Akt/PKB fosforilasyonu goriilmektedir. Takip eden
ikinci ve {iglincii bantlarda tek basina Ang II (100 nM; 10 dk) ve wortmanin (100 nM; 1 sa)
uyarimlarini takiben Akt/PKB aktivasyonlar1 gosterilmektedir. Dordiincii bant Ang II (100
nM; 10 dk) ve wortmanin (100 nM; 1 sa) beraber kullanilarak Akt/PKB fosforilasyonuna
bakildig1 grup hiicreyi simgelemektedir. Besinci ve altinci bantlarda, sirasiyla tek basina
wortmanin (100 nM; 2 sa) ve Ang Il (100 nM; 10 dk) ile wortmanin (100 nM; 2 sa) beraber
kullanildigr hiicre gruplarmi isaret etmektedir (Sekil yapilan 3 deneyden bir tanesini
gostermektedir. * Kontrole kars1 P<0,05).
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4.7  Ang II Uyariminda Fosforile Proteinler Akt/PKB ve Bad, H-Ras Miktari
ve Bad/Bcl-X. Kompleks Olusumu Uzerine, PKC Inhibitorii
GF109203X, Src inhibitérii PP2 Ras Inhibitorii FPTIII ve Spesifik EGF
ve PDGF Reseptor Blokorleri Olan AG1478 ve AG1295’in Etkileri
Deney ortamina alinan primer VDKH’leri %80-90 oraninda 6-kuyucuklu

petrileri doldurduklarinda 24 saat boyunca serum-free medyumlu ortama birakildilar.

Takip eden giinde, hiicrelere 10 dakika 100 nM Ang II uygulamasindan 6nce, 2 uM 5

dakika PKC inhibitorii GF109203X, 30 dakika 10000 nM spesifik Src inhibitorii

PP2, 18 saat 10 pM Ras inhibitorii FPT III ve Spesifik EGF ve PDGF reseptor

blokorleri olan AG1478 ve AG1295 (sirasiyla, 1 uM 30 dakika; 10 uM 24 saat),

uygulamasi yapilarak inkiibe edildiler. Ardindan, daha 6nceden belirtilen prosediire

[127] gore lizatlar1 hazirlanarak Western-blot teknigi ile Akt/PKB ve Bad

fosforilasyonlarina, H-Ras varligmma ve Bad/Bcl-X_ kompleks olusumu {izerine

etkileri gozlemlendi (Sekil 4.12).

GF109203X’in 5 dakika 2 pM’lik uygulamasini takiben 100 nM Ang II ile
uyartlmis hiicrelerde belirgin olarak p-Akt aktivasyonunda bir inhibisyon tespit
edildi. Ilerleyen dakikalarda bu inhibisyonun ortadan kalktig1 gdzlemlendi (verileri
burada gosterilmemistir). Yalniz GF109203X ile uyarilmis hiicrelerde de kontrole
gore ilk 5 dakikada bir diisiisiin oldugu goriilmektedir. Istatistiksel olarak bir baska
diististe GF109203X inhibisyonunu takiben Ang II ile uyarilan hiicrelerde goézlenen
Bad proteininin fosforilasyonunda olmustur.

Spesifik Src inhibitdrii PP2’nin 30 dakika 10000 nM’lik uygulamasini
takiben 100 nM Ang Il ile uyarilan hiicrelerde, istatistiksel olarak pek anlamli olmasa
da sadece Akt fosforilasyonunda bir diisiis gézlenmistir.

Ras inhibitérii FPT III’tin 10 pM 18 saatlik inkiibasyonu, hiicrelerin 24 saat
boyunca serum-free ortama terk edilmesinden 6 saat sonra baslatilmistir. Bu zaman
sonunda 10 dakika 100 nM Ang II ile uyarilan hiicrelerde, Akt ve Bad
fosforilasyonunda, H-Ras miktarinda ve Bad/Bcl-X_ kompleks olusumunda,
istatistiksel olarak da belirgin bir diisiis gozlenmistir.

EGF-R blokorii olan AG1478, 100 nM 10 dakika Ang II uygulamasindan
once 1 uM ve 30 dakika boyunca hiicrelerle inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
yalniz Akt fosforilasyonunda anlamli bir diisiis saptanmustir.

Hiicrelerin 24 saat serum-free ortamda birakilmalariyla ayn1 anda baslatilan
10 uM’lik spesifik PDGF-R blokdric AG1295 uygulamasinin ardindan, 10 dakika
100 nM Ang II uyarimma maruz kalan hiicrelerde herhangi kayda deger bir
inhibisyon gbzlenmemistir.
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Sekil 4.12 Ang II ile uyarilan VDKH’lerinde GF109203X, PP2, FPT 111, AG1478 ve AG1295
uygulamalarimin Akt/PKB, Bad, Ras miktar1 ve Bad/Bcl-X_ kompleks olusumu
iizerine etkileri. 2uM PKC inhibitorii GF109203X’in 5 dakikalik VDKH kiiltiiriindeki
inkiibasyonunu ardinda ortama 10 dakika boyunca 100 nM Ang II uygulanmasiyla
birlikte Akt/PKB ve Bad proteinlerinin fosforilasyonlarinda belirgin bir diisiis tespit
edilmistir (A, B). Aym sekilde GF109203X’in ortamda Ang II uyarimi olmadan da
Akt/PKB fosforilasyonunu diisiirdiigii gozlenmektedir (A, B). Spesifik bir Src protein
kinaz inhibitorii olan PP2’nin, 30 dakika 10 uM’lik uygulamasinin ardindan hiicrelerin
100 nM Ang II ile 10 dakika siireyle inkiibasyonlari, yalniz Akt/PKB fosforilasyonunda
bir diisiise sebep olmustur (A, C). Ras proteini inhibitorii olan FPT III ile hiicreler 18 saat
boyunca 10 uM’lik konsantrasyonu varliginda inkiibe edilmis, akabinde 10 dakika 100
nM Ang II ile uyarilmiglardir. Bu kosullar altinda, basta Akt/PKB olmak iizere, Bad, Ras
miktar1 ve Bad/Bcl-XL kompleks olusumlarinda ¢ok belirgin diisiisler tespit edilmistir (A,
D). 30 dakika, 1 uM EGF reseptor blokorii AG1478 uygulamasinin ardindan 10 dakika
100 nM Ang II ile inkiibe edilen hiicrelerde, Akt/PKB fosforilasyonundaki diisiis, yine
ayn1 uygulamada ortamda sadece AG1478 (1 mM) varken Ras aktivasyonundaki kayip
gozlenmistir (A, E). Spesifik PDGF reseptor blokorii olan AG1295%in 10 uM 24 saatlik
uygulamasini takiben hiicrelerin 10 dakika 100 nM Ang II ile inkiibe edilmeleri
sonucunda s6z konusu hicbir proteinin aktivasyonunda bir inhibisyona rastlanmamistir
(A, F). B’den F’e kadar olan sekil dizini gbzlemlenen Western-blot sonuglarinin bar-
grafigi ifadeleridir.

4.8 VDKH’lerinde Apoptozisin Belirlenmesi ve Ang II’nin Bu Olusum

Uzerine Etkileri

Primer VDKH kiiltiirii ortaminda, hiicrelerimizi apoptozise yonlendirirken tek
basina IFN-y veya Fas-L’in yetersiz oldugunu tespit ettik (verileri burada
gosterilmemistir). Bunun {izerine, Rosner ve ark. [96] nmn 2006 yilinda
gerceklestirdikleri ¢alismay1 baz alarak, kendi laboratuvar kosullarimiza uygun bir
sekilde gelistirdik. Buna gore, deneye alinan hiicreler 24 saat serum-free ortamda
bekletildikten sonra, ortama 100 nM spesifik P13-K inhibitériit Wortmanin (1 saat
inkiibasyon), 20 uM Akt/PKB inhibitérii SH-5 (45 dakika inkiibasyon) ve 10 pM
EGF reseptor blokorii AG490 (30 dakika inkiibasyon) ilave edildi ve bu
inkiibasyonlari takiben hiicreler 80 pug IFN-y ve/veya 1,25 pg Fas-L’ a 24 saat maruz
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birakildilar. Hiicrelerin apoptotik hale gelmeleri, spektrofotometrik olarak ol¢iilen
kaspas-3 ve akis sitometresinde tespit edilen Anneksin-V degerleri ile tespit edildi.

4.8.1 <“Kaspas-3 Hiicresel Aktivite Deney Kiti” ile VDKH’lerinde Apoptozis
Sonuclari
Deney ortamina alian hiicrelerde, oncelikle maksimum apoptotik sartlar:

saglayacak IFN-y ve Fas-L ile inhibitorler arasindaki iliski ortaya koyuldu. Bunun
icin IFN-y’nin 40 pg ve 80 pg, Fas-L’in 1,25 pg miktarlar ile uygulamada yer alan
P13-K inhibitdrii wortmanin (100 nM; 1 sa), Akt/PKB inhibitorii SH-5 (20 uM; 45
dak) ve EGF reseptor blokorii AG490 nin (10 uM; 30 dak) cesitli kombinasyonlari 2
saat boyunca devam ettirilen 6lgtimlerde Sekil 4.13 de belirtildi gibi kullanilda.

Buna gore, 100 nM Wortmanin, 10 uM AG490 ve 20 uM SH-5 uygulamasini
takiben gergeklestirilen 80 mg IFN-y ve Fas-L (1,25 pg) inkiibasyonlarinda kontrol
hiicrelerine gore yaklasik 1500 katlik bir kaspas-3 aktivite artis1 gozlenmistir.

Bununla birlikte, EGF reseptor blokoriit AG490 (10 uM) ve Akt/PKB spesifik
inhibitorii olan SH-5’in (20 uM), PI13-K inhibitérii Wortmanin’den bagimsiz olarak
kullanildiklar1 ve takiben hiicrelerin IFN-y (80 pg) ve Fas-L (1,25 pg) ile inkiibe
edildikleri hiicrelerde de kontrole gore 1000 katlik bir kaspas-3 aktivite artisi tespit
edilmistir.
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Sekil 4.13  VDKH’lerinde Wortmanin, AG490 ve SH-5 varhginda IFN-y ve/veya Fas-L

Apoptozisi indiiklemektedir. 120 dakika boyunca devam edilen kaspas-3 6l¢iimlerinde
(A), 24 saat serum-free ortamda kalan hiicrelerden 1 saat 100 nM Wortmanin, 45 dakika
20 uM SH-5 ve 10 uM 30 dakika AG490 inkiibasyonlarini takiben 24 saat boyunca
uygulanan 80 pg IFN-y ve 1.25 pg Fas-L uygulamalarinda maksimum kaspas-3
aktivitesine ulagilmigtir (B). Bununla birlikte, yalniz AG490 (10 uM) ve SH-5 (20 uM)
inkiibasyonlarim1 takiben gergeklestirilen IFN-y (80 mg) ve Fas-L (1,25 png)
uygulamalarinda da kontrole gore yaklasik 1000 katlik bir artis tespit edilmistir (B) (*
Kontrole karst P<0,05). [Sekil tizerindeki yaklastirmalar; IFN-y 40, 80: IFN-y 40 ve 80
ug; Wr: Wortmanin; AG: AG490]
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4.8.2 “Anneksin V-FITC Kiti” ile VDKH’lerinde Apoptozisin Belirlenmesi

Caspas-3 kiti ile tespit edilmis maksimum aktiviteler kullanilarak
gerceklestirilen deneylerde belirlenen inhibitorler varliginda IFN-y (80 pg) ve/veya
Fas-L (1,25 pg) ile uyarilan hiicrelerin, Caspas-3 deneyimizle paralellik gostererek
apoptozise gittikleri tespit edildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 VDKH’lerinde apoptozisin Anneksin-V ile ifadesi. Tim sekillerde 4 e bolinmiis
kuadrantin sol alt kdsesi ne Anneksin V nede PI ile boyanmis saglikli hiicreleri ifade
etmektedir. Kuadrantin sag alt kdsesi yalniz Anneksin V ile boyanmis apoptotik hiicreleri
ifade ederken, sag iist tarafta yer alan ve sadece PI ile boyanmis nokrotik hiicreleri
gostermektedir. Herhangi bir uygulamaya tabi tutulmamis kontrol hiicrelerinde yalniz
%1.64’liik diisiik bir oranda apoptozis saptanmustir (A). 10 uM AG490, 20 uM SH-5 ve
100 nM Wortmanin uygulamasini takiben 24 saat 80 pug IFN-y (B) ve/veya 1,25 pg Fas-L
(C) inkiibasyonlarina tabi tutulan hiicrelerde, sirasiyla %72 ve %40 a varan apoptotik
hiicre tespit edilmistir. Yalmzca AG490 (10 pM) ve SH-5 (20 uM) inhibitérlerinin
varliginda IFN-y (80 pg) (D) velveya Fas-L (1,25 pg) (E) inkiibe edilen hiicrelerde ise,
sirastyla %29 ve %]17’e varan oranlarda apoptotik hiicre gbézlenmistir. [I: Wortmanin +
AG490 + SH-5; S: Ag490 + SH-5]
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4.8.3 VDKH’lerinde Ang II Apoptotik Etkilerini ATIR Uzerinden
Gostermektedir
VDKH’lerinde apoptotik ortam yaratmak i¢in kullandigimiz inhibitérler
(Wortmanin, AG490 ve SH-5), Ang II’nin bilinen PI3-K Akt/PKB sinyal yolu
tizerinden gosterdigi anti-apoptotik etkilerini [50] kisitladigindan dolayi, uzun siireli
Ang II (100 nM) inkiibasyonlariin yarattigimiz apoptotik ortam {izerine etkilerini
gozlemledik.

Bu etkileri gozlemlerken, apoptotik diiz kas hiicreleri 100 nM Ang Il ile 1 ila
4 saat aralarinda degisen zamanlarda inkiibe ettik. Gosterdigi etkinin, hangi reseptor
tizerinden oldugunu tespit etmek amaciyla, belirtilen zamanlarda 100 nM Ang 1l ile
inkiibasyondan Once ortama bilinen spesifik AT2 reseptor blokorii PD123,312 (10
uM) 30 dakika boyunca verildi.

Deney sonucunda, ilk 3 saat icerisinde 100 nM Ang II uygulamas1 ortamdaki
kaspas-3 aktivitesini bazal seviyeye gore diisiirmedigi ve bir miktar arttirdigi, ayrica,
yapilan Anneksin V-FITC deneyleri ile gosterilmistir (Sekil 4.15).

Ang II bu etkisini, AT1 reseptorii lizerinden gosterdigi, ortama ilave edilen
spesifik AT2 reseptor blokorii PD213,312 (10 uM) varliginda dahi, kaspas-3 ve
Anneksin V-FITC deney sonuglarini tekrarlamasindan dolayi tespit edilmistir (Sekil
4.17).
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Sekil 4.15 VDKH’lerinin apoptozise yonlenmelerinin ardindan Ang II apoptotik etkilerini
ATIR iizerinden devam ettirmektedir. Hicbir uyarima maruz kalmamis kontrol hiicre
grubu (A). VDKH’lerinde, 100 nM Wortmanin, 20 uM SH-5 ve 10 uM AG490
uygulamasini takiben 80 ug IFN-y ile uyarilarak apoptozise gotiiriilen VDKH grubunda,
Anneksin V-FITC ile isaretlenmis yiizde (%67 — kuadratta sag altta) apoptotik hiicre
grubu (B). Belirtilen kosullarda apoptozise yonlendirilmis hiicre grubunun 100 nM Ang I1
ile 1 saatlik inkiibasyonu sonucu apoptotik hiicre grubu yiizdesi (%47) (C). Apoptozise
gotiiriilen hiicrelerin 4 saat 100 nM Ang II ile inkiibasyonlari sonucunda ortamdaki
apoptotik hiicre ylizdesi (%54) (D). Apoptotik kosullar altindaki VDKH’leri 30 dakika 10
uM spesifik AT2R blokorii PD123,321 ile muamelesinin ardindan 4 saat 100 nM Ang 11
ile inkiibasyonlar1 neticesinde ortamda meydana gelen apoptotik hiicre yiizdesi (%67) (E).
Akis sitometresinde Anneksin V-FITC ile isaretlenerek gosterilen ayni apoptotik hiicre
gruplarinda dl¢iilen kaspas-3 aktiviteleri (pmol/dak) (F). [I: Wortmanin, AG490 ve SH-5]

4.9  VDKH’leri pCH110 DNA’s1 ile Tranfekte Olmuslardir

Primer VDKH kiiltiiriiniin hangi oranlarda transfektan (FUGENE) ve DNA
gerektirdigini ve transfekte olup olamayacaklarini teyit etmek amaciyla, transfekte
oldugunda hiicreyi X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-
galaktopiranozid) substrati varliginda indigo-mavisine boyayan pCH110
DNA’s1 kullanildi.

Tablo 3.5 de verilen DNA (ng)/FUGENE (uL) oranlarina gore
gercgeklestirilen deneylerde en iyi sonucun 3 pug DNA’a karsilik 6 uL FUGENE ve
yine aym1 deneyde 4 pg DNA’a karsilik gelen 8 plL FuGENE kullaniminda
gerceklestigi bulunmustur (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 VDKH’lerinin pCH110 DNA’s1 ile transfeksiyonu. Transfekte olmus tek bir
VDKH’sinin morfolojik durumunu gosteren fotograf (A). 1 ug DNA miktarina karg1 2 puL
FuGENE kullanildiginda transfekte olan hiicreler (kirmizi oklar) ile halen morfolojik
yapisint muhafaza eden hiicreleri gosteren fotograf (B); hiicreler yeterli bir yiizde ile
transfekte olmadiklar1 gozlendi.. DNA orani ile birlikte FuGENE arttirildiginda, (6:12)
transfekte olan hiicrelerin sayis1 azaldigi gibi, canli hiicre sayisinda da diisiis gézlenmistir
(C). DNA miktarinin 3 ve 4 ug ve buna karsilik olarak FuGENE miktarininda, sirastyla, 6
ve 8 uL oldugu transfeksiyonlarda (D ve E), hiicre yogunlugunun ve buna transfekte olan
hiicrelerin fazlahigi dikkat ¢cekmistir. Yapilan hiicre sayimlarinda daha fazla transfekte
olan diiz kas hiicre grubunun, 3 ng DNA’ya karsilik 6 L. FuGENE kullanildig1 (E) deney
ortaminda saglandigi tespit edilmistir.

49.1 VDKH’lerinde c-H-Ras"”’ DNA’smin Transfeksiyonu Western-Blot
Teknigi ile Gosterilmistir
pCH110 DNA transfeksiyonundaki 3:6 [DNA (ng): FUGENE (uL)] orami
kullanilarak — gergeklestirilen deney sonrasinda gergeklestirilen Western-blot
deneylerinde H-Ras miktarindaki artis gosterilerek (Sekil 4.17), VDKH’lerinin c-H-
Ras™'’ DNA’s1 ile hiicre i¢i fazlalig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.17 Ras™' transfeksiyonundan sonra artrms Ras miktar1. Normal kosullar altinda 100 nM
Ang II ile 5 dakika boyunca inkiibe edilen VDKH’lerine gére, Ras transfeksiyonu yapilan
hiicrelerde yaklagik 3 kat artmis Ras miktar1 gézlenmistir.

492 Miktar Olarak Fazla H-Ras"’ liceren VDKH’leri Azalms Akt
Fosforilasyonu ve Bad/Bcl-XL Kompleks Olusumuna Sahiptir
Fazla miktarda H-Ras"' igeren vaskiiler hiicre popiilasyonlarinin onkojenik
hale gelebildikleri [113], EGF reseptor islevsizligine [117] ve morfolojik degisimlere
[116] sebebiyet verebilmelerinden dolayi, akla gelen PI3-K / Akt hiicre anti
apoptotik yolunu etkileyebilecegi yoniindedir.

Bu noktada, Ras transfeksiyonun ardindan ortamdaki Akt/PKB
fosforilasyonuna ve bunu takiben Bad/Bcl-X_ kompleks olusumu goézlemlendi.
Western-blot yontemi ile gosterilen aktivasyonlar, bu protein ve kompleksin azaldig
yoniindedir (Sekil 4.18).

Aktivasyonunda diisiis tespit edilen Akt/PKB proteini, akla apoptotik
sartlarimiz1 sagladigimiz kosullar1 getirdiginden, ayn1 kosullarda dl¢iilen kaspas-3 ve
Anneksin V degerlerinde herhangi bir artis gézlenmedi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Ras transfeksiyonu sonrasinda azalmis Akt/PKB fosforilasyonu ve Bad/Bcel-XL
kompleks olusumu. Fazla miktarda Ras igeren VDKH’lerinde, normal sartlarda 10
dakika 100 nM Ang II ile aktive olmus Akt/PKB fosforilasyonu (A) ve Bad/Bcl-XL
kompleks olusumu (B), yaklagik % kat azalmis olarak saptanmustir.

4.9.3 Anti-Apoptotik Faktor Olarak Bilinen Ang II ile Muamele Edilmis Fazla
Miktarda Ras Iceren VDKH’lerinde Akt/PKB Fosforilasyonunda ve
Bad/Bcl-X,. Kompleks Olusumunda Bir Artis Gézlenmedi
Normal kosullar altinda Akt/PKB fosforilasyonunu ve Bad/Bcl-X kompleks

olusumunu arttirdigin1 gosterdigimiz (Sekil 4.2 ve 4.8) Ang II’'nin 100 nM 10

dakikalik uyariminda, Ras yogunlugu fazla olan hiicrelerde artmis bir Akt

aktivasyonu ve Bad/Bcl-XL kompleks olusumu gézlemlenmemistir.

Burada elde ettigimiz Western-blot sonuglari, Ang II (100 nM) uyarimi
olmadan Ras miktar1 fazla olan hiicrelerde direkt olarak gozlemledigimiz (Sekil 4.18)
sonuglar ile paralellik arz etmekte oldugundan veriler buraya yansitilmamustir.
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410 Fazla Miktarda Ras Iceren VDKH’lerinde IFN-y Uyarimh
Olusturulmaya Cahisilan Apoptozis Basarisiz Olmustur
Spesifik PI13-K inhibitorii olan Wortmanin’nin 100 nM 1 saatlik, Akt/PKB
inhibitorii SH-5’in 20 uM 45 dakikalik ve EGF reseptor blokorii AG490°’nin 10 uM
30 dakikalik daha 6nceden Ras™'’ ile transfekte edilmis VDKH ile inkiibasyonunun
ardindan 24 saatlik 80 pg IFN-y uyarimina tabi tutulan ortamda apoptotik belirtegler
olan kaspas-3 ve Anneksin V olglimleri gergeklestirilmistir.

Normal sartlar altinda, artmis kaspas-3 aktivitesi ve belirgin bir oranda
Anneksin V isaretlenmesiyle, apoptotik kosullarin olusturuldugu bu uyarim, Ras ile
transfekte edilmis VDKH’lerinde bir farklilik yaratmamaistir. Sonug olarak, artmis bir
kaspas-3 aktivitesi veya Anneksin V ile isaretli apoptotik hiicre yiizdesinde bir
degisim Ol¢iilmemistir (Sekil 4.19).

RasN17 Transfekie Hiicre

A 103(~ E Jg— - — .
3 7.0% 10 \ 8.5%

pr | 2L 2| . A

b 57% 2 4.2% |

i | ‘

.‘i : Wm-o—w—-v—v o~ rond J; —r T T TINY -“4

g 1:)? 10° 109
Kontroel v 80 pg +1

- 4

Anneksin-V FITC

Kaspas-3 Aktivitesi

Kontrol RasN17 +IFN-y +1

Kaspas-3 Aktivitesi (pmol/dak)

Sekil 4.19 Ras™" ile transfekte edilen VDKH’lerinde apoptozis uyarilamamistir. Fazla miktarda
Ras igeren VDKH’leri, Wortmanin (100 nM; 1 sa), AG490 (10 mM;30 dak) ve SH-5 (20
mM; 45 dak), sirasiyla, PI3-K, EGF-R blokorii ve spesifik Akt/PKB inhibitorleriyle
belirtilen zamanlarda uyarilmalarinin ardindan 24 saat boyunca 80 mg IFN-y’a maruz
birakilar apoptozise gotiirilmeye ¢alisildi. Sekilde Uyarilmamis transfekte kontrol grup
hiicrelerine gore Anneksin V-FITC ile isaretlenmis apoptotik hiicre sayisinda ne de
kaspas-3 aktivitelerinde belirgin bir artis gézlenmistir.
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TARTISMA

Vaskiiler yapi, aktif, esnek ve biitiinlesmis bir organdir (Sekil 2.1). Bununla
birlikte, statik bir organ degildir; birimler dinamiktir devamli sekil degistirirler ve
bundan dolay1 da fizyolojik ve patolojik uyarilara cevaplari artar, azalir ya da
yeniden organize olurlar [24]. Siralanan bu 6zellikler sebebiyle, literatiirde her yil
vaskiiler hiicre grubu ile yapilan artan sayida ¢alismalar bulunmaktadir.

Vaskiiler yapinin baslica uyaranlarindan biri, birgok etkiye sahip
multifonksiyonel bir peptid olan Ang II’dir; hiicre biiyiimesinden apoptozise,
proenflamatuar olarak hiicre go¢ili ve proliferasyona ve diger biiylime faktorlerinin
(EGF, PDGF gibi) uyarimina kadar, sorumlulugu ¢ok yonliidiir [33].

Ang II’nin bilinen bir¢ok fizyolojik etkisi, vaskiiler yapiyr da kapsayan pek
cok doku ve hiicre ylizeyinde yer alan, yaklasik 40 kDa agirliginda ve 359 amino
asitten meydana gelmis, AT1R tizerinden gerceklesir [11]. Ang II’nin ¢ogu vazoaktif
etkisi AT1R {lizerinden gerceklesse de, AT1R’lerinin antagonize edilmesi ile VDKH
pro-apoptotik ve anti-proliferatif degisimlerin AT2R’leri tlizerinden gergeklestigi
gosterilmistir [11].

Ang II’nin uyardig: sinyal yolaklari, bir¢ok vaskiiler diiz kas hiicre proteinini
tirozin biriminden fosforiller. Bu durum, ATI1 reseptoriiniin kendisi i¢in de gegerli
oldugu gibi, PI3-K’1 da kapsar [37] (Sekil 2.4). PI3-K’in major iriinleri hiicre
yasamsalligini, metabolizmayi, iskeletsel yapisallasmayr ve membran trafigini
indiikler ve  VDKH biiylimesinin regiilasyonunda o6nemli bir rol oynadigi da
gosterilmistir [55]. PI3-K, karakteristik olarak tirozin kinaz reseptorleri ile iliskilidir
ve ATI reseptorleri tarafindan da aktive edilir [56, 57].

Akt/PKB, Ang ll-uyarimli VDKH’lerinde PI3-K asag1 yolaginda 6nemli bir
hedef olarak gosterilmektedir. Akt, p70S6-kinazi aktive ederek protein sentezini
regiile eder ve Ca?* kanallarini indiikleyerek aortik hiicrelerde Ang II-uyarimh Ca?*
cevaplarint modiile eder. Akt/PKB, ayrica, VDKH’lerini apoptozisten korudugu ve
kaspaslart inhibe ederek c-Myc ve Bcl-2 uyarimlari ile hiicre yasamsalligini
diizenledigi gosterilmistir [57]. VDKH’leri Ang II sinyalizasyonunda PI3-K’1n kesin
rolii belirlenememis olsa da, bu kompleks yol mitojenezis ve apoptozis arasindaki
dengenin kontroliinde rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Bu noktada, ¢calismamizda oncelikli olarak gerceklestirdigimiz Ang II doz ve
siire uygulamalarinda, 100 nM Ang II’'nin 10 dakika icerisinde Akt/PKB’i aktive
ettigi gozlemlendi (Sekil 4.2 — 4.3). Bu asamanin ardindan yukarida, yapilan
calismalarda da gozlendigi gibi, PI3-K’in spesifik inhibit6rii olan wortmanin (100
nM) kullanilarak Akt/PKB fosforilasyonunda bir diisiis saptandi (Sekil 4.5).
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Yaptigimiz bir diger deneyde, 10° M ATIR blokérii losartanin 30 dakika igerisinde
tamamen Akt/PKB’i bloke ettigi tespit edildi (Sekil 4.4).

Literatiir bilgisiyle tamamen paralellik gosteren bu deneylerin 1s181inda; Ang
II’'nin Akt/PKB’i AT1R’i iizerinden aktiflestirdigi ve bu yolak iizerinde PI3-K’in
kesinlikle rol aldig1 tekrardan ispatlanmistir.

Hiicre yasamsalliginda ¢ok 6nemli bir sinyal kaskadi olan PI3-K Akt/PKB
yolu [50], bu sinyallerini Akt/PKB’nin fosforilasyonunu takiben esas olarak iki yol
tizerinden gergeklestirir; NF-xB [136] ve Bad proteinini fosforile ederek, aktif
Bad’in bir mitokondriyal protein olan Bcl-2 aile iiyesi Bel-X, proteini ile kompleks
olusturarak [137]. Bu noktada apoptotik sartlarda da onem kazanacak olan Bad
proteininin [137] fosforilasyonuna ve bu proteinin Bcl-X, ile yaptigi kompleksin
aktivitesine Ang II uyariminda bakildi (Sekil 4.4 ve 4.8). Buna gére Ang II’'nin 100
nM konsantrasyonunda 10 dakikalik bir stimiilasyonunun Bad proteininin
fosforilasyonunda ve takip eden Bad/Bcl-X, kompleks olusumunda yeterli olacagi
tespit edildi. Boylelikle, hiicre yasamsalliginda Ang II uyarimini takiben izlenen
olas1 bir sinyal yolunun bu olabilecegi gosterildi.

Ang II, diger biiyiime faktorlerinden EGF ve PDGF iizerinde, bu reseptorlerin
transaktivasyonunda da rol almaktadir [138]. Bu etkisinde, 6zellikle bir protein kinaz
olan Src’nin rolii de literatiirde gosterilmistir [139]. EGF’in Akt/PKB uyarimindaki
rolii [140] distiniilecek olursa, Ang II’'nin Akt/PKB fosforilasyonu iizerine EGF
reseptOr transaktivasyonu iizerinden ne kadar etkili olabilecegi, Ang II’'nin Akt/PKB
tizerindeki etkilerini yalniz PI3-K iizerinden gostermediginin bir kanit1 olabilir. Bu
diisiince ile spesifik Src inhibitériic PP2 (10 uM; 30 dk) ve EGF-R blokori
AG1478’in (1 uM; 30 dak) kullanilmasi ile Akt fosforilasyonu gozlemlendi (Sekil
4.12). Elde ettigimiz veriler 1518inda, Src’nin Akt fosforilasyonunda kismen rol
oynayabilecegi, EGF-R’niin de bu fosforilasyonda etkili oldugudur. Literatiirde de,
ortama disaridan verilen EGF’in, reseptorii bloke oldugunda Akt fosforilasyonunda
bir diisiis oldugu yoniindedir [141].

VDKH’lerinde, Ang II uyarimina bagl olarak aktiflesen PLC ve PKC gibi
tirozin kinazlar ayni zamanda PI3-K’in da hedef molekiillerindendir [142, 143].
PLC’nin vaskiiler yenilenmede ve proliferasyonda [37] ve PKC’nin de &zellikle
hipertrofik sinyal yollarindaki etkisini PI3-K tizerinden gergeklestirdigi bilinmektedir
[37]. Bizde normal sartlar altinda, kullandigimiz spesifik PKC inhibitori
GF109203X (2 uM; 5 dk) (Sekil 4.12) varliginda Akt/PKB fosforilasyonunda gegici
bir inhibisyon gozlemledik. Aymi konsantrasyonda devam eden siirelerde
gerceklestirdigimiz deneylerde (verileri sunulmamistir) Akt/PKB fosforilasyonunu
arttig1 gozlemlendi. Ayni, gecici ve fazla olmayan diisiis Bad fosforilasyonunda da
gozlenmistir (Sekil 4.12). Bu noktada literatiirde kesin bir bulguya rastlamamakla
beraber, Evangeline ve ark tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada [144]
insiilin uyarimli Akt aktivasyonunun Ang II tarafindan PKC-a {iizerinden inhibe
edildigi ve deney esnasinda 30 dakika boyunca 2uM GF109203X inhibitori
kullanildig1 gosterilmistir. Spesifik PLC inhibitorii U73122 ile yaptigimiz deneylerde
herhangi inhibisyona rastlamadigimiz i¢in sonuglart calismamizda gésterilmemistir.
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Ras proto-onkogen ailesi, memeli hiicrelerinin farklilagma ve biiylimesini
regiile eden birgok 21-kDa’luk guanin niikleotid-baglayan proteinlerden olusur [107].
Ras aktivitesini regiile eden iki protein ailesi saptanmistir; Bunlar GDP’nin
salimimmin katalizleyen guanin niikleotid-salinim faktorleri ve Ras inaktivasyonunu
ve GTP hidrolizini ¢abuklastiran GTPaz-aktifleyici proteinlerdir [112]. Son yapilan
calismalarda da, Ras’in, VDKH’lerinde farklilasma ve biiylimenin kritik bir
regililatuar molekiilii oldugu saptanmustir [116].

VDKH’lerinin c-H-Ras onkogeni ile transfeksiyonu, morfolojik degisimler,
tutarsiz biiyiime, gelismis mitojenik cevapsizlik ve kazanilmis EGF cevapsizligi ile
karakterize bir transformasyon islemini, uyarir [117]. Soylenenlerin 1s1g8inda,
aterojenezis ve karsinojenezis arasinda, VDKH’lerinde biiyiime-iligikli sinyal
iletimini onkojenik Ras’in etkileme kabiliyeti, Ras’in aterojenik islemde rol
alabilecegini diisiindiirmektedir [118].

Literatiirdeki bircok veri, Ozellikle hiicre yasamsalliginda ve hiicresel
davranisi etkileyen efektor yollari ve Ras’in kendisinin 6nemli bir rol oynayabilecegi
yoniindedir.

Iste bu noktada, biz de, 6ncelikli olarak normal sartlar alinda VDKH’lerinde
Ras molekiiliiniin, Ang II'nin doz ve silire uygulamalarina verdigi cevabi
gozlemlemek istedik. ilk olarak Ang II’nin ¢esitli konsantrasyonlarinda
hazirladigimiz deney diizenegi igerisinde 100 nM Ang II uygulamasi, Ras’in miktar
artisindaki maksimum doz olarak tespit edildi (Sekil 4.6). Ardindan, 100 nM Ang 11
uygulamasmin sabit oldugu zaman skalasinda, Ras miktarmin ilk iki dakika

icerisinde arttig1 ve gecen yarim saat icerisinde bu artisin diistiigli gozlemlendi (Sekil
4.7).

Bu sonuglar, Ras’in Ang II tarafindan indiiklenebildigini ve Ras’m bir
membran proteini oldugu goz oniine alindiginda, literatiirde bulunan ¢aligmalarla da
[145, 146] paralel olarak ilk iki dakika igerisinde reaksiyonun gerceklestigini
dogrulamaktadir. Ayrica, gosterilen Ras seviyelerinin sitozoldeki fraksiyonu oldugu,
gerceklestirdigimiz deney prosediirii tarafindan desteklendigi diisiiniildiigiinde,
proteinin membran fraksiyonuna ayrica bakilmasina gerek kalmamastir.

Ang II uyarimima bagli olabilecegini gosterdigimiz Ras miktarindaki arts,
kendi spesifik inhibitoérii FPT IIT (10 uM; 18 sa) uygulamasini takiben 2 dakika 10
nM Ang II ile inkiibe edilen VDKH kiiltiirii ortaminda Akt/PKB fosforilasyonunu
bloke etmistir. (Sekil 4.12). Bu sonug, Ang II uyariminin Ras proteini iizerinden
Akt/PKB fosforilasyonuna olan etkisini dogrulamaktadir. Benzer bir inhibisyon
EGF-R blokorii AG1478 varliginda da tespit edilmistir (Sekil 4.12). Boylelikle EGF-
R’niin Ras tizerinden Akt/PKB fosforilasyonuna olan etkisi gosterilmistir.

Buraya kadar bulmus oldugumuz sonuglar, Ang II’nin hem PI3-K iizerinden
hem de EGF-R transaktivasyonunu takiben Ras proteininin rol aldigi sinyal yolu
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tizerinden Akt/PKB iizerinde etkili oldugunu ortaya koymaktadir ki, bu da literatiir
bilgileriyle paralellik gostermektedir.

Apoptozis, normal gelisim esnasinda, intrensek sinyaller tarafindan
tetiklenebilir. Boyle bir durum, baglantinin kaybolmasi veya hemodinamik
parametrelerdeki degisimler, yasamsal faktorlerin geri ¢ekilimi, bir i¢ saate cevaben,
hiicrenin kendini-yok etmesine (hiicre intihari, programli hiicre 6liimii) dayanan bir
i¢ programi aktive etmesiyle olusur [63]. Her hiicre, aktif bir sinyal ile aksi
sOylenmedigi takdirde, kendini-yok edecek yolaga baglanmaya hazir intihar
mekanizmasinin tiim birimlerini barindirir.

VDKH apoptozisi, in-vitro olarak, protein kinaz c¢ inhibitdrleri, kalsiyum
kanal blokorleri, ACE inhibitorleri, cAMP-bagimli protein kinaz stimiilatorleri [94]
ve metelloproteinaz tip 3 doku inhibitorleri [95] gibi birgok faktor tarafindan,
indiiklenebilir. Buna karsin, bu faktorlerin pro-apoptotik etkilerinin klinik tatbikata
uygunluklar1 halen tartigiimaktadir.

VDKH’leri 6liim reseptorii Fas’1 eksprese edebilirler, fakat Fas’in kismi
olarak intraselliiler sekestrasyonuna bagli olarak goreceli bir bicimde Fas-uyarimli
apoptozise dayaniklilik gosterir [96]. Plaklarda mevcut olan enflamatuar
sitokinlerden IFN-y VDKH’lerini Fas-L-uyarimli 6liime gotiirebilir [96].

Aslinda, monositler/makrofajlar, direkt olarak VDKH apoptozunu Fas veya
TNF-R1 [100-102], nitrik oksit ile [101] ve interlokin-1p, TNF-o gibi sitokinler ile
indiikleyebildigi gibi, enflamatuar hiicrelerden salinan IFN-y [92] ile de VDKH’lerini
apoptozise duyarli kilabilir. Fas’in hiicre ylizeyine gonderilmesi, VDKH o6liimiinii
olusumu i¢in 6nemli bir mekanizma olabilir [96].

Yapilan onciil galismalarda (verileri burada gosterilmemistir), VDKH kiiltiirii
ortamina verilen ¢esitli konsantrasyonlardaki IFN-y ve Fas-L sonrasinda
gerceklestirilen kaspas-3 ve Anneksin V-FITC ile isaretlenmis hiicrelerin akis
sitometresindeki verileri, yukarida bahsi gecen calismalar1 dogrularcasina, hiicrelerin
apoptotik bir ortamdan uzak oldugunu gostermistir. Bu ortami, yaratabilmek
amactyla Rosner ve ark’nin [96] yaptigi calismayr manipiile ederek, materyal ve
metod da bahsedilen kendi sart ve kosullarimiz altinda VDKH Kkiiltiirii ortamina
uyguladik. Go6zlemlenilen sonuglar, kaspas-3 ve Anneksin V-FITC verileri (Sekil
4.13 ve 4.14), hiicrelerin apoptoza gittigini teyit etmistir.

Apoptotik ortami yaratirken kullandigimiz inhibitorler dikkat ¢ekicidir. Her
biri (Wortmanin, PI3-K inhibit6rii; SH-5, Akt/PKB inhibitorii; AG490, EGF-R
blokorii) hiicrenin yasamsalligini korurken izledigi sinyal yollar1 {izerinde yer alan
molekiillere ait blokorlerdir. Ozellikle, deneylerimizin en basinda, literatiirdeki
verileri dogrularken, Ang II’nin anti-apoptotik bir ajan oldugunu ve hiicre igerisinde
bu sinyallerini iletmek i¢in PI3-K Akt/PKB yolunu kullandigini hatirlamamiz
gerekir. Biz de, bu noktada, Ang II’nin anti-apoptotik etkilerini ortaya ¢ikarmak igin,
etkin konsantrasyonu olarak tespit ettiimiz 100 nM’lik miktarini, daha dnceden
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apoptozise gotiirdiigiimiiz VDKH ortamina 4 saate kadar uyguladik (Sekil 4.15). Bu
stire zarfinda, uygulamadan beklentimiz, hiicrelerdeki apoptotik aktivitenin diismesi
yoniindeydi. Ne var ki, diisiincelerimizin tam tersine, ilk saatten 4 saate kadar 100
nM Ang II ile inkiibe edilmis apoptotik hiicre kiiltiirii ortami;, uygulamanin ilk
saatindeki kaspas-3 aktivasyonunda ve Anneksin V-FITC ile isaretli apoptotik
hiicrelerde, Ang II uyarimina tabii olmamis apoptotik hiicre grubuna gore bir diisiis
goriilse de (istatistiksel olarak degerli goriilmemistir), kontrol grubu ile
kiyaslandiginda halen 1300 kata varan bir fark gozlenmistir. 4 Saatlik Ang II
inkiibasyonunun sonunda ise, ulasilan degerler, apoptoza giden hiicrelerin gostermis
oldugu aktiviteye yaklagmistir (Sekil 4.15). Ayn1 anda gergeklestirilen ve Ang II’nin
bu siliregte hangi reseptor iizerinden aktivitesini devam ettirdigini belirlemek
amaciyla, ortama spesifik AT2 blokdri PD123,321 (10 uM; 30 dak) verildi. Bu da
apoptotik etkinin AT1R {izerinden devam ettigini gosterdi (Sekil 4.15).

Gozlemledigimiz bu sonug, literatiirde Ruiz ve ark’nin [147] gergeklestirmis
oldugu calismay1 dogrular niteliktedir. Ancak, Ruiz ve ark’nin ¢aligmasinda, so6z
konusu edilen intraselliiler Ang II’dir. Bu da, ¢calismamizin bu noktasinda, Ang II’nin
apoptotik aktivitesini devam ettirmek i¢in kullandigini1 6ne siirdiigiimiiz AT1R niin
de bloke edilip, verilerimizin tekrarlanmas1 gerekliligini gdstermektedir.
Ekstraselliiler olarak tatbik edilmis Ang II varliginda, AT1-R blokorii Losartan’nin
kullanildig1 bir deney diizeneginde, yarattigimiz apoptotik ortamin halen aktivitesini
devam ettirmesi, bizim buldugumuz sonuglar1 daha pekistirecegi kanaatindeyiz.

Apoptotik VDKH Kkiiltiirii ortaminda gerceklestirdigimiz bu deneyler, hiicre
ici Akt/PKB aktivitesinin azalmasi ile birlikte hiicrenin yasamsalliga giden sinyal
yollarindan en 6nemlilerinden birinin PI3-K/Akt yolunun oldugunu géstermektedir.
Bununla birlikte Sekil 4.14 de gostermis oldugumuz bir sonugta, Akt/PKB’1 hiicrenin
yasam savaginda verdigi bu miicadelede bir adim 6ne c¢ikarmaktadir. Sekil 4.14 de
yer alan kaspas-3 aktivitelerinden biri hayli dikkat ¢ekicidir; Apoptotik ortamin
saglanmasinda, yalniz Akt/PKB ve EGFR blokdriiniin yer aldigi deney diizeneginde
de, kaspas-3 aktivitesi kontrole gore yaklasik 1000 kat artmis géziikmektedir.

PI3-K inhibitorii Wortmanin ortamda bulunmazken, VDKH’lerinin Akt
inhibitorii SH-5 ve EGFR blokorii AG1478 varliginda kayda deger bir apoptotik
ortam sunuyor olmasi, Akt/PKB’nin hiicrenin yasamsallik/apoptozis dengesinde
nasil 6nemli bir kavsak molekiilii olabilecegini gostermektedir. Bunun yaninda, ayni
ortamda halen PI3-K’in baskilanmamis olmasi, Ang II’nin olas1 bir anti-apoptotik
etkisini gosterebilmesi bakimindan, yine bizim bir a¢igimiz gibi goriilmektedir.

Ras proto-onkogen ailesi, memeli hiicrelerinin farklilagma ve biiylimesini
regiile eden birgok 21-kDa’luk guanin niikleotid-baglayan proteinlerden olusur [107].
Bu GTPazlar, mitojenezis sirasinda biiyiime-ilisikli gen ekspresyonlarinin
modiilasyonlarin1 da iceren birgok cevabi doguran hiicre yiizey reseptor tirozin
kinazlarin aktivasyonlarini eslestirir [108, 109].

Yabani-tip Ras’in fazla miktarlarda bulundugu, NIH/3T3 hiicre kiiltiirlerinde
onkojenik transformasyon ile iligkili bulundugu [113] gibi transgenik farelerde
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timorlerin  gelismesinde de rol aldigi saptanmistir [114]. Ras mutantlarinin
laboratuvar hayvanlarinda [103] oldugu kadar insanlarda da [115] tiimdr olusumuna
katki sagladigi vurgulanmistir. Son yapilan ¢alismalarda da, Ras’in, VDKH’lerinde
farklilagsma ve biiylimenin kritik bir regiilatuar molekiilii oldugu saptanmistir [116].

Biz de yukarida bahsi gegen literatiir bilgilerine dayanarak, VDKH’lerimizin
Ras geni ile transfeksiyonunu gerceklestirdik (Sekil 4.17). Oncelikli amag, Ras
transfeksiyonu ile kiltire edilmis VDKH’lerinde onkojenik bir tablo yaratmakti.
Ancak, ger¢eklestirdigimiz transfeksiyon gecici oldugundan (hiicrelerin pasajlanmasi
ile genetik aktarirm ortadan kalkacagindan), fazla miktarda Ras igeren
hiicrelerimizde, onkojenik, tiimoér olusturacak sartlart gosterebilmek acgisindan
kullanmis oldugumuz bir hayvan modeli deneyi bulunmamaktadir.

Ras proto-onkogen ailesinin, gostermis oldugu karakterden (farklilagsma ve
biiylimeyi regiile etme [114]; onkojenik transformasyon [113] gibi) yola ¢ikarak, 10
dakika 100 nM Ang II ile uyarilmis fazla miktarda Ras i¢eren VDKH’lerinde
ozelikle Akt/PKB ve Bad/Bcl/X_ kompleks olusumu aktivitelerine Western-blot
teknigi ile bakild1 (Sekil 4.18). Yiiksek miktarlarda Ras barindiran hiicrelerde, Ang 11
uyarmmini takiben, Akt/PKB fosforilasyonunu ve Bad/Bcl-X_ kompleks olusumunun
distiigiinii gézlemlendi.

Onkojenik veya kanser hiicreleri ele alindiginda, kabaca apoptotik
mekanizmalarin durduruldugu, hiicrenin immortal olarak devamliligini sagladigi
sartlar diistintildiigiinde, Akt/PKB tarafindan fosforillenerek aktif halde bulunamayan
Bad proteininin Bcl-X_ ile kompleks olusturmasi ve hiicre tarafindan yasamsalligin
desteklenmesi miimkiin olmayabilir. ~Gergeklestirdigimiz Ras transfeksiyonu ile
immortal hale doniismesi olast VDKH kiiltiiriinde, bdyle bir aktivite diisiisiinii
gbzlemlemekte kaginilmazdi.

Son olarak, fazla miktarda Ras igeren VDKH’lerini, Wortmanin (100 nM),
SH-5 (20 uM) ve AG490 (10 uM) varliginda belirlemis oldugumuz 80 pg IFN-y ile
apoptozise siriiklemek istedik. Ancak, saptamis oldugumuz kaspas-3 aktiviteleri ve
Anneksin  V-FITC isaretli hiicrelerin akis sitometresinde gostermis olduklari
yiizdelere dayanarak, normal kosullar altinda apoptoza siirliklemis oldugumuz
hiicrelerdeki verilerle kiyasla, hicbir aktivite, dolayisiyla apoptozis tespit edilmedi.

Oncelikli olarak bdyle bir sonug, hiicrenin yasamsalligina giden sinyalizasyon
yolu tizerinde 6nemli bir rol oynayan Bad/Bcl-X kompleks olusum seviyelerindeki
diisiistin  hiicreyi daha kolay bir sekilde apoptoza ydnlendirebilecegi yoniinde
olmasma karsin tam tersinin, hiicrenin apoptotik aktivite gostermemesi fazla
miktarda Ras igeren VDKH’lerimizin immortal hale gelmis olabilecegi diisiincesini
pekistirmektedir. Bununla beraber, bdyle bir durumda hiicrelerin apoptoza
stirliklenmeleri i¢in gereken sinyal yolu PI3-K Akt/PKB yolundan farkli olabilir.

Toparlayacak olursak, kisaca, normal ve apoptotik sartlar altinda Akt/PKB
molekiilli, hiicrenin yasamsallig1 ile 6liimii arasinda yer alan bir kantar misali gibi
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hiicreyi her iki yonde dengede tutmaktadir. Elbette, bu savin desteklenmesi ve olasi
onkojenik (tiimorojenik) sartlarin kabul gordiigii sistemler altinda da bu ¢aligmalarin
desteklenmesi gerekmektedir. Calismamizda toparladigimiz bu verilerin ileriki
calismalara giivenilir bir kaynak olabilecegi diisiincesindeyiz.
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Calismamizin sonucunda, normal sartlar altinda VDKH’lerinde Ang II
uyarimia cevaben Akt/PKB, Ras miktar1 ve Bad/Bcl-X_ kompleks olusumuna
bakilmistir. Bununla birlikte, ayni sinyal yolu {izerinde kullandigimiz Ang II reseptor
blokorii Losartan, PI3-K inhibitériic Wortmanin, PKC inhibitorii GF109203X, Src
inhibitorii PP2, Ras inhibitérii FPTIII ve spesifik EGF ve PDGF reseptor
blokorlerinin (sirasiyla AG1478 ve AGI1295), Akt/PKB, Bad, Ras miktar1 ve
Bad/Bcl-X_ kompleks olusumu iizerine olan etkileri saptandi.

Bu asamanin ardindan VDKH’leri H-Ras ile transfekte edilmis ve bu
transfeksiyonun gercgeklestirildigi hem pCH110 eksprese eden kontrol hiicreleri ile
hem de Western-blot teknigi ile gosterildi. Ardindan, fazla miktarda Ras iceren
VDKH’lerinde Akt/PKB ve Bad/Bcl-X| kompleks olusumu diizeyleri incelendi.

Primer VDKH’leri, Wortmanin (PI3-K inhibitorii), SH-5 (Akt/PKB blokdrii)
ve AG490 (EGF-R inhibitorii) varliginda IFN-y ve/veya Fas-L uyarimiyla apoptozise
gotiiriilmiis ve pozitif bulgulari Anneksin-V FITC ile akis sitometresinde ve kaspas-3
spektrofotometrik 6lgtimleriyle desteklendi.

Apoptotik VDKH’lerinde Ang II’nin etkisine, spesifik AT2 reseptdr blokorii
PD123,321 varliginda bakilarak, Ang II’nin apoptotik etkiyi devam ettirdigi ve bunu
ATl reseptorii lizerinden gerceklestirdigi akig sitometresi ve kaspas-3
spektrofotometrik deneyleri ile gosterildi.

Izolasyonu ve primer kiiltiirii yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin o.-
aktinleri boyanarak vaskiiler diiz kas hiicresi oldugu gosterilmistir. Izole edilen
hiicrelerde endotel hiicresi bulunmadig: tespit edilmistir. Elde ettigimiz western blot,
akis sitometresi ve kaspas-3 spektrofotometrik sonuglar1 agagidaki gibidir;

1. VDKH’lerinde Akt/PKB uyarimi i¢in 100 nM Ang II’nin 10 dakikalik bir
uyarimint gerektirmistir.

2. VDKH’lerinde Akt/PKB uyarimi1 AT1 reseptorii iizerinden, kendi spesifik
inhibitorii olan losartanin 10> M konsantrasyonunda 30 dakikada tamamen
baskilandi.

3. VDKH’lerinde Akt/PKB uyarimi PI3-K iizerinden gerceklesmektedir.
Kullandigimiz spesifik PI3-K inhibitérii wortmaninin 100 nM’lik derigimi
1 saat igerisinde uyarimi baskiladi.

4. VDKH’lerinde Ang II uyarimi ile Bad fosforilasyonu gerceklesmektedir.
Yapilan deneylerde 100 nM Ang II konsantrasyonunun ilk 10 dakika
icerisinde Bad’1 aktive ettigi saptandi.
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. VDKH’lerinde Ang II uyarimi ile Ras miktarinda bir artis
gerceklesmektedir. Yapilan deneylerde 10 nM Ang II konsantrasyonunun
ilk 2 dakika igerisinde Ras’1n miktarini arttirdigi bulundu.

. VDKH Kkiiltiiriinde, Ang II uyarimini takiben hiicre yagamsalliginda bir
belirte¢ olan Bad/Bcl-X| kompleks olusumu saptanmistir. Buna gore, Ang
[’'nin 100 nM’lik bir konsantrasyonu 15 dakika icerisinde kompleks
olusumunu gergeklestirdi.

. VDKH’lerinde Akt/PKB aktivasyonu Ang II'nin AT1 reseptdrii tizerinden
ger¢eklesmektedir. Kullanilan spesifik AT1 reseptor inhibitorii Losartan,
10° M konsantrasyonda 30 dakika icerisinde Akt/PKB fosforilasyonunu
inhibe ettigi bulundu.

. VDKH’lerinde 100 nM Ang II uyarimi ile Akt/PKB aktivasyonunun PI3-
K tizerinden gerceklestigi gosterilmistir. Buna gore, spesifik PI3-K
inhibitérii  Wortmanin’in 100 nM 1 saatlik uygulamast Akt/PKB
fosforilasyonunu inhibe ettigi saptandi.

. Primer VDKH Kkiiltiiriinde kullandigimiz diger inhibitorlerin; GF109203X
(PKC inhibitérii), PP2 (Src inhibitorii), FPTIII (Ras inhibitorii), AG1478
ve AG1295 (sirastyla, EGF-R ve PDGF-R blokorleri) Akt/PKB, Bad
aktivasyonlari, Ras miktar1 ve Bad/Bcl-X| kompleks olusumu {izerine olan
etkileri agagidaki gibidir;

a. GF109203X’in 5 dakika 2 pM’lik uygulamasin takiben 100 nM Ang
IT ile uyarilmig hiicrelerde belirgin olarak p-Akt aktivasyonunda bir
inhibisyon tespit edildi.

b. Spesifik Src inhibitérii PP2’nin 30 dakikalik 10000 nM’lik
uygulamasini takiben 100 nM Ang II ile uyarilan hiicrelerde sadece
Akt fosforilasyonunda bir diisiis gozlendi.

c. Ras inhibitérii FPT III’tin 10 uM 18 saatlik inkiibasyonu, hiicrelerin
24 saat boyunca serum-free ortama terk edilmesinden 6 saat sonra
baslatilmistir. Bu zaman sonunda 10 dakika 100 nM Ang II ile
uyarilan hiicrelerde, Akt ve Bad fosforilasyonunda, Ras miktarinda ve
Bad/Bcl-X. kompleks olusumunda, istatistiksel olarak da belirgin bir
diistis gozlendi.

d. EGF-R blokorii olan AG1478, 100 nM 10 dakika Ang II
uygulamasindan 6nce 1 uM ve 30 dakika boyunca hiicrelerle inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda yalniz Akt fosforilasyonunda anlaml
bir diisiis saptandi.
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14.

Hiicrelerin 24 saat serum-free ortamda birakilmalariyla ayni anda
baglatilan 10 uM’lik spesifik PDGF-R  blokoéri  AG1295
uygulamasinin ardindan, 10 dakika 100 nM Ang II uyarimina maruz
kalan hiicrelerde herhangi kayda deger bir inhibisyon gozlemlendi.

VDKH’leri, 1 saat 100 nM Wortmanin, 45 dakika 20 uM SH-5 ve 30
dakika 10 uM AG490 uygulamalarin1 takiben 80 pg IFN-y ve/veya
1.25 pg Fas-L uyarimi ile apoptozise gotiiriildiikleri akis sitometresi
ve kaspas-3 spektrofotometrik deneyleriyle saptandi.

VDKH’lerinde Ang II’nin anti-apoptotik etkilerini PI3-K — Akt/PKB
yolagi iizerinden gerceklestiriyor olmast ve hiicrelerimizin apoptotik
sartlara gotiiren uygulamanin bu molekiillerin inhibisyon sartina
dayanmasindan dolayi, apoptotik sartlarda 100 nM Ang Il ile 1 ila 4
saat aralarinda degisen zamanlarda gerceklestirilen inkiibasyonlar
neticesinde, Ang II’nin apoptotik etkilerini AT1 reseptorii lizerinden
gergeklestirdigi tespit edildi. Bunun igin, spesifik AT2 reseptor
blokori PD123,321 (10 uM; 30 dak) varliginda gergeklestirilen Ang
Il uyarimlari, hiicreyi apoptozdan kurtaramadigi gibi, artan kaspas-3
aktivitesi ve Anneksin-V FITC ile boyanan hiicre yiizdesinde artig
tespit edilmedi.

Primer VDKH Kkiiltir ortami1 H-Ras ile transfekte edildi. Bunun
oncesinde kontrol amachh pCHI110 DNA’s1 ile gegeklestirilen
deneylerde 4 pg DNA ile 8 pL FuGENE reaktif orani, hiicrelerin
transfeksiyonuna yettigi saptandi. Ayni oranlarda H-Ras DNA’sinin
transfeksiyonu, hiicrenin Ras miktarindaki artigina yol actigt Western-
Blot teknigi ile gosterildi. Membrana bagli bir protein olmasina
karsin, hiicre i¢i sitozolik Ras miktarinin artis1 ve gozlenen etkileri,
membraner Ras ol¢iimlerinin, bu deney diizenegi igerisinde gereksiz
kilmistir.

Fazla miktarda Ras igeren VDKH’lerinin, Akt/PKB fosforilasyonu ve
Bad-Bcl-X. kompleks olusum gostergeleri, normal sartlarda 100 nM
Ang II ile 10 dakika boyunca uyarilmis hiicreler ile kiyaslandiginda,
daha az bulundu.

Ras over-eksprese eden VDKH’leri, apoptotik sartlari yarattigimiz
inhibitorler (Wortmanin, SH-5 ve AG490) ile muamelesinin ardindan
IFN-y ve/veya Fas-L ile uyarildiklarinda apoptozise gitmedikleri
Anneksin-F FITC hiicre boyamalar1 ve kaspas-3 spektrofotometrik
deneyleri ile tespit edildi.
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