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OZET

Amag: Kiiltiir ortaminda bulunan vaskiiler diiz kas (VDK) hiicreleri, anjiyotensin II (Ang II) ile
uyarilmasi sonrasinda mitojenlerle aktiflesen protein kinazlar1 (MAPK) aktive etmektedir. MAPK
ailesi iy elerinden olan p38 MAPK, hem Ang II hem de reaktif oksijen tiirleri tarafindan uyaril-
maktadir. Bu ¢alisma VDK hiicrelerinde, Ang II uyarimi sonrasinda gozlenen p38 MAPK akti-
vasyonunun Ras tizerinden NADP(H) oksidaz aktivasyonu sonrasinda gergeklestirdigini ortaya
koymay1 amaglamistir.

Gerec¢ ve Yontemler: Calismamizda, rat aortasindan izole edilen primer VDK hiicrelerinde, Ang
1T uyarimi ile p38 MAPK fosforilasyonu farkli inhibitorlerin varliginda western blot yontemi ile
analiz edildi.

Bulgular: VDK hiicrelerinde, optimum p38 MAPK fosforilasyonu i¢in Ang II ile inkiibasyon sii-
resinin 5 dakika ve en yiiksek fosforilasyonun 100 nM Ang II konsantrasyonunda elde edildikten
sonra deneylere bu sartlarda devam edildi. p38 MAPK fosforilasyonunda iist yolaginda yer alan
Ras proteinin etkisini ortaya koymak i¢in Ras proteininin spesifik inhibitérii olan FTS (Farnesil-
tiyosalisilik asit) ile VDK hiicreleri inkiibe edilip Ang II ile uyarildiktan sonra p38 MAPK fosfo-
rilasyonunu inhibe ettigi goriilmistiir. NAD(P)H oksidaz’in spesifik inhibitorii olan DPI (Difenil
iyodonyum) ile inhibe edilmesi de Ang IT uyarimli p38 MAPK fosforilasyonunun tamamen baski-
lanmasina neden olmustur.

Sonug: Elde edilen bulgular vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II uyarimi sonucu AT1 reseptorii
iizerinden gergeklesen p38 MAPK fosforilasyonunun Ras-NAD(P)H oksidaz bagimli bir yolak
tizerinden oldugunu isaret etmektedir. Bu yolagin daha iyi anlagilmasi kardiyovaskiiler hastalikla-
rin altinda yatan hiicresel mekanizmalarin tam olarak agiga kavusturulmasini saglayabilir.
Anahtar Kelimeler: Vaskiiler diiz kas hiicresi, Ang II, p38 MAPK, Ras, NADPH oksidaz.

Cikar Catismasi: Bu ¢alismada yazarlar, konuyla ve/veya herhangi baska bir yazar ile ilgili maddi
veya manevi bir ¢ikar iligkisi icinde bulunmamaktadir..

ABSTRACT

Aim: Ang II stimulates vascular smooth muscle cells (VSMCs) and activates mitogen protein
kinases (MAPKSs) in culture media. p38 MAPK, a member of MAPK family, is stimulated by
both Ang IT and reactive oxygen species. This study was carried out to show Ang II stimulated p38
MAPK activation through Ras and subsequent NADPH oxidase activation in VSMCs.

Material and Method: In our study, primary VSMCs isolated from rat aorta were stimulated
by Ang II and with different inhibitors, and western blot was used to measure p38 MAPK
phosphorylation.

Results: The optimum p38 MAPK phosphorylation was observed at 100 nM Ang II concentration
for 5 minutes and the next experiments were carried out under this conditions. To analyze the effect
of Ras, which is an upstream mediator of p38 MAPK phosphorylation, VSMCs were incubated with
a Ras spesific inhibitor FTS (Farnesyl thiosalicylic acid). After the stimulation of VSMCs by Ang
1L, p38 MAPK phosphorylation was inhibited. p38 MAPK phosphorylation was also completely
inhibited in the presence of DPI (Diphenyl lodinoum), a spesific NAD(P)H oxidase inhibitor, after
Ang II stimulation.

Conclusion: These findings demonstrate that Ang II stimulated p38 MAPK phosphorylation is
through AT1 receptor and Ras-NAD(P)H oxidase dependent pathway in VSMCs. Understanding
this pathway may contribute to the cellular mechanisms underlying in cardiovascular diseases.
Key Words: Vascular smooth muscle cell, Ang II, p38 MAPK, Ras, NADPH oxidase.
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Giris

Oktapeptid yapida bir hormon olan Ang II, renin-an-
jiyotensin sisteminin aktif bir bilesenidir (1). Ang II,
damar duvarinin yapisal ve fonksiyonel biitlinligiiniin
kontroliinde temel rol oynamaktadir ve vaskiiler hasta-
liklarin altinda yatan patolojik mekanizmalar ile damar
basincinin fizyolojik diizenlenmesinde 6nemli bir rol
iistlenmektedir. Ang II’nin vaskiiler etkileri genellikle
ATI reseptorii araciligiyla ortaya ¢cikmaktadir (2). Ang
IT AT1 reseptorlerine baglanarak, vazokonstriksyon, su
ve tuz dengesi ve diger nérohumoral sistemlerin kont-
roliinii saglamasinin yaninda reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimi, hiicresel hipertrofi, hiicresel hiperplazi
ve apoptozise de neden olur (3).

Ang II ile uyarim sonrast VDK hiicrelerinde AT1 resep-
torleri iizerinden G proteinleri, Src adi verilen adaptor
bir proteini aktive edebilmektedir. Bu da bir “biiylime
faktorii reseptorii baglayici protein” olan Grb2 izerinden
Sos’un aktivasyonuna neden olur. Sos, Ras iizerindeki
GDP-GTP degisimini katalizleyen bir guanin niikleo-
tid degistirici faktordiir. Ras, sinyal transdiiksiyonunda
merkezi bir oyuncudur. Ras’in belki de en iyi karakteri-
ze edilmis efektorii MAPK yoluna dnciiliik eden Raf’tir.
Raf’in bu sekilde aktivasyonu in vive ortamda MEK’i
(MAP/ERK kinaz) fosforile eder. MEK’lerin aktivas-
yonu da MAPK’lar1 aktive eder. Bu sekilde aktif hale
gecen MAPK hiicre proliferasyonunda rol alan cesitli
enzimleri ve niikleer proteinleri fosforile eder (1,4). Bu
yolak ayni zamanda insiilin dahil bir ¢ok biiylime fakto-
riiniin izledigi klasik sinyal iletim yoludur.

Ang II'nin VDK hiicreleri tizerinde AT1 reseptorii ara-
ciligiyla farkl: sinyal iletim yollarimi kullanarak MAPK
ailesinin bir tiyesi olan p38 MAPK sinyal iletim yolu-
nu aktive ettigi bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir (1,2,5).
Yapilan ¢aligmalarda Ang II ile uyarimi sonrasinda G
proteinleri iizerinden aktif hale gecen tirozin kinazlarin
NAD(P)H oksidaz sistemini aktive ettigi ifade edilmis-
tir. Aktive olan NAD(P)H oksidaz sisteminin de ROS
iireterek p38 MAPK’1 aktive ettigi belirtilmistir (1,2,3,5).
Ancak, AT1 reseptoriiniin uyarilmasi sonucu Ras uyari-
mui lizerinden p38 MAPK aktivasyonunun gergeklestigi,
spontan hipertansif ratlarda yapilan bir ¢aligmada orta-
ya konulmustur (6). Ayrica, yine Ang II uyarimi sonra-
sinda Ras tizerinden p38 MAPK uyarilarak protein eks-
presyonunu i¢in gerekli oldugu kardiyak fibroblastlar ile
yapilan bir baska ¢aligmada da belirtilmistir (7).

Su ana kadar yapilan ¢aligmalar farkli hiicre kiiltiirle-
rinde Ang II’'nin AT1 reseptorii yoluyla hem NAD(P)H
oksidaz tlizerinden ROS iiretimi yoluyla hem de Ras-
MAPKKK (Mitojen Aktiveli Protein Kinaz Kinaz Ki-
naz) yolu iizerinden p38 MAPK"1 fosforile ettigi gdste-
rilmistir. Bu ¢aligmanin amaci, primer rat vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde Ang II uyarimi sonrasinda p38 MAP
kinazin fosforilasyonunun, Ras alt yolagi {izerinden
veya NAD(P)H oksidaz aktivasyonu sonucu meydana
geldigini ortaya koymaktir.
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Gerec¢ ve Yontem

Hiicre kiiltiirlinde aktivator olarak kullanilan Anji-
yotensin II ve Ras inhibitdrii olan FTS Sigma’dan,
NAD(P)H oksidaz inhibitorii olarak kullanilan DPI
Calbiochem’den satin alindi. AT1 antagonisti losartan,
Merck Sharp&Dohme firmasi tarafindan hediye edildi.
Hank’s Balanced Salt Solutions (HBSS), kalsiyum klo-
riir (CaCl), hepes, elastaz, kollejenaz, soya tripsin inhi-
bitor, sigir serum albumin, fetal sigir serum, L-glutamin,
penisilin-streptomisin, DMEM, sitokrom ¢ ve siiper-
oksit dismutaz Sigma’dan satin alindi. Tripsin-EDTA,
ICN’den satin alind1. p38 MAPK primer ve sekonder an-
tikorlart Chemicon firmasindan temin edildi. Analizi¢in
sete yliklenecek olan numunelerin protein igerigi Pierce
marka mikroprotein deney kiti kullanilarak standardize
edildi. Western blot i¢in Mini-Protean II Western Blot
seti (Bio-Rad) kullanildi. Sinyallerin goriintiilenmesin-
de kemiliiminesan kiti (Bio-Rad) kullanildi. Membran
olarak 0,2 um por genisligindeki Schleicher&Schuell
marka nitroseliiloz membran kullanildi.

Membranlar filme aktarilirken Amersham Hyperfilm
ECL kullanildi. Filmlerin gelistirilmesi esnasinda Illu-
gater marka developer ve fiksatif kullanildi.
Immiinohistokimyasal analizler i¢in primer ve sekonder
antikorlar Sigma’dan alind1 ve Dako marka immiinohis-
tokimya kiti kullanildi.

Hiicre Kiiltiirii

Vaskiiler diiz kas hiicreleri, erkek wistar ratlarin tora-
sik aortalarindan, Cetin ve arkadaglarinin metodu kul-
lanilarak enzimatik ayristirma yontemi ile izole edildi.
Besi yeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle’s besi yeri
(DMEM) kullanild1 (8). Deneylerde 6. ve 10. pasajlar
arasindaki hiicreler kullanildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin
vaskiiler diiz kas hiicreleri oldugu diiz kas hiicrelerine
0zgli a-aktin boyamalar: ile immiinositokimyasal yon-
tem araciligryla tesbit edildi.

Siiperoksit Anyon Olgiimii

Siiperoksit anyon miktari, Siiperoksit dismutaz ile inhi-
be olabilen sitokrom ¢ rediiksiyon yontemiyle Gorlach
ve arkadaglarinin dnerdigi metoda gore yapildi (9).

Western Blot

Vaskiiler diiz kas hiicreleri istenilen yogunluga ulasin-
ca, daha dnce denenerek belirlenmis olan konsantrasyon
ve slirelerde, gerekli aktivator ve inhibitorler ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda buz iizerine alinan
hiicrelerin tizerindeki besi yeri uzaklastirilarak PBS ile
yikandiktan sonra proteaz inhibitor kokteyli igeren lizis
tamponu ilave edildi. Buz igerisinde sonikasyon uygu-
lanan lizis tamponu ve hiicre karisimi daha sonra mik-
rosantrifiijde +4 °C’de 17.500 x g’de 25 dakika santrifijj
edildi. Protein miktarlar1 hesaplanan lizatlardan ve La-
emmli tamponundan belirlenen hacimlerde alinarak 95
°C’de 5 dakika kaynatildi ve sogumasi beklendi. Yiikle-
meye hazir olan numuneler son hacimde 30 pg protein
olacak sekilde %10’luk SDS-PAGE jeline aktarildi. Yi-
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riitme islemi sonrasinda jelden proteinlerin nitroseliiloz
membrana aktarilmasi (Blotting) islemi yapildi. Blotting
tankindan ¢ikarilan membranlar %5°lik siit tozu igeren
TBST ile bloklama islemine tabi tutuldu. Bloklama son-
rasinda membranlar 1:2000 diliisyon olacak sekilde uy-
gun primer antikoru ile inkiibe edildi. Membranlar HRP
isaretli sekonder antikor ile inkiibe edildi.

ECL solusyonu ile tiim yiizeyi kaplanan membranlar
inkiibasyon siiresi sonunda filme alindi. Filme aktari-
lan sinyaller, bilgisayar ortaminda Windows XP isletim
sisteminde calisan Alpha DigiDoc 1000 programi ile
film tizerinde olusan bantlarin densitometrik analizi
yapilarak elde edilen veriler grafik haline doniistiiriildi.
Birbirinden bagimsiz zamanlarda yapilan en az 4 tek-
rarin sonuglart Microsoft Office Excel 2007 yardimiyla
grafik haline donistiiriildii. Elde edilen verilerin her bir
ortalamasi alinarak standart sapma degerleri hesaplana-
rak grafik iizerinden degerlendirildi.

Bulgular

VDK Hiicrelerinde Optimum p38 MAPK Fos-
Sforilasyonu I¢in Gerekli Ang Il Konsantras-
yon ve Inkiibasyon Siiresinin Saptanmast
Primer VDK hiicrelerinde Ang II'nin, p38 MAPK’1 ak-
tive eden en uygun konsantrasyonunu bulabilmek igin
6 kuyucuklu petri kab1 igerisindeki hiicre kiiltiirleri 0.1,
1, 10, 100 ve 1000 nM olmak tizere bes farkli Ang II
konsantrasyonu ile 5 dakika inkiibe edildi. Western blot
deneyi sonucunda kontrol gruplarina kiyasla 100 nM’a
kadar konsantrasyon artistyla dogru orantili fosforilas-
yon artigi saptandi. 10, 100 ve 1000 nM konsantrasyon-
lardaki fosforilasyon artislart birbirine yakin olmasina
ragmen p38 MAPK’1 en iyi aktive eden konsantrasyon
100 nM olarak bulundu (Sekil 1.A ve B). Bu sonuglar
Ang II’'nin, VDK hiicrelerini doza bagimli bir sekilde
aktive ettigini gostermektedir.

Ang II’'nin p38 MAP kinaz aktivasyonunu maksimum
arttirdigi silireyi belirlemek igin hiicreler, 100 nM Ang II
ile 2, 5, 10, 15 ve 30 dakika olmak tizere 5 farkl: stirede
aktive edilerek western blot analizi ile p38 MAPK akti-
vasyonlar1 incelendi (Sekil 2.A ve B). Kontrol grubunda
bazal seviyede aktivasyon goriiliirken 2 ve 5. dakikalar-
da aktivasyon artis1 saptandi. 5. dakikada maksimum
seviyeye ¢ikan aktivasyon giderek azaldi ve 30. dakika-
da bazal seviyedekine yakin bir diizeye geldi. Western
blot sonuglari 100 nM Ang II'nin p38 MAPK" 5. da-
kikada maksimum aktive ettigini gostermektedir. Sekil
2.B’de western blot sonuglarinin grafige aktarilmis hali
gosterilmistir. Bu asamadan sonra yapilan western blot
deneylerinde VDK hiicreleri 100 nM konsantrasyonda
Ang Il ile 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

VDK Hiicrelerinde Ang II Aracili p38 MAPK
Fosforilasyonunda ATI Reseptoriiniin Rolii

Ang II'nin MAP kinaz ailesinin bir iiyesi olan p38
MAPK’1 fosforile eden sinyallerinin AT1 reseptorii
tizerinden gerceklestigini gdstermek amaciyla AT1
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reseptor antagonisti olan losartan kullanildr (Sekil 3).
Kiltiirdeki VDK hiicreleri, literatiirdeki verilere uy-
gun olarak 10° M losartan ile 10 dakika inkiibe edildi.
Losartan 10 M konsantrasyonda ve 10 dakika boyunca
uygulandiginda AT1 reseptoriinii etkili bir sekilde bloke
etmektedir. Kontrol grubu herhangi bir aktivator ya da
inhibitdr ile inkiibasyona birakilmayan hiicrelerde, ba-
zal seviyedeki p38 MAPK fosforilasyonunu gostermek-
tedir. VDK hiicrelerinin Ang Il ile uyarimi sonrasindaki
kontrol grubuna kiyasla p38 MAPK fosforilasyonunda
yaklasik olarak 5 kat artig gerceklesmistir. AT1 resep-
tor blokorii olan losartanin tek basina VDK hiicreler-
inde p38 MAPK fosforilasyonu iizerinde her hangi bir
etkisi olmadig1 gézlenmistir. Losartan ile inkiibasyona
birakilan VDK hiicrelerinin Ang II ile uyarilmasi so-
nucunda p38 MAPK fosforilasyonunun kontrol ile ayni
diizeyde kaldig1 goriilmiistiir. Elde edilen western blot
sonuglarina gére VDK hiicrelerinde Ang Il uyarimindan
sonra p38 MAPK fosforilasyonu AT reseptorii lizerin-
den gerceklestigini gostermistir.

Ang II’'nin NAD(P)H Oksidaz Uzerinden Sii-
peroksit Anyon Uretimine Etkisi

Primer vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde Ang II uya-
riminin siiperoksit anyon iiretimi tizerine olan etkisini
gostermek i¢in hiicreler 1 saat 100 nM Ang II ile inkii-
be edildikten sonra sitokrom C rediiksiyonu yontemiyle
stiperoksit anyonu ol¢iildii. Belirgin bir sekilde artan
stiperoksit anyonu, hiicrelerin énce AT1 inhibitorii olan
losartan ile inkiibe edilmesi sonucunda kontrol seviye-
sine kadar diistii (Sekil 4). NAD(P)H oksidaz inhibitorii
olan DPI kullanimi da yine siiperoksit anyon miktarini
kontrol seviyesine kadar diisiirdii. Bu veriler, Ang II’'nin
NAD(P)H oksidaz iizerinden siiperoksit anyonu iireti-
mini uyardigini géstermistir.

VDK Hiicrelerinde Ang II Uzerinden p38
MAPK Fosforilasyonunda Ras Proteinin Rolii
VDK hiicrelerinde Ang II uyarimi sonrasinda ATI re-
septorii lizerinden aktive olan G proteinleri vasitasiyla
Ras’in p38 MAPK fosforilasyonu {izerine olan etkisi in-
celendi. Herhangi bir aktivatdr ve inhibitor ile inkiibas-
yona birakilmayan hiicrelerden olusan kontrol grubunda
p38 MAPK fosforilasyonunu gosteren bir bant olusma-
mistir (Sekil 5). VDK hiicrelerinin Ang II ile uyarimi
sonrasinda fosforilasyon diizeyinde kontrole kiyasla an-
lamlt bir artig gergceklesmistir. Ras inhibitérii FTS nin
¢oziiciisii olan DMSO’nun uyarict bir etkisinin olmadi-
gin1 gozlemek i¢cin, DMSO tek bagina VDK hiicreleriyle
inkiibasyona birakilmis ve p38 MAPK fosforilasyonunu
gerceklestirmedigi gozlemlenmistir. VDK hiicrelerinin
DMSO ve Ang II ile uyarilmasi sonucunda yine p38
MAPK fosforilasyonunda anlamli bir artig goriilmiistiir.
Bu artisin Ang II’nin hiicreleri tek basina uyarimindan
daha fazla goriilmemesi, DMSO’in tek basina ya da
Ang I uyarimi {izerine bir etkisi olmadigini kanitlamis-
tir. Ras inhibitérii FTS nin ise tek basina her hangi bir
uyarana sebebiyet vermedigini gostermek i¢in FTS ile
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Sekil 1: Ang II’nin farkli konsantrasyonlarinin VDK hiicrelerinde p38 MAPK iizerine etkisi. VDK hiicre kiiltiirleri Ang II’nin 0.1, 1,
10, 100 ve 1000 nM konsantrasyonlarinda inkiibe edildi ve p38 MAPK aktivasyonlar: incelendi. Elde edilen sonuglar, Ang II’'nin p38 MAPK
fosforilasyonu iizerinde doz bagimli bir etkisi oldugunu gostermektedir. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir.
Blot sonuglari en az 4 tekrar yapilan deneylerden bir tanesidir. B. Farkli Ang Il konsantrasyonlarinda p38 MAPK fosforilasyonunun degisimini
grafiksel olarak gostermektedir.
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Sekil 2: Ang II’nin VDK hiicre kiiltiirlerinde farkl siirelerde p38 MAPK aktivasyonlari. Hiicreler 100 nM Ang Il ile 2, 5, 10, 15 ve 30
dakika boyunca inkiibe edildi ve p38 MAPK fosforilasyonu incelendi. Elde edilen bulgular dogrultusunda VDK hiicre kiiltiirlerinde 100 nM
Ang II uyariminin 5. dakikada p38 MAPK’1 maksimum diizeyde fosforile ettigi gozlemlendi. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot
analizi. Blot sonuglar1 en az 4 tekrar yapilan deneylerden bir tanesidir. B. p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmesi. VDK
hiicre kiiltiirlerinde 100 nM Ang II’nin 5. dakikada p38 MAPK’1 maksimum diizeyde fosforile ettigi gézlemlendi.
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Sekil 3: VDK hiicre kiiltiirlerinde AT1 reseptoriiniin rolii. VDK hiicreleri 100 nm Ang II ile uyarildi ve p38 MAPK fosforilasyonu izlendi.
Hiicreler 10 dakika 10-5 M losartan ile inkiibe edildikten sonra 100 nM Ang Il ile 5 dakika uyarildiginda herhangi bir p38 MAPK fosforilas-
yonu gozlenmedi. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir. Blot sonuglar1 en az 4 tekrar yapilan deneylerden bir
tanesidir. B. p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir.”
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Sekil 4.: VDK hiicrelerinde 1 saat 100 nM Ang II uygulanmasi sonucunda siiperoksit anyon iiretimi kontroliin yaklasik olarak 1,6 kat1 yiik-
selmistir. AT1 inhibitorii losartan 30 dak ve 10 uM konsantrasyonda on inkiibasyonu takiben Ang II ilavesi sonrasinda siiperoksit anyon
konsantrasyonunu kontrol seviyesine diismiistiir. NAD(P)H oksidaz inhibit6rii olan DPI 30 dak ve 10 uM uygulanmasindan sonra siiperoksit
anyon konsantrasyonu da kontrol seviyesine diismiistiir.
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Sekil 5.: VDK hiicre kiiltiirlerinde p38 MAPK aktivasyonunda Ras’in rolii. A. VDK hiicreleri bir Ras inhibitorii olan FTS ile 10 uM
konsantrasyonda, 12 saat inkiibe edildikten sonra 100 nM Ang II uyarildiginda p38 MAPK aktivasyonu tamamen baskilandi. Coziicii olarak
kullanilan DMSO’nun p38 MAPK aktivasyonu iizerine herhangi bir etkisi olmadig1 gériilmektedir. Blot sonuglar1 en az 4 tekrar yapilan deney-
lerden bir tanesini gostermektedir. B. p38 MAPK fosforilasyonu grafiksel olarak gosterilmistir.

birlikte inkiibasyona birakilmis hiicrelerde p38 MAPK
fosforilasyonu goézlenmemistir. DMSO’da ¢ozlinmiis
olan FTS ile inkiibasyona birakilan hiicrelerin Ang IT ile
uyarilmasi sonucunda ise p38 MAPK fosforilasyonunun
baskilandig1 goriilmektedir. Bu bulgu bize Ras’in bloke
edilmesi halinde Ang ile uyarilmig VDK hiicrelerinde
p38 MAPK fosforilasyonunun gerceklesmedigini gos-
termektedir.

Ang II Uzerinden p38 MAPK Fosforilasyo-
nunda NAD(P)H Oksidazin Rolii

Bu ¢aligmamizda ise VDK hiicrelerinde Ang II uyarimi
sonrasinda AT reseptorii iizerinden NAD(P)H oksidaz
araciligiyla p38 MAPK fosforilasyonu takip edildi (Sekil
6). VDK hiicrelerinin Ang II ile uyarimi sonrasinda p38
MAPK fosforilasyonunda daha dnceki deneylerimizde
oldugu gibi belirgin ve kontrole gore anlamli bir artig
gerceklesmistir. Inhibitoriin ¢oziiciisii olan DMSO’nun
her hangi bir uyarici etkisini gézlemek icin DMSO ile
inkiibasyona birakilmis hiicrelerde p38 MAPK fosfori-
lasyonunun gerceklesmedigi goriildi. DMSO ile inkii-
basyon sonrasinda Ang 1 ile uyarilan VDK hiicrelerinin
sonucunda p38 MAPK fosforilasyonunda anlamli bir
artis olmasi da uyarimin sadece Ang II’den kaynakla-
digin1 diisiindiirmektedir. Sadece NAD(P)H oksidaz
inhibitdrii DPI’nin uyarict veya inhibe etkisinin olma-
digin1 gostermek igin ise DPI ile inkiibasyona birakilan
hiicrelerde p38 MAPK fosforilasyonu gergeklesmemis-
tir. NAD(P)H oksidaz inhibitorii DPI sonrasinda Ang 11
ile hiicrelerin uyarilmasi sonucunda p38 MAPK fosfo-
rilasyonunun gergeklesmedigi goriilmektedir (Sekil 6).
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Bu bize NAD(P)H oksidaz inhibitérii DPI'nin, Ang II
sinyal alt yolunda p38 MAPK fosforilasyonunu bloke
ettigini yani p38 MAPK fosforilasyonunun NAD(P)H
oksidaz iizerinden meydana geldigini gostermistir.

VDK Hiicrelerinde Ang II’'nin NAD(P)H Ok-
sidaz Uzerinden ERKI1/2 Fosforilasyonuna
Etkisi

VDK hiicreleri Ang II ile uyarimi Erk 1/2 aktivasyonu
gercgeklestirildigi gosterildikten sonra (Sekil 7) bu ak-
tivasyon yolu tizerinde NAD(P)H oksidaz’in rolii aras-
tirilldi. VDK hiicrelerinin NAD(P)H oksidaz iizerinden
Erk1/2 aktivasyonunu takip etmek i¢in hiicreler dnce-
likle NAD(P)H oksidaz inhibitorii olan DPI ile inkiibe
edildikten sonra Ang II ile stimiilasyonu sonucunda
Erk 1/2 fosforilasyonunun da baskilandigi goriildi. Bu
sonug, Ang Il uyariminda hem p38 MAPK aktivasyonu-
nun hem de Erk 1/2 aktivasyonunun NAD(P)H oksidaz
iizerinden gergeklestigini gostermektedir.

Tartisma

Damar duvarinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiiniin
kontroliinde temel role sahip olan Anjiyotensin I, vaskii-
ler fonksiyonlarin diizenlenmesinde énemli bir rol oyna-
yan gii¢lii bir damar daraltict hormon olarak tanimlanir
(1,2). Son yillarda yapilan birgok ¢alisma, bu peptidin
AT1 reseptorii iizerinden iletilen intraseliiler sinyalleri-
nin, VDK hiicrelerinin bilyiimesi ve damar duvarlarinda
meydana gelen inflamasyonlarla iliskili, hipertansiyon,
ateroskleroz, miyokard infarktiisii, vaskiiler ve miyokar-
diyal yeniden diizenlenme ile konjestif kalp yetmezligi
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Sekil 6: VDK hiicre kiiltiirlerinde p38 MAPK aktivasyonunda NAD(P)H oksidaz’in rolii. VDK hiicrelerinin NAD(P)H oksidaz inhibitérii
DPI ile 20 uM konsantrasyonda, 30 dakika siireyle inkiibasyonunu takiben 100 nM Ang Il ile 5 dakika uyarilmasi sonrasinda p38 MAPK fos-
forilasyonu gosterilmektedir. Fosforilasyon sadece Ang Il ile uyarima gore belirgin sekilde Kontrol grubuna yakin seviyede baskilanmistir. A.
p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir. Blot sonuglar1 en az 4 tekrar yapilan deneylerden bir tanesidir. B. p38 MAPK
fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 7: VDK hiicre kiiltiirlerinde Erk 1/2 aktivasyonunda NAD(P)H oksidaz’in rolii. VDK hiicrelerinde NAD(P)H oksidaz inhibitérii
DPI ile 20 pM konsantrasyonda, 30 dakika inkiibasyonu takiben 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarilmas: sonrasinda Erk 1/2 fosforilasyonu
gosterilmektedir. DPI, Erk 1/2 fosforilasyonunu belirgin sekilde azaltmistir. A. Erk1/2 fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir.
Blot sonuglar1 en az 4 tekrar yapilan deneylerden bir tanesidir. B. Erk 1/2 fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir.
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gibi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde
6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (10). Ang I1
uyarimi sonrasinda gerceklesen hiicre igi sinyal iletim
yolaklarinin agiga kavusturulmasi bizlere bu kardiyo-
vaskiiler hastaliklarin altinda yatan temel mekanizma-
larin anlagilmasi igin bir 151k tutabilir.

Ang II'nin, MAPK aktivasyonunu ve ¢esitli proteinler-
deki tirozin ve treonin birimlerinin fosforilasyonunu
uyardig1 bilinmektedir. p38 MAPK sinyal yolagi, Ang
[I’nin vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerindeki vazokons-
triktor etkisi ile selektif bir sekilde iliskilidir. Vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde p38 MAPK’in enzimatik aktivas-
yonu ise AT1 reseptdrii vasitasiyla ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasiyla ger¢eklesmektedir (2). Oksidatif
stresin kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine olan etkisi
sebebiyle, ¢aliymamizda Ang II uyarimi sonrasinda p38
MAPK fosforilasyonu gergeklesirken bu yolak tizerinde
bulundugu diistiniilen Ras ve NAD(P)H oksidaz’in han-
gi sirayla ve ne dnemde rol aldigini inceledik.

i1k olarak, primer vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II
uyarimi ile optimum inkiibasyon siiresi ve Ang II’'nin
dozuna bagimli olusan p38 MAPK fosforilasyunu ince-
lenmistir. p38 MAPK fosforilasyonu i¢in Ang II ile opti-
mum inkiibasyon siiresinin 5 dakika oldugu ve en yiik-
sek fosforilasyonu Ang II’'nin 100 nM konsantrasyonda
oldugu durumda bulunmustur. Elde ettigimiz verilerin,
hem Meloche ve arkadaslarinin hem de Ushio-Fukai ve
arkadaglarinin yaptiklari c¢aligmalarda bulduklar1 so-
nuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (2, 11). Bu verilere
bagl kalarak, bundan sonraki deneysel prosediirlerde
Ang II inkiibasyonlari; 100 nM konsantrasyon ve 5 da-
kika olarak kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda Ang II ile uyarim sonrasinda VDK
hiicrelerinde AT reseptdrleri iizerinden G proteinleri-
nin aktivasyonu sonrasinda Src adi verilen adaptdr bir
proteinin aktive oldugu ve bununda gelisme faktorii
baglayici protein olan Grb2 {izerinden Sos’u aktive et-
tigi gosterilmistir (4). Sos ise Ras iizerindeki GDP-GTP
degisimini katalizleyen bir guanin niikleotid degistirici
faktordiir. Ras, sinyal transdiiksiyonunda merkezi bir
oyuncudur. Ayn1 ¢aligmalarda Ras’in MAP kinaz yolu-
na onciilik eden Raf ve NAD(P)H oksidaz1 aktive et-
tigi bulunmustur (1,12). Ushio-Fukai ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismada, Ang Il uyarimiyla G proteini
izerinden aktive olan Ras’in, NAD(P)H oksidaz bagim-
11 yollar tizerinden p38 MAPK’1 aktive ettigi gosterilmis
bununla birlikte p38 MAPK ile PI-3 kinaz ve Raf ara-
sindaki iliskinin tam olarak ortaya koyulmasi i¢in daha
fazla arastirma yapilmasi gerektigi bildirilmistir (11).
Kyaw ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada da, Ang I1
uyarimi sonrasinda antioksidantlarin kullaniminin, p38
MAPK aktivasyonunu durdurdugunu belirtmislerdir
(13).

Caligmamizda, Ang II uyarimi sonrasinda AT1 resep-
torii izerinden G proteinlerinin aktivasyonu yoluyla
p38 MAPK fosforilasyonu yolaginda Ras’in oynadigi
rolii gdstermek amaciyla VDK hiicreleri, bir Ras inhi-
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bitorii olan FTS ile inkiibe edilmistir. Ang II ile uyarim
sonrasinda VDK hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyo-
nunda bir artig olmadigi saptanmistir. Bu sonug, VDK
hiicrelerinde FTS nin GTP-baglayan Ras’1 inhibe etmesi
nedeniyle Ras-Raf-NAD(P)H oksidaz kavsagini bloke
ettigini diistindirmiistiir.

Ang II iizerinden aktive olan G proteini sinyallerinin ti-
rozin kinazlar, PLA2 ve PLD iizerinden NAD(P)H oksi-
daz sistemini aktive etmek suretiyle veya Ras iizerinden
Raf yoluyla p38 MAPK aktivasyonunun gergeklesebile-
cegi daha onceden yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(D). Yaptigimiz deneylerde, Raf ve NAD(P)H oksidaz
enzimlerinin iist yolaginda bulunan Ras inhibe edildi-
ginde, Ang Il uyarimi sonrasinda p38 MAPK fosforilas-
yonunun ger¢eklesmedigi goriilmiistiir.

Literatiirde Ang II uyarimi sonrasinda Ras-Raf ve
NAD(P)H oksidaz yollarinin hangisinin p38 MAPK
fosforilasyonunda baskin oldugu ve Ras’in NAD(P)H
oksidaz sistemini aktive edip etmedigi tam olarak goste-
rilmemistir. Daha 6nceden yapilan ¢aligmalardan Ras’in
dogrudan Raf-1i fosforilleyerek MAPK aktivasyonu-
nu gerceklestirdigi bilinmektedir (14). Bilinen yolakta
VDK hiicre kiiltiirlerinde Ang II uyarimh p38 MAPK
aktivasyonunun Ras bagimli oldugu ve Raf iizerinden
p38 MAPK1 aktive ettigi gosterilmistir.

Nickenig, Ang II uyariminin ROS bagimli yollarin ak-
tivasyonu iizerinden NAD(P)H oksidaz’1 aktive ettigini
bildirmistir (3). Obata ve arkadaslar ile Ushio-Fukai ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmalarda, NAD(P)H oksi-
daz tarafindan iiretilen siiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksidin her ikisinin de p38 MAPK"1 aktive ettigi gos-
terilmistir (14, 15). Yaptigimiz ¢aliymada, Ang II uya-
rim1 sonrasinda siiperoksit anyon {retiminin arttigini
ve bunun da NAD(P)H oksidaz araciligi ile gercekles-
tigini ortaya koyduk. Hiicre igerisinde siiperoksit anyo-
nu ve hidrojen peroksit konsantrasyonunun yiikselmesi
NAD(P)H oksidaz ile iliskili oldugu i¢in bu enzimin in-
hibe edilmesi, Ang Il uyarimi sonrasinda gergeklesmesi
beklenen p38 MAPK aktivasyonunu tamamen baskila-
mis olabilir. FTS kullanilarak Ras’in inhibe edilmesi so-
nucu p38 MAPK fosforilasyonunun baskilanmasi bize
Ras’in NAD(P)H oksidaz’in iist yolaginda oldugunu dii-
stindirmiistiir.

Ang II uyarimi sonrasinda NAD(P)H oksidaz’in p38
MAPK fosforilasyonu iizerine olan etkisini incelemek
icin hiicreler NAD(P)H oksidaz inhibitorii DPI ile inkii-
be edilmis ve ardindan Ang II ile uyarilmistir. Deney
sonucunda NAD(P)H oksidaz inhibitorii DPI'in Ang
I uyarimli p38 MAPK fosforilasyonunu inhibe ettigi
saptanmistir. p38 MAPK fosforilasyonundaki inhibis-
yonun NAD(P)H oksidazin inhibisyonu sonucu ROS
iretimindeki azalmadan dolay1 oldugu sdylenebilir. Fa-
kat Ras-Raf yolu lizerinden olmasi beklenen p38 MAPK
fosforilasyonunun da inhibe olmasi, bize Ang IT uyarimi
sonrasinda p38 MAPK aktivasyonunun sadece NAD(P)
H oksidaz sistemi iizerinden oldugunu diisiindiirmiistiir.
Bu durum ayni1 zamanda Ras’in etkilerini NAD(P)H ok-
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sidaz tizerinden gosterdiginin de kanitidir (Sekil 8).
Ushio-Fukai ve arkadaglari da vaskiiler diiz kas hiicre-
lerinde yaptiklari ¢alismalarda elde ettigimiz bulgulara
benzer sonuglar bulmuslardir (11). Elde ettikleri sonug-
lara gore, primer VDK hiicrelerinde Ang II uyarimi so-
nucu p38 MAPK fosforilasyonundaki artista, H,O, ve
O, gibi reaktif oksijen radikallerinin kritik bir rol oyna-
digini ileri stirmiislerdir.

Ancak yaptigimiz ¢alismalarda NAD(P)H oksidaz inhi-
bitorii olan DPI kullanilarak Ang II uyarimi sonrasinda
Erk 1/2 aktivasyonunu kismen inhibe ettigini bulunmus-
tur. Yamakawa ve arkadaslarinin yaptilari ¢alismada
VDK hiicrelerini lizofosfatidil kolin ile aktive etmeleri
sonucunda NAD(P)H oksidaz enziminin aktive oldugu
ve hem p38 MAPK hemde ERK 1/2 fosforilasyonun ger-
ceklestigini gostermislerdir (16). Fakat Touyz ve arka-
daslarinin yaptiklar1 ¢alismada ise Ang II uyariminin
NAD(P)H oksidaz ile aktive olmasini takiben sadece
p38 MAPK aktivasyonun gozlendigini, Erk 1/2 aktivas-
yonunun gézlenmedigini rapor etmiglerdir (17). Calis-
malarda ortaya ¢ikan bu geligkinin daha fazla incelen-
mesinin gerektigini diisiiniiyoruz.

Sonug olarak, VDK hiicrelerinde Ang II uyarimi sonucu
ATI1 reseptorii lizerinden isleyen Ras-NAD(P)H oksi-
daz yolag1 p38 MAPK aktivasyonu i¢in diisiiniilen esas
yolaktir (Sekil 8). Bu yolagin daha iyi anlasilmasi kar-
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diyovaskiiler hastaliklarin altinda yatan patolojik me-
kanizmalarin ve herhangi bir stres uyarimi sonucunda
meydana gelen iskemi, infeksiyon hastaligi ve inflama-
tuvar artrit gibi hastaliklarin hiicresel mekanizmalarin
anlasilmasina ve tedavi ya da profilaksi amagl ilag ge-
listirilmesine imkan saglayabilir.

Gelecekte hiicre i¢i siiperoksit anyonu ve hidrojen pe-
roksit gibi ROS’larin 6l¢iilmesi ve p38 MAPK fosfo-
rilasyonu {izerinde etkili diger stres kaynakli yollarin
ayrintilt olarak arastirilmasi konulara bakis agisini ge-
nisletebilir. Ras ve NAD(P)H oksidaz tizerinden iiretilen
fizyolojik ve patolojik diizeydeki ROS’larin p38 MAPK
aktivasyonu iizerindeki etkilerini gosteren daha ileri
caligmalar bu konunun biitiinliigiiniin anlagilmasinda
yardimect olabilir.
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Sekil 8: Ang II uyarimi sonrasinda p38 MAPK fosforilasyon yolagi. Ang II uyarimi sonrasinda p38 MAPK fosforilasyonunda rol alan Ras
ve NAD(P)H oksidaz ayn1 yolak iizerinden fosforilasyonu kontrol etmektedir. Losartan AT1 inhibitorii, FTS ise Ras inhibitérii ve DPI’da

NAD(P)H oksidaz inhibitorii olarak etki etmektedir.
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