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OZET

Hipertansiyon olduk¢a karmasik bir patogeneze sahiptir ve molekiiler etiyolojisi heniiz tam
olarak aydimnlatilamamistir. Katlanmamis/yanlis katlanmis proteinlerin endoplazmik
retikulumda birikmesi durumu olan endoplazmik retikulum stresi (ERS) oldukga ¢esitli
sayida hiicresel strese cevaben olusabilir. ERS yolag:i kardiyovaskiiler hastaliklar igin
potansiyel bir hedef olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismada ERS inhibisyonunun, damarlarda
hipertansiyonda olusan degisimler {izerindeki etkileri arastirilmistir. Hipertansiyon
unilateral nefrektomi, deoksikortikosteron asetat (DOCA) enjeksiyonu (20 mg/kg, haftada
iki kez) ve igme sularina % 1 NaCl ile % 0,2 KCI eklenmesi yoluyla erkek Wistar albino
siganlarda (8 haftalik) olusturulmustur. Hayvanlar 12 hafta boyunca kan basinglari
Olciilerek takip edilmistir. Bir ERS inhibitdrii olan tauroursodeoksikolik asit (TUDCA)
(150 mg/kg/giin, ip), sicanlara son dort hafta boyunca uygulanmistir. Deney sonunda,
hayvanlardan izole edilen torasik aortlarda kasilma ve gevseme cevaplari kaydedilmistir.
Total antioksidan kapasite ve bir nitrik oksit (NO) gostergesi olan nitrit seviyeleri
spektrofotometrik olarak plazma Orneklerinde ol¢lilmiistir. SERCA2, IP3R, PERK, p-
PERK, Bax ve Bcl2 ekspresyon seviyeleri Western blot analizi ile torasik aort 6rneklerinde
incelenmistir. Bu ¢alismada DOCA-tuz hipertansiyon modelinde ERS inhibisyonunun,
sistolik kan basincini azalttigi; endotel islevlerinde iyilesme sagladigi; kasilma cevaplarinm
degistirdigi; plazma NO seviyelerini artirdigl; aort SERCA2 ve IP3R ekspresyonlarini geri
cevirdigi; aortta Bcl2 ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir. Elde edilen bulgular, ERS
inhibisyonunun hipertansiyondaki iyilestirici etkisinde, NO seviyelerini artirmasi,
SERCA2 ve IP3R ekspresyonlarini diizeltmesi ve antiapoptotik etkileri ile birlikte damar
islevlerini diizeltici etkisinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, ERS
inhibisyonunun hipertansiyon iizerindeki olumlu etkisinin molekiiler mekanizmalarina 11k
tutmakta ve yeni tedaviler i¢in potansiyel bir hedef dne siirmektedir.
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ABSTRACT

Hypertension has complex pathogenesis therefore the molecular etiology remains poorly
elucidated. Endoplasmic reticulum stress (ERS) which is a condition of the
unfolded/misfolded protein accumulation in endoplasmic reticulum, may occur in response
to a wide variety of cellular stress. ERS pathway has been defined as a potential target for
cardiovascular disease. In the present study, effects of ERS inhibition on hypertension-
induced alterations in vessel were investigated. Hypertension was induced through
unilateral nephrectomy, deoxycorticosterone acetate (DOCA) injection (20 mg/kg, twice a
week) and 1 % NaCl with 0,2 % KCI by adding to drinking water in male Wistar albino
rats (8 weeks old). Animals were monitored by measuring blood pressures for 12 weeks.
An ERS inhibitor tauroursodeoxycolic acid (TUDCA) (150 mg/kg/day, i.p.), was
administrated to animals for last four weeks. At the end of the experiment, contraction and
relaxation responses of isolated thoracic aortas were recorded. Total antioxidant capacity
and “nitrite” levels, as an indicator of nitric oxide (NO), were measured
spectrophotometrically in plasma samples. The expression levels of SERCA2, IP3R,
PERK, p-PERK, Bax and Bcl2 were examined by Western blot analysis in thoracic aorta.
In the present study, it has been shown that ERS inhibition in DOCA-salt induced
hypertension, reduced systolic blood pressure; improved endothelial dysfunction; changed
vascular contractions; enhanced plasma NO levels; restored aortic expressions of SERCA2
and IP3R; increased aortic Bcl2 expression. These obtained data suggest that the beneficial
effects of ERS inhibition on hypertension may be related to the protection of vessel
functions together with increasing NO levels, restoring of SERCA2 and IP3R expressions
and antiapoptotic effects. These results provide a new insight into the molecular
mechanisms of the beneficial effects of ERS inhibition on hypertension and suggest a
potential target for novel therapies.
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1. GIRIS

Hipertansiyon sistemik kan basincinin yiikselmesi ile karakterize bir kalp damar
hastaligidir. Diinya ¢apinda bir milyardan fazla insani etkileyen ve en yaygin goriilen
kronik hastaliklardan biridir. Inme, kalp yetmezligi ve bdbrek hastaliklar1 gibi
komplikasyonlar hipertansiyonda morbidite ve mortalitenin esas nedenlerini olusturur
(Coffman, 2011). Hipertansiyon patogenezi ¢ok faktorlii olup heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Endotel islev bozuklugunun hipertansiyon patogenezinde yer aldigi
bilinmektedir. Endotel hiicreleri vazokonstriktér ve vazodilatér maddeler salgilayarak kan
basincinin kontroliinde dnemli rol oynar. Cesitli hayvan hipertansiyon modellerinde bu
hastaliga bagli gelisen endotel islev bozuklugu gosterilmistir (Nakano ve digerleri, 2003;
Galisteo ve digerleri, 2004a; Vera ve digerleri, 2007; Gumanova ve digerleri, 2007).
Endoteliyal islevlerinin esas gostergesi endotel kaynakli nitrik oksit (NO)’dur. Reaktif
oksijen tiirlerinin (reactive oxygen species, ROS) artmig iretimi ve/veya bozulmus
inaktivasyonu yani oksidatif stres NO biyoyararlaniminda azalmaya neden olur
(Forstermann, 2010). Oksidatif stresin hipertansiyon patofizyolojisinde rolii oldugu
bilinmektedir (Binda ve digerleri, 2001; Nicod ve digerleri, 2000). Total antioksidan
kapasite (TAK) ol¢limii, oksidan stresin bir gostergesi olarak, kullanilmaktadir. Kan NO ve
TAK diizeyleri; hipertansiyondaki endotel islev bozuklugunu yansitabilecek, olasi

biyobelirtegler gibi goriinmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER) Okaryotlarda protein katlanmasinin diizenlendigi en énemli
organeldir. ER, protein sentezi icin kalite kontrol merkezi olarak tanimlanabilir. Sadece
dogru katlanmig proteinler ER’dan ¢ikabilirler, katlanmamis veya yanlis katlanmig
proteinler tutulur ve degrade edilir (Shen, Zhang ve Kaufman, 2004). Bir hiicrenin stresi
algilama, cevap verme ve engelleme yetenegi homeostazin devami ic¢in gereklidir. Stres
ister endojen isterse ekzojen olsun, hiicrede patojenik enfeksiyon, kimyasal hasar, genetik
mutasyon ve hatta normal farklilagma gibi pek ¢ok farkli yolla olusabilir. Protein katlanma
islemi bu durumlara 6zellikle duyarlidir (Rutkowski ve Kaufman, 2004). ER islev
kapasitesini agan fizyolojik veya patolojik durumlarda liimende katlanmamis ya da yanlis
katlanmig protein birikimi meydana gelir ve bu durum ER stresi (ERS) olarak
adlandirilmaktadir (Kaufman, 2004; Diizgiin, Alagam ve Okuyucu, 2012). ER liimeninde
katlanmamig proteinlerin birikimi katlanmamig protein cevabi (unfolded protein response;

UPR) adi1 verilen adaptif bir programi uyarir. UPR, ER’de protein sentezini inhibe ederek



stresi azaltmaya calisir (Rutkowski ve Kaufman, 2004). Memeli hiicrelerinde, UPR ii¢ adet
ER transmembran reseptoriin aracilik ettigi karmasik bir programdir. Bunlar reseptorler:
aktive edici transkripsiyon faktor 6 (activating transcription factor 6; ATF6), inositol
bagimli kinaz (inositol requiring kinase 1; IRE1) ve ¢ift sarmal RNA-aktivasyonlu protein
kinaz (PKR)-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (double-stranded RNA-activated
protein kinase (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase; PERK). UPR’nin bu ii¢ yolagin
aktivasyonu, luminal saperon Grp78 (diger adiyla Baglayici immunoglobulin protein;
BiP)’den proksimal sinyalleme molekiiliiniin ayrilmasina baghdir (Rutkowski ve Kaufman,
2004). UPR adaptasyon, alarm ve apoptoz olmak {izere {ii¢ islevi gergeklestirir
(Chakrabarti, Chen ve Varner, 2011).

ER’nin ¢esitli hiicresel islemlerin diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir. ER homeostazini
bozan patolojik durumlar, ERS’ye dolayisiyla UPR’nin kronik aktivasyonuna neden olur
(Ozcan ve Tabas, 2012). ERS kardiyovaskiiler hastaliklardan, nérodejenerasyon, kanser,
diyabet ve kas dejenerasyonuna kadar pek ¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynar.
Kronik endoteliyal ERS ve UPR aktivasyonu ile endotelyumun ateroskleroz olusumuna
yatkinlig1 arasinda bir iligki oldugu bulunmustur (Civelek, Manduchi, Riley, Stoeckert ve
Davies, 2009; Wang ve Kaufman, 2012). Endotel hiicrelerinde ERS’in kronik aktivasyonu,
artmis oksidatif stres ve inflamasyona sonug¢ olarak c¢ogunlukla hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (Lenna, Han ve Trojanowska, 2014). Ayrica, diyabette olusan endotel islev
bozuklugunda ER stresinin rolii oldugu diistiniilmektedir (Basha, Samuel, Triggle ve Ding,
2012).

Son yillarda yapilan calismalarda, yeni bir potansiyel tedavi yaklagimi olarak ERS
inhibisyonuna odaklanilmistir. Bir safra asidi olan tauroursodeoksikolik asid (TUDCA)’ nin
ER stresini engelleyici etkisi bilinmektedir (Ozcan ve digerleri, 2006; Chen ve digerleri,
2008). TUDCA ile ERS inhibisyonunun tip 2 diyabetik farelerde vaskiiler patolojide
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Amin ve digerleri, 2012). Anjiiotensin Il ile
olusturulan hipertansiyonda ERS inhibisyonu kardiyak hasar1 azaltirken damar islevlerinde
iyilesme saglamaktadir (Kassan ve digerleri, 2012). Spontan hipertansif sican modelinde
(SHR), ERS inhibisyonunun SHR’de artmis olan sistolik kan basincini diisiirdiigii ayrica
artmig aort kasilmalarini diizelttigi gosterilmistir (Spitler, Matsumoto ve Webb, 2013).
Ayrica ERS inhibisyonun, fare aortunda tunikamisin ile uyarilan endotel islev

bozuklugunu 6nledigi (Choy ve digerleri, 2016); SHR’de mezenterik arterlerde endotel



bagimli gevsemeleri artirdigni (Carlisle ve digerleri, 2016) bildirilmistir. ERS
baskilanmasinin ¢esitli hastaliklar iizerindeki olumlu etkileri ortaya konmustur fakat

DOCA-tuz hipertansiyon modelinde damar islevleri tizerindeki etkileri bilinmemektedir.

Endotel hiicreleri olduk¢a dinamik ve yiiksek miktarda protein sentezlenen hiicrelerdir, bu
durum ERS’ye ortam hazirlamaktadir. Endotel islev bozuklugunun hipertansiyon ve diger
pek ¢ok hastalifin patogenezinde yer aldigi bilinmektedir. Fakat hipertansiyonda olusan
endotel islev degisiklikleri ile ERS arasindaki iliski heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Bu tez calismasinin amaci; hipertansiyon nedeniyle damarlarda gelisen islev bozuklugunun
ERS ile iliskisi ve ERS inhibisyonu ile nasil etkilendiginin; izole torasik aort cevaplari ve

kan-doku biyobelirtegleri incelenerek belirlenmesidir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Hipertansiyon

2.1.1. Tamim

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basincinin devamli yiikselmesi ile karakterize bir

kalp damar hastaligidir (Kayaalp, 2005: 357).

2.1.2. Etiyolojisi ve patogenezi

Hipertansiyon diinya ¢apinda 1 milyardan fazla insani etkileyen ve en yaygin goriilen
kronik hastaliklardan biridir. Inme, kalp yetmezligi ve bdbrek hastaliklar1 gibi
komplikasyonlar hipertansiyonda morbidite ve mortalitenin esas nedenlerini olusturur
(Coffman, 2011). Hipertansiyon esansiyel ve sekonder olmak {izere ikiye ayrilir. Esansiyel
hipertansiyonda temel neden belli degildir ve olgularin %95’ini olusturur. Sekonder
hipertansiyon ise bobrek hastaliklari, renovaskiiler, kardiyak ve endokrin hastaliklar gibi
arteriyel kan basincini yiikselten birincil patolojik bozukluklar nedeniyle olusur (Kayaalp,
2005: 357). Esansiyel hipertansiyonu olan bireylerin biiyiikk ¢ogunlugunda artmis kan
basincinin etiyolojisi belirlenemez. Ancak, esansiyel hipertansiyonun olas1 etiyolojisi i¢in
genetik yatkinlik, diyetle artmis tuz alimi ve adrenerjik tonus artisi1 gibi pek ¢ok faktor one
stiriilmektedir. Sonug olarak esansiyel hipertansiyon tedavisinin se¢imi deneyime dayalidir
ve yas, 1rk, eslik eden bagka hastaligin olmas1 gibi epidemiyolojik kategorileri temel alir
(Coffman, 2011). Bu agidan, hipertansiyonun molekiiler patogenezini aydinlatmaya

yonelik ¢caligmalar 6nceligini ve 6nemini korumaktadir.

Pek cok patofizyolojik faktor hipertansiyon olusumunda rol oynamaktadir. Bunlar: artmis
sempatik sinir sistemi aktivitesi; artmis psikososyal strese maruziyet; sodyum tutucu
hormonlarin ve vazokonstriktér maddelerin asir1 {iretimi; diyetle uzun dénem yiiksek
sodyum alimi; yetersiz potasyum ve kalsiyum alimi; anjiyotensin II artig1 ve aldosteron
iiretimi ile asir1 renin sekresyonu; NO, protasiklin ve natritiretik peptidler gibi vazodilator
maddelerin eksiklikleri; vaskiiler tonusu ve renal tuz tutulumunu etkileyen kallikrein-kinin
sisteminin ekspresyonunda degisim; renal mikrodamarlarda selektif lezyonlar gibi damar

direncindeki anormallikler; diyabet; insiilin rezistansi; obezite; vaskiiler biiylime



faktorlerinin aktivitesinde artig; kalp atim hizi, kalbin inotropik o&zellikleri ve damar
direncini etkileyen adrenerjik reseptor degisimleri ve degismis hiicresel iyon transportudur
(Resim 2.1.) (Oparil, Zaman ve Calhoun, 2003).
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Nitrik Dksit, Vaskiiler
Endotelin diiz kas

Resim 2.1. Hipertansiyonun patofizyolojik mekanizmalari

Damar endotel islev bozuklugu, oksidatif stres artisi, vaskiiler remodeling ve damarlarin
uyum saglama yeteneginin azalmasi hipertansiyon olusumunu hizlandirabilmekte ve

patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.

2.1.3. Hipertansiyonda endotel islev bozuklugu

Endotel kan damarlarinin en i¢ yiizeyini kaplayan, tek katli ince bir hiicre tabakasidir
(Giannotti ve Landmesser, 2007). Furchgott ve Zawadzki’nin 1980 yilinda yaptiklar1 bir
gozlem ile izole arterlerden endotel tabakasi uzaklastirildiginda, asetilkoline karsi gelisen
gevseme cevaplarinin engellendigi ortaya konmustur. Bu tarihi deney, vaskiiler tonusun
lokal kontrolii ile ilgili diisiinceleri kokten degistirmistir. Cesitli ¢alismalarda, endotel
hiicrelerinin endotel-kaynakli gevsetici faktor (EDRF) denilen gii¢lii vazoaktif maddeler
araciligiyla arterlerde gevsemeye neden oldugu gosterilmistir (Furchgott ve Vanhoutte,
1989). Soluble guanilil siklaz1 (SGC) stimiile ederek, damar diiz kasinda siklik guanozin



monofosfat liretimini artiran; siiperoksit anyonlariyla yok edilen bu EDREF, yaklasik otuz

yil 6nce NO olarak tanimlanmistir (Furchgott ve Vanhoutte, 1989).

Damar endotel tabakasi yapisal olarak basit fakat islevsel olarak oldukg¢a karmasik bir
sistemden olusmaktadir. Bu tabaka hemostaz, fibrinolizis, inflamasyon, lipoprotein
metabolizmasi, kan basinci ve anjiyogenez gibi pek ¢ok olay: diizenler. Bu nedenle damar
tonusunun ve yapisinin diizenlenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Endotel tabakasi vazodilator
(NO, prostasiklin, prostaglandin E2 gibi) ve vazokonstriktif (anjiyotensin Il, tromboksan
A2 ve endotelin-1 gibi) 6zellige sahip bazi vazoaktif maddeleri salgilayarak vaskiiler
homeostazin saglanmasinda temel rol oynar (Vane, Anggard ve Botting, 1990). Endotel
kaynakli NO ise endoteliyal islevleri i¢in en 6nemli belirtectir. NO, prekiirsorii olan L-
arjinin’den nitrik oksit sentaz (NOS) enzim aktivitesiyle sentezlenir. Bu enzimin primer
yapilar1 yiiksek oranda homojen olan ii¢ izoformu tanimlanmistir. Indiiklenebilir NOS
(INOS) sitokinler gibi proinflamatuar stimiiliis ile fagositik hiicrelerde eksprese edilir.
Diger iki izoform noronal NOS (nNOS) noronal dokularda, endoteliyal NOS (eNOS)
endotel hiicrelerinde temel olarak eksprese edilir (Govers ve Rabelink, 2001). eNOS damar
islevini diizenleyen ana izoformdur. eNOS transkripsiyonu genomik olarak hormonlar ve
biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilir. Enzimin katalitik aktivitesi, akis stresi (shear
stres) ve ¢esitli norohiimoral faktorler gibi fiziksel ve kimyasal uyari tarafindan baslatilir
veya artirilir. Aktivitesi i¢in kalsiyum, kalmodulin, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
ve 5, 6, 7, 8-tetrahidrobiopterin gereklidir. Is1 sok (heat-shock) protein 90 (HSP-90)’nin bu
protein kompleksi ile birlesmesi enzim aktivitesini artirir. Endotel ylizeyindeki spesifik
reseptorlerin uyarilmasi, eNOS aktivitesini ayarlayan hiicre igi yolaklart post-translasyonel
olarak HSP-90 veya Akt-aracilikli fosforilasyon yollariyla aktive eder. eNOS’un kaveolin-
1 ile birlesmesi, Thr495’ten fosforilasyonu veya enzimin glikozilasyonu aktiviteyi azaltir.
L-arjinin metaboliti asimetrik dimetil arjinin (ADMA), eNOS’a yarismali baglanma
yoluyla NO f{iretimini diisiirir. NO diizenlenmesindeki bazi yolaklar ise tam olarak
aydinlatilamamistir (Resim 2.2.) (Vanhoutte, Shimokawa, Feletou ve Tang, 2015). eNOS
aktivasyonu ve boylece NO firetimi asetilkolin, bradikinin, histamin, 17b-estradiol gibi
cesitli uyaricilarla Ca*?-bagimli ve Ca*’-bagimsiz olarak baslatilabilir veya {iretimi
artirilabilir. Asetilkolin, bradikinin, histamin gibi agonistler endotel hiicre zarindaki
spesifik reseptorleriyle etkileserek kalmoduline baglanan hiicre ici Ca*? derisimini artirirlar
ve eNOS’un kalmodulin-baglanma alaninin aktivasyonuna neden olurlar (Zhao, Vanhoutte

ve Leung, 2015).
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Resim 2.2. Endotel hiicrelerinde NO regiilasyonunun olas1 mekanizmalari. R: reseptor,
NE: noradrenalin, 5-HT: seratonin, ET-1: endotelin 1, HSPgo: 1s1 sok protein
90, ADMA: asimetrik dimetilarjinin, NO: nitrik oksit, CaM: kalmodulin,
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat, BH4: tetrahidrobiyopterin,
eNOS: endoteliyel nitrik oksit sentaz

Hipertansiyon endotel iliskisinde {izerinde en ¢ok yogunlasilan NO, vaskiiler tonusu ve kan
basincini diizenler, uyarilmis diiz kasin gevsemesini saglar, trombositlerin endotele
adezyonu ve agregasyonunu inhibe eder ve diiz kasin proliferasyonunu baskilar (Hu ve
Manning, 1995; Cohen ve digerleri, 1997). Endotel islev bozuklugu durumunda vazoaktif
maddeler arasindaki denge bozulur ve sonug olarak vaskiiler yap1 ve iglevde degisiklikler
meydana gelir (Cohn, 2001). Cesitli hayvan hipertansiyon modellerinde bu hastaliga bagh
olarak endotel islevlerinin bozuldugu gosterilmistir (Nakano ve digerleri, 2003; Galisteo ve
digerleri, 2004a; Vera ve digerleri, 2007; Gumanova ve digerleri, 2007; Chapleau ve
digerleri, 2016).

Hipertansiyon patofizyolojisinde rolii oldugu bilinen etkenlerden biri oksidatif stresin
artisidir (Nicod ve digerleri, 2000; Binda ve digerleri, 2001; Shirakura ve digerleri, 2016).
Oksidatif stres ilk olarak Seis tarafindan 1985 yilinda “Oksidan bilesiklerin fazlaca
olusumu ve serbest radikallerin artmis birikimi sonucu yetersiz kalan antioksidan

mekanizmalar arasindaki dengesizlikten kaynaklanan doku hasar1” olarak tanimlanmigtir.



ROS’un artmig iiretimi ve/veya bozulmus inaktivasyonu yani oksidatif stres NO
biyoyararlaniminda azalmaya neden olur (Forstermann, 2010). NO biyoyararlanimindaki
diistise bagli olarak endotele bagimli damar gevsemelerinde olusan azalma, endotel islev

bozuklugunun en 6nemli belirtisi olarak kabul edilmektedir (Cai ve Harrison, 2000).

Endotel islev bozuklugu ve daha spesifik olarak NO sentezi ve aktivitesindeki degisim, en
yaygin kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde temel adimi olusturur. NO’nun
antiaterojenik, antitrombotik ve antiproliferatif ana islevleri nedeniyle, biyoyararlaniminin
bozulmasi endoteliyal fizyolojide 6nemli degisimlere yol agar (Lee, Bae, Ma ve Kim,
2016; Bermudez ve digerleri, 2008). NO sentezi ve biyoyararlaniminin azalmasi ile ilgili
¢oklu siiregler heniiz tam olarak aydinlamamistir. Olduk¢a 6nemli ve fazlaca bilgi birikimi
olmasina ragmen, endotel islev bozuklugu konusunda daha ileri g¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
2.1.4. Hipertansiyonda vaskiiler diiz kas islevi

Kan damarlar ii¢ tabakadan olugmaktadir: intimal tek katli endotel hiicreleri, mediyal
vaskiiler diiz kas (tunika media) ve adventisya (tunika eksterna) (Resim 2.3.) (Zhao,
Vanhoutte ve Leung, 2015). Vaskiiler diiz kas tabakasi kan damarlarinin kasilmasina ve
gevsemesine aracilik eder. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kasilmasi, mekanik (intraluminal
basing, germe) veya farmakolojik aktivasyon (ligandlarin hiicre yiizeyindeki reseptorlere
baglanmas1 gibi) ile Dbaglatilabilir. Bu uyaranlar ya hiicre i¢i depolardan
(sarko/endoplazmik retikulum) saliverilme ya da hiicre zarindaki Ca*? kanallarinin
actlmasi yoluyla hiicre i¢i Ca*™ derisimini artirirlar. Hiicre ici serbest kalsiyum iyonlar:
kalmoduline baglanir ve kalsiyum-kalmodulin kompleksi miyozin hafif zincir kinazi
(MLCK) aktive eder (Hilgers ve Webb, 2005). MLCK, miyozin hafif zinciri (MLC)
fosforile eder. Miyozin baslar1 ve aktin filamentleri arasinda ¢apraz koprii olusur ve diiz

kas kasilmasi gergeklesir (Resim 2.4.) (Zhao, Vanhoutte ve Leung, 2015).
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Resim 2.4. Vaskiiler diiz kasta hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve kasilma. ROC: reseptor-aracili
kanal, SOC: depo-aracili kanal, VCDD: voltaj bagimli kalsiyum kanali, SR:
sarkoplazmik retikulum, IP3R: inositol trifosfat reseptorii, RyR: ryanodin
reseptorii, MLC: miyozin hafif zincir, MLCK: miyozin hafif zincir kinaz,
MLCP: miyozin hafif zincir fosfataz, ATP: adenozin trifosfat, ADP: adenozin

difosfat, POg4: fosfat
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Endotel kaynakli NO oldukca giiclii bir vazodilatordiir. sGC’yi stimiile ederek siklik
guanozin monofosfat (¢cGMP) olusumunu uyarir. cGMP protein kinaz G’yi aktive eder.
Protein kinaz G, sitozolik kalsiyumun sarkoplazmik retikulum igine alimini, kalsiyumun
hiicre disina ¢ikisin1 ve kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarinin agilmasini saglar.
Intraseliiler kalsiyum derisimi azalir ve MLCK artik miyozini fosforilleyemez. MLC
fosfataz enzimi aktive olur ve MLC’den fosfati ayirir. Sonug olarak vaskiiler diiz kas
gevsemesi gerceklesir (Carvajal, Germain, Huidobro-Toro ve Weiner, 2000).
Hipertansiyon durumunda bu mekanizmalarda oOnemli degisimler gdzlenmistir.
Hipertansiyon NOS/NO/cGMP kaskatinin bozulmus aktivitesiyle iligskilendirilmistir (Lee,
Bae, Ma ve Kim, 2016) (Resim 2.5.).

3 ! Diiz kas hiicresi

Kasilma

Gevseme

Resim 2.5. Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde NO’nun rolii. NO: nitrik oksit, sGC: siklik
guanilat siklaz, cIMP: inozin siklik 3’,5'-monofosfat, cGMP: siklik guanozin
monofosfat, ROCK: Rho-iliskili protein kinaz, PKG: protein kinaz G, MLCK:
miyozin hafif zincir kinaz, MLCP: miyozin hafif zincir fosfataz, VCDD: voltaj
bagiml kalsiyum kanali, SR: sarkoplazmik retikulum, IP3R: inositol trifosfat
reseptorii, SERCA: sarko/endoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz, S-NO: NO
ile S-nitrozillenme, GPCR: G proteini bagli reseptor
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Ayrica NO, hiicresel aktiviteyi sGC aktivasyonundan bagimsiz olarak da etkileyebilir
(Stamler ve digerleri, 1992). NO, sarko/endoplasmik retikulum kalsiyum ATPaz
(SERCA)’1 stimiile ederek hiicre i¢i kalsiyum derigimini diisiirerek diiz kas gevsemesine
neden olur. NO kaynakli peroksinitrit de SERCA aktivitesini artirabilmektedir (Resim 2.5.)
(Adachi ve digerleri, 2004).

Yiiksek kan basinci kismen, periferal damar direnci artisi ile belirlenmektedir. Artan
periferik damar direncinin ana nedeni vaskiiler reaktivitedeki degisimlerdir. Vazomotor
fonksiyon bozuklugu ve kan damarlarinin yapisal yeniden yapilanmasi, bozulmus vaskiiler
islevde rol oynayan ana etkenlerdir (Lee ve Griendling, 2008). Kalsiyum sinyalleme
mekanizmalar1 vaskiiler diiz kasin ana islevlerini (kasilma, gevseme ve biiyiime) kontrol
etmekte ve spesifik cevaplan tetiklemektedir. Sitozolik kalsiyum seviyeleri sarkoplazmik
retikulum, kalsiyum baglayan proteinler ve plazma membranindaki kalsiyum gegirgen
kanallar tarafindan ayarlanir. Hipertansiyonda bu mekanizmalar ©nemli derecede
degismektedir. Kalsiyum diizenlenmesi, duyarhigit ve sinyalindeki bozukluk,
hipertansiyona bagl gelisen vaskiiler islev bozuklugunda ©6nemli rol oynamaktadir.
Arteriyel diiz kasta bozulmus kalsiyum yonetimi, degisen kalsiyum girisi, kalsiyum
depolanmasinda artis ve/veya kalsiyum ¢ikisinda azalma ile iliskili olabilmektedir
(Goulopoulou ve Webb, 2014).

2.2. DOCA-tuz Hipertansiyon Modeli

2.2.1. Tanim

Kronik deoksikortikosteron asetat (DOCA) uygulamasi, bobrek Kitlesinin azaltilmasi ve
yiiksek tuz igerikli diyet ile karakterize deneysel bir hipertansiyon modelidir. Bu modelde
tek tarafli nefrektomi uygulamasi sonrasi, iyilesme siirecinin ardindan belli araliklarla
DOCA enjeksiyonu yapilmasi, bununla birllikte igme suyu olarak NaCl igeren su veya
NaCl ve KCI igeren su verilmesi ile kan basinci artis1 gergeklesir (Badyal, Dadhich ve
Lata, 2003). ilk kez Selye ve Bois (1957) tarafindan DOCA’nin siganlarda hipertansiyona
neden oldugunu gosterilmistir. Glinimiizde DOCA-tuz hipertansiyon modeli,
hipertansiyon patofizyolojisini oldukg¢a ¢esitli yonlerden aragtirmaya elverisli ve siklikla

kullanilan bir yontemdir.
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2.2.2. DOCA-tuz hipertansiyonun patogenezi

DOCA-tuz hipertansiyonun patogenezini aydinlatmaya yonelik pek c¢ok caligma
yiiriitiilmiistiir. Bu uygulamanin kan basincini nasil artirdig1 tamamen agiklanamamis fakat
bircok oOzelligi agiga cikarilmistir. DOCA uygulamasimin hormonal ve ndronal presor
mekanizmalar1 degistirdigi goriilmektedir. ilgili prehipertansif degisimler arasinda; noral
anjiotensin Il (Ang 1) ve vazopresin aktivitesinde degisim, sempatik etkide artis ve baro-
refleks cevapta bozulma sayilabilir. Ayrica vaskiiler yapidaki karakteristik degisimler de
uyarilmaktadir (Schenk ve McNeill, 1992). DOCA-tuz modeli; hipertansiyon, hipertrofi,
fibrozis, elektriksel iletim bozukluklar1 ve vaskiiler hipertrofi ve islev bozuklugu gibi
insanlardaki kronik kardiyovaskiiler yeniden yapilanmada (remodeling) goriilen pek ¢ok

degisimi taklit eder (Iyer, Chan ve Brown, 2010).
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Resim 2.6. DOCA-tuz hipertansiyonun farkli fazlarinda noral ve hiimoral katkilar. OAB:
ortalama arteriyel basing, SSA: sempatik sistem aktivitesi, VP: vazopresin,
CA: katekolamin, ET-1: endotelin-1

DOCA-tuz hipertansiyon gelisimi ¢esitli basamaklardan olusur. DOCA uygulamasini
erken fazinda (gilinler) potasyum yerine sodyum tutulur, ikinci faz (haftalar) sodyum
dengesi ve kronik potasyum eksikligi ile karakterizedir. Baslangictaki sivi ve sodyum

alimindaki artisa genellikle, sodyum ve su atiliminda artis eslik eder (Abrams ve Osborn,
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2008). 1k 48 saat sirasinda, arteriyel kan basincindaki ani artistan sonra, birka¢ haftalik
daha yavas bir artig vardir ve bu siirekli hipertansiyona yol agar (Jacob, Clark, Guzman ve
Osborn, 2005; Brooks, Freeman ve Qi, 2006). Daha sonraki faz (malign faz) ise ciddi
hipertansiyonun gozlendigi 8-12 hafta sonrasidir. Resim 2.6.°da bu hipertansiyon
modelinin farkli fazlarinda, sempatik ve hiimoral faktorlerin rolleri yaklasik olarak
gosterilmistir (Yemane, Busauskas, Burris ve Knuepfer, 2010). Erken fazda, plazma
sodyumundaki artisa hem sempatik sinir aktivitesi (SSA) artisi hem de vazopresin
saliverilmesindeki artis eslik eder. Sonrasindaki hipertansiyonun gelismis oldugu fazda,
vazopresin katilimi devam eder, yiikselmis plazma katekolamin seviyesini yansitan damar
yataklarinda artmigs SSA rolii hiimoral komponente esit derecededir. Malign faz sirasinda,
vaskiiler yeniden yapilandirma ve hipertrofi de rol oynamaktadir. Ug faz boyunca,
endotelin-1 (ET-1) seviyeleri siirekli artmistir ve maling fazdaki katilimi daha fazladir. Bu
durum, vazopresinin dogrudan etkilerinin ET-1 salimina neden olmasma buna ek olarak
biiyilk c¢apli endotel hasarmin da ET-1 salimina neden olmasina bagli olabilir. Geg
fazlarda, vazopresin artis1 devam eder fakat dogrudan vazokonstiriktor etkilerinden ziyade
antiditiretik etkisine bagli olarak hipertansiyonu destekler (Yemane, Busauskas, Burris ve
Knuepfer, 2010).

Ek olarak, DOCA-tuz hipertansiyon modeli ile ilgili ¢alismalarda bazi faktorler nedeniyle
uyusmazlhik olabilmektedir. ik olarak, hipertansiyonun fazi 6nemlidir ¢iinkii farkli
zamanlarda farkli etkenler belirleyicidir. Ikinci olarak, hiperosmolariteye bagl merkezi
sempatik uyart ve vazopresin etkisinin ET-1 salimma neden olmasi gibi baglantili
cevaplar, spesifik yanitlara yol a¢an multifaktoriyel sebepler arasinda sayilabilir. Son
olarak, dogrudan sempatik sinir kayitlarinda farkli sonuglar elde edilebilir ¢iinkii spesifik
sinir ¢caligmalar1 tiim sempatik tonusu yansitmayabilir ve sirkadiyan ritmin sadece belli bir
stiresinde alinan kayitlardir. Bu durum, hipertansiyonun farkli fazlarinda belli araliklarla

yapilacak ¢aligmalarla ¢oziilebilir (Yemane, Busauskas, Burris ve Knuepfer, 2010).
2.3. Endoplazmik Retikulum Yapisi ve Islevleri

ER, hiicredeki en biiyiik organeldir ve protein sentezi ve transportu, protein katlanmasi,
lipit ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum depolanmasinin yapildigi
esas alandir. Organelin karmasik fiziksel yapisi ayni oranda karmasik fonksiyonlarina da

yansir. ER, niikleer zarf ve periferal ER’den olusan devamli membran sisteminden



15

meydana gelmektedir. ER alanimin sekli ve dagilimi, ¢esitli integral membran proteinleri,
diger organellerle ve hiicre iskeleti etkilesimi ile diizenlenir. Bu etkilesimler dinamiktir ve
hiicre i¢i degisimleri yansitir. Niikleer zarf, i¢ niikleer membran ve dis niikleer membran
olmak iizere iki lipit tabakasindan olusur ve bunlar periferal ER ile ortak bir liimeni
paylasirlar. Niikleer zarfin membranlarindan gegen yiizlerce niikleer agiklik (por) RNA’lar
ve proteinler gibi molekiillerin tasinmasina izin verir. Niikleer zarf, yapraklar veya sisterna
ile baghdir ve bu periferal ER’nin bir kistmini olusturur. Yapraklar, membran kdselerine
yerlesmis kivrimli alanlar ile aralarinda liimen olan iki lipit ¢ift tabakalarindan olusan yassi
yapilardir. Yapraklar genellikle yigili yapilar halinde goriiniir ve membranlarin kivrik
alanlart ile helikal koselere baglanirlar. Bu yapraklar, sentez, katlama ve salgilanmig veya
membran-bagli  proteinlerin  post-translasyonel modifikasyonlarinin  yapildigi  ana
alanlardir. Cok az sayida ribozom, ER tiibiillerinin membran yiizeyinde yer alir (Schwarz
ve Blower, 2016). Lipit sentezi ve kalsiyum sinyallemesi gibi islemlerde rol alan
hiicrelerde, ER agirlikli olarak tiibiillerden olusur. Periferal ER’nin ek bir yapilanmas1 olan
kortikal ER, plazma membraniyla bitisiktir, yapraklar ve tiibiiller ile membranlar arasinda
orta bir fenotip sergiler. Kalsiyum sinyallemesi, plazma membrani ve kortikal ER
arasindaki kontakt alanlarinda meydana gelir ve kas kasilmasi i¢in gereklidir. (Block,
Imagawa, Campbell ve Franzini-Armstrong, 1988; Takeshima, Komazaki, Nishi, lino ve
Kangawa, 2000). Bu nedenle, ER alt alanlarinin morfolojisi ve hiicre i¢i yerlesimi, bu
yapilarin islevlerine ve bdylece bulunduklari ozellesmis hiicredeki rollerine katkida

bulunur (Resim 2.7.) (Bravo ve digerleri, 2013; Schwarz ve Blower, 2016).
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Resim 2.7. Endoplazmik retikulum yapisi ve genel islevleri. ER: endoplazmik retikulum,
IP3R: inositol trifosfat reseptorii, RyR: ryanodin reseptorii, SERCA:
sarko/endoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz, MAM: mitokondri iligkili ER
membrani

ER’nin ana islevlerinden biri, sitozolik protein grubunun yani sira integral membran
proteinleri i¢in de protein sentez alani olarak islev gormektir. Protein sentezi igin,
ribozomlarin ER’nin sitozolik yiiziine yerlesmesi ve mRNA:ribozom kompleksinin ER

membrani lizerinde ko-translasyonel kenetlenmesi gereklidir.

Bir proteinin dinamik hayat dongiisii ribozomda baglar. mRNA, protein sentezini
baglatmak i¢in ribozomlarin {izerine yiiklenir. Daha sonra bu mRNA’lar1 tasiyan

ribozomlar, sinyal tanima partikiilleri tarafindan tanimlanip baglanan baslangig
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polipeptidinin amino terminalindeki sinyal sekansi aracilifiyla ER membranina toplanir
(Walter ve Blobel, 1981; Walter, Ibrahimi ve Blobel, 1981). Baslangi¢ peptidleri,
katlanmamis durumda translokon kompleksi ile ER’ye girer. Oligosakkariltransferaz
(OST), bir translokon bileseni, polipeptidlerin transportundan sorumludur. ER’de protein
katlanmasi, protein katlanma oranini artiran peptidilprolil izomerazlar (PPlaz’lar)’in
yaninda PDI, ERp57 ve ERO1 gibi pek cok saperon tarafindan kolaylastirilir. BiP, GRP94
ve GRP170 gibi peptid-baglayan proteinler, agregasyonu Onlerler ve aslinda protein
katlanma oranmi disiiriirler. UDP-glikoz glikoprotein glikoziltransferaz 1 (UGGT1) ile
tekrar glikozilasyon ile birlikte, N-baglanmis ¢ekirdek oligosakkaritin katilmasi ve
ayrilmast; katlanma kalitesi ve dogrudan transport ve proteinlerin degradasyonunu kontrol
eden saperonlar kalneksin (CNX) ve kalretikulin (CRT) ile proteinlerin etkilesimini
kolaylastirir.

Dogru bir sekilde katlanan proteinler LMAN1-MCFD2 gibi tasima trafigi kompleksleri
icine Golgi aparatina taginirlar. Golgi’de farkli hiicresel kompartimanlara boliiniirler;
ER’ye tekrar donerler veya ekstraseliiller alana sekrete edilirler. Katlanmamis, yanlis
katlanmig ya da kiimelenmis proteinler, ubikuitinasyon ve ER-baglantili protein
degradasyonu (ERAD) yoluyla 26S proteazom tarafindan degradasyon i¢in, sitozole tekrar
transloke olurlar (Wang ve Kaufman, 2016) (Resim 2.8.).
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2.4. Endoplazmik Retikulumda Ca*?> Homeostaz1

ER, ¢esitli biyomolekiilleri sentezi ve transportu ic¢in esas alan olmasi yaninda hiicre igi
Ca*?’un ana depo yeri olarak islev gosterir. Normal sitozolik Ca*? konsantrasyonu ~100
nM iken, ER limeni igerisinde 100-800 pM ve ekstraseliiler Ca*? konsantrasyonu ~2
mM’dir (Clapham, 2007; Samtleben ve digerleri, 2013).

Hiicre igin biiyiik &neme sahip olan Ca*? homeostazi, ikincil haberci olarak Ca*?’un
onemini yansitir. Metabolizma, protein fosforilasyonu ve defosforilasyonu, hiicre
proliferasyonu, bolinme ve farklilasma, gen transkripsiyon, hiicre motilitesi, kas
uyarilmasi-kasilmas: ve stimiiliis-sekresyon baglantisi, programli hiicre Olimii ve
norotransmisyon gibi ¢esitli hiicresel islemleri diizenler (Berridge, Bootman ve Roderick,
2003). Ca*? homeostazini korumak igin, hiicre ve organellerin igine ve disina Ca*? akisinin
kesin bir denge igerisinde diizenlenmesi gerekir. Uzun siireli yiiksek hiicresel Ca*2
konsantrasyonu hiicre dliimiine neden olabilir, bu nedenle Ca*? transport ve tamponlama
sistem aglar1 hiicre i¢inde kontrolii saglayacak sekilde gelismislerdir. Ca*?> homeostazinin
korunmasi, birgok hormon kontrollii feedback dongiisii ile Ca+2-ta$1ylcllar1, Ca*?-kanallar,
Ca*?-degistirici, Ca*2-baglayan/tamponlayan proteinler ve Ca*2-pompalarindan olusan
detayli bir sistemden olusan kompleks bir islemdir (Resim 2.9.) (Krebs, Agellon ve
Michalak, 2015).

2.4.1. Ca*? tamponlar1 ve Ca*? sensorleri

Ca*? sinyallemesi ya hiicre disindan Ca*?’un alinmasi ya da hiicre ici depolardan Ca*2
salim1 ve sonugta serbest Ca*? konsantrasyonunun degismesi yoluyla olusabilir. Hiicre ici
depolarin liimeninde, oldukca fazla miktarda Ca*?, kalsekuestrin veya kalretikulin gibi
Ca*? baglayic1 proteinler tarafindan tamponlanmir. Bu proteinler, sitozolik Ca*? baglayici
proteinler parvalbiimin, kalbindin veya S100 proteinleri olarak adlandirilan gruptan
farklidir (Marenholz, Heizmann ve Fritz, 2004). Bu iki grup protein arasindaki esas fark,
Ca*? baglama ozellikleri tarafindan belirlenir. Organellerdeki Ca*? tamponlar, diisiik
afiniteli fakat yiiksek kapasitede Ca*? baglayici proteinler olarak nitelendirilir; sitozolik
Ca'? tamponlar1 ise yiiksek afiniteli fakat diisiik kapasitede Ca*? baglayict ozellik
gosterirler. Sitozolik grup ayrica, “EF-hand” alani igeren proteinlerle karakterizedir. Bu

alan sadece sitozolik Ca*? tamponlarina 6zel degildir, ayrica kalmodulin, troponin C veya
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noronal Ca*? sensdr ailesi gibi Ca*? sensorlerinde bulunur. Bu sensérler, Ca*? baglanmasi
ile konformasyonel degisim gecirerek hedeflerine baglanabilir duruma gelirler. Ca*?
tamponlar1 ve Ca*? sensorleri arasindaki farklilasma fonksiyonel olarak degisebilir; son
zamanlardaki sonuclar, Ca*? tampon proteinlerin sensér fonksiyonu da gosterebildigini

isaret etmektedir (Schwaller, 2012).

ca-hz

ER/SR Cat?
Tamponlarn/sensdrleri

<s:>- = ﬂ% o) e e

Serbest Ca*? {:Nx \

IRE/PERK/ATF6
UPR

Resim 2.9. Ca*? homeostazinda rol alan sistemlerin sematik gdsterimi. CADPR: siklik ADP
riboz, CNX: kalneksin, CRT: kalretikulin, CSQ: kalsekuestrin, IP3: inositol-
1,4,5-trisfosfat, IP3R: Inositol trisfosfat reseptorii, MCU: mitokondri kalsiyum
uniporter, NCX: sodyum/kalsiyum degistirici, NMDA: N-metil-D-aspartat
reseptorii, ORAI: kalsiyum salimi ile aktive olan kanal proteini, PDIAG:
protein disiilfid izomeraz A6, PLC: fosfolipaz C, PMCA: plasma membran
kalsiyum ATPaz, R: reseptor, SOCE: depo aracili kalsiyum girisi, STIM:
stromal etkilesim molekiilii, SARAF: SOCE aracilikli diizenleyici faktor,
TRPC: transient reseptor potansiyel kanali, VOC: voltaj kapili kalsiyum kanali,
IRE: inositol bagimli kinaz, PERK: ¢ift sarmal RNA-aktivasyonlu protein
kinaz benzeri endoplazmik retikulum kinaz, ATF6: aktive edici transkripsiyon
faktorii 6, UPR: katlanmamis protein cevabi

Hiicresel Cevap
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2.4.2. Ca*? kanallar

Kalsiyum plazma membranina yerlesmis ¢esitli kanallarla elektrokimyasal gradiente gore
hiicre igine girebilir. Bu kanallar voltaj-bagimli (CaV1-3), reseptor aracilikli (N-metil-D-
aspartat reseptor (NMDA) gibi), transient reseptor potansiyel kanallar (TRPC) veya depo-
aracili giris (SOCE) kanallar1 (ORAI gibi) olabilir. Ca*? hiicre i¢i depolardan da
saliverilebilir, bu endo/sarkoplazmik retikulumdan inosital-1,4,5-trifosfat (IP3), siklik
ADPriboz (cADP), nikotinik asit adenin dintikleotid fosfat (NAADP) gibi mesajcilar
yoluyla gergeklesir (Berridge, Bootman ve Roderick, 2003). Hiicre yiizeyindeki
reseptorlerin aktivasyonlarina cevaben; fosfolipaz C, fosfatidilinositol 4,5-bifosfat1 IP3 ve
diagilgliserol (DAG)’e hidroliz eder. IP3, IP3-kapili Ca*? kanali olan IP3 reseptorii (IP3R)
araciligiyla ER’den Ca*? salimina neden olur (Resim 2.8.). Sarkoplazmik retikulumdaki bir
diger Ca*? kanal ryanodin reseptorii (RyR)’diir. Memelilerde ii¢ farkli genle kodlanr.
RyR1 ilk kez iskelet kasinda, RyR2 kalpte ve RyR3 ise beyinde tanimlanmistir fakat bu
proteinler farkl hiicre tiplerinde de eksprese edilebilmektedir (Resim 2.9.) (Krebs, Agellon
ve Michalak, 2015).

IP3R en yaygin bulunan hiicre ici Ca*? kanahdir ve omurgalilarda 3 farkli izoformu
bulunur (IP3R1, IP3R2 ve IP3R3). izoformlarmn aminoasit sekanslar1 %60-80 oraninda
homologdur. Ana diizenleyicileri sitozoldeki ve ER igindeki serbest Ca*? konsantrasyonu,
ATP, tiyol modifikasyonu ve protein kinazlar tarafindan fosforilasyondur. Diisiik
nanomolar aralikta Ca*? konsantrasyonlarinda IP3 icin farkli baglanma afiniteleri
gosterirler (IP3R2 > IP3R1 > IP3R3) (Wojcikiewicz ve Luo, 1998). Ayrica, IP3R1
izoformunun hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonuna bagli inhibisyon gosteritken, IP3R2 ve
IP3R3 gostermedigi bulunmustur (Hagar, Burgstahler, Nathanson ve Ehrlich, 1998;
Ramos-Franco ve digerleri, 2000). IP3R alt tiplerinin doku, hiicre tipi veya subseliiler
lokasyonlarina bununla birlikte heterotetramerik kanal kompleksi olusturma yetenegine
uygun olarak dagilimi ve gesitliligindeki farklilik, kalsiyum salim modellerinin farkli
olmasina ve sonugta farkli fizyolojik sonuglara neden olur (Grayson, Haddock, Murray,
Wojcikiewicz ve Hill, 2004). Vaskiiler dokuda her ii¢ izoform da eksprese edilmektedir.
Fakat vaskiiler duvarin endotel ve diiz kas tabakalarinda bu kanallarin dagilimlar farklilik
gostermektedir. Sicanlarda yapilan bir calismada, IP3R1 alt tipinin torasik aortda, basilar
ve mezenterik arterlerde baskin alt tip oldugu ve hem endotel hem de diiz kasta eksprese

edildigi gosterilmistir. Diger taraftan, IP3R2 ve IP3R3 biiyiik dl¢iide endotel tabakasiyla
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kisith kalmistir. Protein ekspresyon seviyeleri arasindaki fark, mRNA seviyeleri ile de

uyumlu bulunmustur (Grayson, Haddock, Murray, Wojcikiewicz ve Hill, 2004).

2.4.3. Sarko/endoplasmik retikulum kalsiyum ATPaz

ER kalsiyum pompasi, Ca*?’un retikiiler agin liimeni igerisine alimindan sorumludur.
Sarko/endoplasmik retikulum kalsiyum ATPaz (SERCA) pompasi P-tip ATPaz sinifina
aittir ve ATP kullanarak, iyon gradientine kars1 membrandan Ca*? gecisini saglar (Krebs,
Agellon ve Michalak, 2015). SERCA islevlerinin diizenlenmesi, Ca*?> homeostazinda
anahtar rol oynar ve hiicre tipine bagli olarak degisir. Ayrica, kas hiicrelerinde ikili gorev
iistlenir: kas kasilmasi sirasinda harekete gecen SR’yi kontrol eder ve sitozolik Ca*?
konsantrasyonunu diisiirerek gevsemeyi saglar (Lipskaia, Chemaly, Hadri, Lompre ve
Hajjar, 2010).

SERCA izoformlari (SERCA1, SERCA2 ve SERCA3), ii¢ farkli kromozomda yerlesmis
ATP2AI1, 2 ve 3 genleri tarafindan kodlanir (Dally, Corvazier, Bredoux, Bobe ve Enouf,
2010). Karsilik gelen proteinler ile en az 14 SERCA mRNA’s1 tanimlanmistir. Bu
izoformlardan bazilar1 tiire 6zgiidiir ve ayrica ekspresyonlar: hiicre tipine ve gelisme
evresine 6zeldir. SERCAL, SERCA2 ve SERCAS ailelerindeki proteinler %75 veya daha
fazla oranda homologdur (Periasamy ve Kalyanasundaram, 2007).

SERCAT1 geni, 2 mRNA c¢esidini kodlar ve ¢ogunlukla, hizli uyarilan iskelet kaslarinda
eksprese edilir. SERCAla yetiskin iskelet kasinda eksprese edilirken, SERCA1b fotal
dokularda eksprese edilmektedir (Periasamy ve Kalyanasundaram, 2007). SERCAla’nin
iskelet kasi gelisiminde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (Toyoshima, Nakasako,

Nomura ve Ogawa, 2000).

SERCAZ2 geninin alternatif kesilme sonucu olusan a, b, ¢ ve d olmak iizere 4 tiirii vardir.
Kardiyak izoform da denilen SERCA2a kardiyak kas, yavas kasilan iskelet kas1 ve diiz kas
hiicrelerinde eksprese edilir. SERCAZ2D ise yaygin bir izoformdur ve hem kas hiicrelerinde
hem de kas-dis1 hiicrelerde eksprese edilmektedir (Periasamy ve Kalyanasundaram, 2007).
SERCA2a ve SERCA2b, SERCA2 geninin alternatif kesilmesi yoluyla olusur ve sadece
SERCAZ2b’de ek olarak bulunan 49 amino asit nedeniyle farklidirlar. SERCAZ2c ilk olarak
kardiyak dokuda belirlenmigtir. SERCA2d mRNA’s1 iskelet kasinda bulunmustur fakat
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fonksiyonel ve endojen SERCA2d proteini ile ilgili bir kanit yoktur (Chemaly, Bobe,
Adnot, Hajjar ve Lipskaia, 2013).

SERCAS3 ailesinin, 3’-ucundan ¢esitli kesilme farkliliklar1 nedeniyle tiire 6zgii izoformlar1
vardir. Bunlar: 5 insan izoformu (SERCA3b-f), 2 fare (SERCA3b-c) ve 1 sigan
(SERCA3Db/c) proteinleri ve yaygin olan SERCA3a izoformudur (Chemaly, Bobe, Adnot,
Hajjar ve Lipskaia, 2013). SERCA3 izoformlarinin ekspresyonu g¢ogunlukla kas-disi
hiicrelerde, 6zellikle hematopoietik hiicrelerdedir, kas hiicrelerinde oldukc¢a az miktarda
ekspresyon vardir (Periasamy ve Kalyanasundaram, 2007). Ek olarak, SERCA3d ve
SERCA3f’nin insan kalbinde eksprese edildigi gosterilmistir (Dally ve digerleri, 2009).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde iki SERCA geni (ATP2A2 ve ATP2A3) simultane olarak
eksprese edilir. SERCA2a ve SERCA2b yaygin bicimde eksprese edilen ve bazal Ca*?
alimininda rolii olan izoformlardir. SERCA3 ise oldukga diisiik miktarda eksprese edilir ve
diisiik afiniteli bir Ca*? pompasidir (Chemaly, Bobe, Adnot, Hajjar ve Lipskaia, 2013).
Vaskiiler diiz kastaki ana SERCA2 izoformunun ya SERCA2a ya da SERCA2b olmasi
hiicre fenotipine bagli olarak degisebilir. Erigskin kan damarlarinda, vaskiiler diiz kas
hiicreleri farkli araliklarda fenotipler sergilerler; ¢ogunlukla pasif/kontraktil fenotiptedirler
ve vaskiiler tonusu kontrol ederler. Kontraktil vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hasar
durumunda, sentetik fenotipe dogru degisimi, vaskiiler onarim mekanizmasinda hayati rol
oynar ve ayni zamanda bu degisim vaskiiler remodelinge neden olan primer patofizyolojik
mekanizmadir (Owens, Kumar ve Wamhoff, 2004). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin sentetik
durumu, kontraktil cevapla ilgili proteinlerin, 6zellikle SERCA2a izoformunun azalmasi
ile karakterizedir; sitozolik Ca*?, yavas Ca*? pompasi SERCA2b ile zayif bir sekilde
pompalanmaktadir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki Ca*? gecici modu ise yalmizca SERCA
islevine baglidir. Bu moda Ca*? osilasyonlar: ekstraseliiler Ca*™? yoklugunda korunmustur;
SERCA aktivitesinin bloklanmasi Ca*? osilasyonlarmi &nlemistir; bu sonuglar SR’den

+25

saliverilen Ca™’un osilasyonlara neden oldugunu gostermektedir (Chemaly, Bobe, Adnot,

Hajjar ve Lipskaia, 2013).

SERCA izoformlar1, farkli hiicrelerde 6zel islevler i¢in uyarlanmis ve gelismistir.
Ekspresyonlar1 ve aktivitelerindeki degisimler pek cok hiicresel islemi etkilemekte ve

bircok hastaligin patogenezinde yer almaktadir.
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2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER) 6karyotlarda protein katlanmasinin diizenlendigi en 6nemli
organeldir. ER, protein sentezi i¢in kalite kontrol merkezi olarak tanimlanabilir. Sadece
dogru katlanmis proteinler ER’dan c¢ikabilirler, katlanmamis veya yanlis katlanmis
proteinler tutulur ve degrade edilir (Shen, Zhang ve Kaufman, 2004). Bir hiicrenin stresi
algilama, cevap verme ve engelleme yetenegi homeostazin devamu igin gereklidir. Stres
ister endojen isterse eksojen olsun, hiicrede patojenik enfeksiyon, kimyasal hasar, genetik
mutasyon ve hatta normal farklilasma gibi pek ¢ok farkli yolla olusabilir. Protein katlanma
islemi bu durumlara 6zellikle duyarhidir (Rutkowski ve Kaufman, 2004). ER hiicresel
strese karst erken cevap alanidir (Zhao ve Ackerman, 2006; Ron ve Walter, 2007). ER
islev kapasitesini asan fizyolojik veya patolojik durumlarda limende katlanmamis ya da
yanlis katlanmig protein birikimi meydana gelir ve bu durum ERS olarak

isimlendirilmektedir (Diizgilin, Alagam ve Okuyucu, 2012).

2.5.1. Endoplazmik retikulum stres yolag

ERS’nin erken evrelerinde molekiiler saperonlardaki bozulma, hiicre i¢i proteinlerin stabil
durumunu bozar. Pek ¢ok adaptif ve koruyucu strateji, ERS’nin zararl etkilerinin
iistesinden gelmek igin devreye girer. Ornek olarak, ER’de katlanmamis/yanls katlanmis
proteinlerin fazla miktarda birikmesi nedeniyle, yeni protein sentezi inhibe edilir. Akiimiile
olmus proteinlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla, cesitli saperon genleri transkripsiyonel
seviyede indiiklenir ve ERAD sistemi aktive olur. Bu sistem proteazomal degradasyon
yoluyla yanlig katlanmis proteinleri ortadan kaldirabilir. Bu islemler UPR olarak
adlandirilir (Meusser, Hirsch, Jarosch ve Sommer, 2005; Lynch ve digerleri, 2012).

UPR sirasinda, ER homeostazindaki bir dengesizlik algilanir; sitoplazmaya ve niikleusa
iletilir ve kompensatuvar cevabin olusmasina neden olur. Luminal, transmembran ve
sitoplazmik alanlar1 olan c¢esitli ERS sensorleri vardir. Yanlis katlanmig proteinlerin
konsantrasyonundaki artis, luminal sensor alani tarafindan algilanir ve daha sonra farkli

sinyallerle sitoplazma ve niikleusa iletilir (Bravo ve digerleri, 2013).



25

UPR, ii¢ ER transmembran reseptor proteini araciligiyla gergeklesen kompleks bir hiicresel
cevaptir. Bu proteinler: PERK, IRE1 ve ATF6’dir. GRP78 de UPR’de 6nemli rol oynar
(Resim 2.10) (Naidoo, 2009; Liu, Chen ve Chen, 2016).

ERAD ER liimeni Katlanman Y
J\D @ protein j)

proteazom / \ \

-

argalanma E E

P @i o & .
PERK | [ ReL ] | _ATF6

XBP1 mRNA

B Kesilmis ATF&6
XBP1

Protein
translasyonunda
azalma

Transkripsiyonel

Antioksidan .
aktivasyon

cevap

Resim 2.10. UPR’nin ii¢ esas yolaginin sematik gdsterimi. ER: endoplazmik retikulum,
ERS: endoplazmik retikulum stresi, ER-baglantili protein degradasyonu,
UPR: katlanmamis protein cevabi, IRE1: inositol bagimli kinaz, PERK: ¢ift
sarmal RNA-aktivasyonlu protein kinaz benzeri endoplazmik retikulum
kinaz, ATF6: aktive edici transkripsiyon faktori 6, elFa: Okaryotik
translasyon baslatici faktor 2, Nrf2: niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2

IRE1 yolagi, UPR’nin en yiiksek oranda korunumlu koludur. IRE1, bir N-terminal luminal
sensOr alani, tek bir transmembran aln1 ve C-terminal sitozolik efektdr alanindan olusan bir
ER transmembran proteinidir (Walter ve Ron, 2011). ER liimenindeki katlanmamis
proteinler IRE1 tarafindan algilanir ve sitozolik efektor alanda, reseptor oligomerizasyonu
ve transfosforilasyonu indiiklenir (Shamu ve Walter, 1996). Memelilerde iki IRE1

paralogu vardir: IREla ve IRE1B. Bunlar benzer yapisal oOzelliklere sahiptir fakat
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fonksiyonlar1 farklidir. ERS durumunda, IREla “X-box-baglayici protein 17 (X-box-
binding protein 1; XBP1) mRNA birlesmesini katalize eder (Hacl’in memeli ortologu);
IRE1p ise 28S rRNA alan spesifik kesilmesine ve translasyonel ateniiasyona aracilik eder
(Tirasophon, Welihinda ve Kaufman, 1998; Iwawaki ve digerleri, 2001). IREla, kendi
mRNA’sin1 kesme yoluyla kendi ekspresyonunu kontrol eder, ayrica IREla kesilmesi i¢in

aday 13 bagka mRNA tanimlanmistir (Oikawa, Tokuda, Hosoda ve Iwawaki, 2010).

IREla’nin ER stresi algilama kapasitesi, BiP/GRP78’den ayrilmasina ve dogrudan
katlanmamis proteinlerle etkilesimine baglidir. Bu goézlemler IREa regiilasyonunun iki
basamakli modeline uymaktadir. BiP/GRP78’in IREla’dan ayrilmasi oligomerizasyonu
saglarken, katlanmamis proteinlere baglanma IRE1a aktivasyonuna neden olur (Kimata ve
digerleri, 2007). Baska proteinler de IREla aktivasyonunu kontrol etmektedir. Pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri Bax ve Bak, IREla’nin sitozolik alani ile protein kompleks

olusturur; bu aktivasyonu i¢in gereklidir (Hetz ve digerleri, 2006).

IREla aktive oldugunda, luminal ERS sinyali sitoplazmaya iletilir ve cesitli sinyal
yolaklarini aktive eder. Bunlardan biri IRE1a aracili XBP1 mRNA birlesmesi ile baslatilir.
XBP1, ER protein sentezi, katlanmasi, glikozilasyon, ERAD, redoks metabolizmasi,
otofaji, lipit biyogenezi ve vezikiiler trafik ile ilgili genleri regiile eden giiglii bir
transaktivatordiir (Walter ve Ron, 2011).

IREla ayrica TNF reseptor-baglantili adaptor protein TRAF2 yoluyla c-Jun N-terminal
kinaz (JNK)’y1 aktive eder. ERS ile gelisen bu aktivasyon, mitogen-activated protein 3
kinaz (MAP3K), apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) ve ASKI1-interacting
protein-1 (AIP1) varhigin1 gerektirir. JNK aktivasyonu hiicre 6liimii ile iliskilidir ve c-Jun
aktivasyonu yoluyla hiicrenin hayatta kalmasin1 destekler. JNK’ya benzer sekilde ERS,
IRE1 ve TRAF2 araciligiyla NF-kB aktivasyonunu indiikler. Bu aktivasyon mitokondri
matriksinde bulunan antioksidan enzim manganez siiperoksid dismutaz (MnSOD)’in

ekspresyonunu kontrol eder (Bravo ve digerleri, 2013).

Bir diger ER stres doniistiirticii olan PERK, ilk olarak memeli pankreatik islet hiicrelerinde
tanimlanmistir  (Shi ve digerleri, 1998). Katlanmamis proteinlerin akiimiilasyonu
durumunda, ER’de GRP78/PERK kompleksi ayrilir ve otofosforilasyon yoluyla kinaz

alan1 aktive olur. Daha sonra PERK, okaryotik translasyon baslatici faktor 2 (eukaryotic
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translation initiation factor-2; elF2a)’in a alt tnitesini fosforiller ve aktive eder. PERK bir
luminal alan ve protein serin/treonin kinaz aktivitesi gosteren sitozolik alandan
olusumaktadir. Protein kinaz alani, biiylik bir C-terminal lobu ve daha kii¢iik bir N-
terminal lobu igerir. C-terminal lobu, genis bir aktivasyon kivrimi, yedi a-heliks ve iki kisa
B-kordonundan olusur. N-terminal lobu, {i¢ a-heliks ve bes B-kordonu igerir (Cui, Li, Ron
ve Sha, 2011).

UPR aktif olmadiginda BiP/GRP78, PERK’in luminal alanina baghdir. Katlanmamis
protein akiimiilasyonu iizerine, BiP/GRP78 PERK’ten ayrilir ve bu etkilesimin kayb1
aktive olmus PERK’in yiiksek molekiiler kiitle kompleksinin olusumu ile korelasyon
gosterir. BiP/GRP78 fazla ekspresyonu bu aktivasyonu azaltir (Bertolotti, Zhang,
Hendershot, Harding ve Ron, 2000).

ER stresi PERK’in protein kinaz aktivitesinde ve elF2a fosforilasyonunda artisa neden
olmaktadir. Bu durumda elF2a-GDP’nin elF2a-GTP’ye doniisiimii inhibe olur. e[F2a-GTP
ise aktif 43S translasyon-bastatici kompleksinin olusumunda anahtar rol oynamaktadir
(Dever, 2002). Sonug olarak, PERK yolagi genel mRNA translasyonunu inhibe eder,
protein sentezini diisiirlir ve ER’nin isini azaltir. PERK ayrica UPR transkripsiyonel

aktivasyonunda rol alir (Harding ve digerleri, 2003).

elF2a fosforilasyonuna cevaben olusan gen ekspresyonu Okaryotlarda gerceklesir.
Transkripsiyon faktorii ATF4 translasyonel olarak indiiklenir ¢iinkii dncesinde 5’-ucunda
acik okuma yapist (open reading frame; ORF) vardir. Bu ORF normal kosullarda, dogru
ATF4 translasyonunu 6nler. Sadece elF2a fosforile oldugunda bu islevi gdstermez ve
ATF4 translasyonu olur (Harding ve digerleri, 2000). Niikleer faktor eritroid 2—iliskili
faktor 2 (Nrf2) transkripsiyon faktorii de PERK substratlarindan biridir. Stres altinda
olmayan hiicrelerde, Nrf2, Keap1 ile birlesmis halde sitoplazmada bulunur. PERK aracili
fosforilasyon Nrf2/Keapl kompleksinin ayrilmasini tetikler ve tekrar birlesmelerini
engeller, daha sonra Nrf2’nin niikleusa taginmasma neden olur (Cullinan ve digerleri,

2003).

Hiicre i¢i homeostaz saglandiktan sonra ise aktif PERK defosforile olarak inaktive

olmaktadir. Fakat bu inaktivasyon mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir. p-PERK
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tarafindan aktive edilen p-elF2a birbirinden bagimsiz iki fosfataz ile defosforile olarak

inaktif hale gegmektedir (Bravo ve digerleri, 2013).

ERS cevabinda iigiincii yolak ise ATF6 yolagidir. ATF6a ATF6P olmak iizere iki izoformu
vardir ve genlerin regiilasyonu ile iligkili bir protein ailesinin iiyesidir. ATF6, cAMP cevap
elementi (CRE) olarak adlandirilan bir sekansa sahiptir. Bu 90 kDa protein, homo- veya
heterodimerizasyon sonras1 DNA baglanmasi i¢in bZIP alani icermektedir. ATF6, ERS
durumunda Golgi kompartimanina transloke olur ve iki proteaz ile kesilir. Serin proteaz
alani-1 ATF6’y1 luminal alandan keserken, N-terminal pargasi metalloproteaz alani-2 ile
kesilir. Nikleusa giren ATF6’nin kesilen N-terminal pargast UPR genlerinin
transkripsiyonunu destekler (Liu, Chen ve Chen, 2016).

ERS’nin kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar, viral
enfeksiyon, kanser, inflamasyon gibi pek ¢ok hastalikla iliskisi oldugu yapilan calismalarla
ortaya konmustur (Minamino, Komuro ve Kitakaze, 2010; Ozcan ve digerleri, 2006;
Flamment, Hajduch, Ferré ve Foufelle, 2012; Lindholm, Wootz ve Korhonen, 2006; Dong
ve digerleri, 2010). Bu nedenle ERS yolaklarinin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.5.2. Endoplazmik retikulum stresine bagh hiicre oliimii

ER stresinin kronik olarak devam ettigi ve ER’deki protein akiimiilasyonunun katlama
kapasitesini olduk¢a astig1 durumlarda, hiicresel islev kayb1 ve hiicre 6liimii meydana gelir
(Hetz, 2012). UPR yolaklar1 arasindan IRElq, hiicrenin sonuna karar veren anahtar
molekiil gorevi gormektedir. IREla sitoprotektif fonksiyonunun yaninda ASK1’in
aktivasyonunu stimiile eder. Boylece, kaskadin altlarindaki JNK ve p38 MAPK
aktivasyonuna neden olur (Ron ve Hubbard, 2008). JNK’nin apoptozu indiikleyici
substratlari arasindan B-hiicre lenfoma (B-cell lymphoma 2, Bcl2) JNK fosforilasyonuyla
inhibe olur. Ayrica, p38 MAPK transkripsiyon faktorii C/EBP homolog protein (CHOP)u
fosforilleyerek aktive eder. CHOP gen ekspresyonunu apoptoz lehine degistirir; Bim
ekspresyonunu artirken, Bcl2 ekspresyonunu azaltir (Puthalakath ve digerleri, 2007;

Yamaguchi ve Wang, 2004) (Resim 2.11).

Diizenlenmis IRE1 bagimli mRNA bozulmasi (RIDD)’nin ER’de bulunan mRNAlar
azalttig1 gosterilmistir (Hollien ve digerleri, 2009). RIDD islemi selektif olarak, protein



29

katlanmasinda rol alan proteinleri kodlayan mRNAlar1 hedef alir ve degrade eder. RIDD
sinyalinin uzun siireli aktivasyonu, IREla’nin konformasyonel durumuna bagli olarak
islev gostererek hiicre 6liimiinii kolaylastirir. IREla ile aktive olan RIDD’a aracilik eden
mekanizmalar ise tam olarak bilinmemektedir (Sano ve Reed, 2013). Ayrica IRE1’in
endoriboniikleaz aktivitesi miRNA’lar1 kesebilir; bu miRNAlar proapoptotik proteinlerin
ekspresyonunu diizenleyerek de hiicre 6liimiinii kolaylastirabilir (Dufey, Septlveda, Rojas-
Rivera ve Hetz, 2014).

ATF6, ERS durumunda Golgi kompartimanina transloke olur ve iki proteaz ile kesilir. N-
terminal parcasi niikleusa giderek BiP, Grp94 ve CHOP gibi hedef genleri aktive eder.
ATF6 ayrica, IREla’nin 6nemli substrati olan XBP1 mRNA transkripsiyonunu da

artirmaktadir (Logue, Cleary, Saveljeva ve Samali, 2013).
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Resim 2.11. ERS-aracili hiicre 6liimii. ER: endoplazmik retikulum, ERS: endoplazmik
retikulum stresi, UPR: katlanmamis protein cevabi, IRE1: inositol bagimli
kinaz, PERK: ¢ift sarmal RNA-aktivasyonlu protein kinaz benzeri
endoplazmik retikulum kinaz, ATF6: aktive edici transkripsiyon faktorii 6,
TRAF2: tiimor nekroz faktor reseptorii aracili faktor 2, ASKI1: apoptoz
sinyali diizenleyici kinaz 1, JNK: c-Jun N-terminal kinaz, Bcl2: B-hiicre
lenfoma 2, Bax: Bcl2-baglantili X protein, BIM: Bcl2 benzari protein, BID:
BH3-etkilesimli alan 6liim agonisti, CHOP: C/EBP homolog protein, elFa:
okaryotik translasyon baslatic1 faktor 2, ATF4: aktive edici transkripsiyon
faktorii 4, cATF4: kesilmis ATF4
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PERK, ERS durumunda mRNA translasyonunun azalmasina neden olan ana proteindir. Bu
azalma elF2a fosforilasyonu aracilifiyla olur. elF2a fosforilasyonu ATF4 gibi UPR-
bagimli genlerin translasyonuna izin verir. ATF4’iin 6nemli hedefleri CHOP, GADD34
(growth arrest and DNA damage-inducible 34) ve ATF3’tiir (Sano ve Reed, 2013). PERK,
mitokondri-baglantili ER membranlart (MAMs)’nda kalsiyum sinyallemesinin kontrolii ve
ROS iiretimi yoluyla, sitokrom ¢ salimi ve apoptozun ayarlanmasi i¢in gereklidir (Dufey,

Septlveda, Rojas-Rivera ve Hetz, 2014) (Resim 2.11).

Bcl-2 ailesi proteinler, kronik ER stres altinda apoptozun kontroliinde esansiyel rol
oynarlar. Proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri Bcl2-baglantili X protein (Bax) ve Bak,
mitokondride apoptoz indiiksiyonunda anahtar adimdir ve sitokrom c salimina ve
kaspazlarin aktivasyonuna neden olurlar (Urra, Dufey, Lisbona, Rojas-Rivera ve Hetz,
2013). Transkripsiyon faktorii CHOP, antiapoptotik Bel2 proteinini azaltirken GADD34’1
indiikler. Ayrica UPR BH3-only proteinlerin  (PUMA, BIM ve NOXA gibi)
transkripsiyonel upregiilasyonunu kontrol eder. BH3-only protein BID, kaspaz-2 kesilmesi
ile apoptozu aktive edebilir. ER membraninda, TMBIM6/BI-1 kalsiyum salimini inhibe
eder. Mitokondriyel kalsiyum fazla ytliklenmesi, permeabilite gecis porunun agilmasini
indiikler ve mitokondriyel i¢ membran potansiyelinin kaybina, iyonik dengesizlige,
matriste sislige ve mitokondriyel i¢ ve dis membran permeabilizasyonuna neden olur. Ve

hiicre apoptoza gider (Dufey, Septlveda, Rojas-Rivera ve Hetz, 2014) (Resim 2.11).

2.5.3. Hipertansiyonda endoplazmik retikulum stresi

Giderek artan sayida calisma ve kanit ERS ve hipertansiyon arasindaki iliskiyi isaret
etmektedir. ilk olarak Young ve digerleri (2012) ERS’in, &zellikle beyindeki ERS’in,
kronik hipertansiyonda anahtar rol oynadigini gostermistir. Boylece ERS ile iligkili
hastaliklar arasina hipertansiyon da katilmis ve sonraki ¢aligmalarda, farkli hipertansiyon
modellerinde ERS’in rolii aragtirma konusu olmustur. Anjiyotensin Il ile olusturulmus
hipertansiyonda, aortta ve mezenterik resistans arterlerde ERS gelistigi, eNOS
fosforilasyonunun ve endotele bagimli gevsemelerin azaldig1 gosterilmis; TUDCA ile ERS
inhibisyonunun eNOS fosforilasyonunu artirdigi, vaskiiler islevi iyilestirdigi ve kardiyak
hasar1 azalttigi bulunmustur (Kassan ve digerleri, 2012). Farelerde yapilan bir ¢aligmada
ERS’in anormal vaskiiler kontraksiyona ve bunun sonucu olarak yiiksek kan basincina

neden oldugu oOne siiriilmistiir. ERS inhibisyonunun, anormal vaskiiler kasilmalari
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diizelttigi ve kan basincini diisiirdligli rapor edilmistir (Liang ve digerleri, 2013). Spontan
hipertansif siganlarda, TUDCA ile ER stres inhibisyonu artmis olan sistolik kan basincini
diigtirmiis ayrica artmis aort kontraksiyonunu normalize etmistir. TUDCA uygulamasinin,
ACh ile uyarilan prostanoid salimi artisini, siklooksijenaz-1ekspresyonu artigini, sitozolik
fosfolipaz A2 ile ERK1/2 fosforilasyonundaki artis1 geri ¢evirdigi gosterilmistir (Spitler,
Matsumoto ve Webb, 2013). ERS’nin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proapoptotik ve
fibrotik sinyal yolaklar1 araciligiyla aort sertlesmesinde rol oynadigi belirtilmistir. TUDCA
ile ERS inhibisyonu aortada apoptozu, kolajen igerigi artisint ve fibrozisi azaltmistir
(Spitler ve Webb, 2014). Endotel hiicrelerinde ERS’nin kronik aktivasyonunun, oksidatif
stres artigina ve inflamasyona sonug¢ olarak da ¢ogunlukla hiicre liimiine neden oldugu
bildirilmistir (Lenna, Han ve Trojanowska, 2014). Kimyasal olarak indiiklenen ERS’nin,
p38 MAPK ve oksidatif stres artisina ve vaskiiler endotel islev bozukluguna yol agtigi
gosterilmistir (Galan ve digerleri, 2014). Anjiyotensin Il ile indiiklenmis hipertansiyonda
yapilan bir diger ¢calismada, ERS inhibisyonunun hipertansiyonu 6nlemedigi fakat vaskiiler
remodelingi azalttig1 belirtilmistir (Takayanagi ve digerleri, 2015). Jo ve digerleri (2015)
DOCA-tuz uygulamasinin, beyinde subfornikal organda ERS’ye yol agtigini
gostermislerdir. Son yillarda yapilan arastirmalar, hipertansiyonda ERS inhibisyonun
yararlt etkilerini ortaya koymaya devam etmektedir. Fakat hipertansiyon ile ER stresi

arasindaki iligski heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

2.5.4. Endoplazmik retikulum stresi inhibisyonu

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, yeni bir potansiyel tedavi yaklasimi olarak ER stresi
inhibisyonuna odaklanilmistir. Caligmalarda siklikla kullanilan ERS inhibe edici maddeler
4-fenil biitirik asit (PBA) ve TUDCA’dir. Ursodeoksikolik asit (UDCA)’nin taurin
konjugat1 olan TUDCA, sadece intestinal bakteriler tarafindan iiretilen sekonder bir safra
asitidir. TUDCA potent bir apoptoz dnleyicidir; ROS iiretimini inhibe eder; ERS’1 azaltir
ve UPR’yi stabilize eder (Vang, Longley, Steer ve Low, 2014). TUDCA’nin ER stresini
engelleyici etkisi birgok ¢alismada ortaya konmustur (Ozcan ve digerleri, 2006; Chen ve
digerleri, 2008). Tunikamisin ile indiiklenen ERS’de TUDCA uygulamasinin, PERK
fosforilasyonunu, elF2a fosforilasyonunu ve JNK aktivasyonunu onledigi bulunmustur

(Ozcan ve digerleri, 2006).
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TUDCA ile ER stres inhibisyonunun tip 2 diyabetik farelerde vaskiiler patolojide koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir (Amin ve digerleri, 2012). Anjiiotensin II ile indiiklenmis
hipertansiyonda ER stres inhibisyonu kardiyak hasar1 azaltirken vaskiiler islevde iyilesme
saglamaktadir (Kassan ve digerleri, 2012). Spontan hipertansif rat modelinde (SHR), ER
stres inhibisyonunun SHR’de artmis olan sistolik kan basincini diistirdiigii ayrica artmis
aort kontraksiyonunu normalize ettigi gosterilmistir (Spitler, Matsumoto ve Webb, 2013).
ER stresinin baskilanmasiin ¢esitli hastaliklar {izerindeki olumlu etkileri ortaya
konmustur fakat DOCA-tuz uygulamasi ile indiiklenen hipertansiyonda endotel islevleri

uzerindeki etkileri bilinmemektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DOCA (Sigma)
TUDCA (Calbiochem)
NaCl (Merck)

KCI (Merck)

MgCl. (Merck)
NaH2PO4 (Merck)
Dekstroz (Merck)
CaCl; (Merck)
NaHCOz (Merck)
Misir 6z yagi (Kristal)
EGTA (Sigma)
Fenilefrin (Sigma)
Asetilkolin (Sigma)
ZnS0O4 (Merck)
Siilfanilik asit (Merck)
NED (Griess reajant)
NaOH (Merck)
Amonyum asetat (Merck)
Neokuproin (Merck)
CuCl2.2NH4Cl.2H20 (Merck)
diNa EDTA (Sigma)
Tris base (Merck)
PMSF (Sigma)

NP40 (Sigma)

Sukroz (Sigma)

SDS (Sigma)

Glisin (Sigma)

Metanol (Merck)
Tween 20 (Sigma)
Na2HPO4 (Sigma)
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K2HPO4 (Sigma)

Akrilamid (Sigma)

Bis-akrilamid (Sigma)

TEMED (Sigma)

Amonyum persiilfat (APS) (Sigma)

Bax antikor (N-20) sc-493, rabbit polyclonal 1gG, (Santa Cruz Biotec.)

Bcl-2 antikor (C21) sc-783, rabbit polyclonal IgG, (Santa Cruz Biotec.)

PERK antikor (H-300) sc-13073, rabbit polyclonal 1gG, (Santa Cruz Biotec.)
p-PERK antikor (Thr 981) sc-32577, rabbit polyclonal 1gG, (Santa Cruz Biotec.)
IP3R-1 antikor (H-80) sc-28614, rabbit polyclonal IgG, (Santa Cruz Biotec.)
SERCAZ2 antikor (N-19) sc-8095, goat polyclonal 1gG, (Santa Cruz Biotec.)
GAPDH antikor (FL-335) sc-25778, rabbit polyclonal IgG, (Santa Cruz Biotec.)
Goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2030, (Santa Cruz Biotec.)

Rabbit anti-goat IgG-HRP sc-2768, (Santa Cruz Biotec.)

3.2. Kullanilan Aletler

Kuyruktan Kan Basing Olgiim Cihazi (BIOPAC Systems, NIBP200A)
Izole organ banyosu sistemi (BIOPAC Systems)

pH metre (Mettler Toledo)

Mikropipet (Eppendorf Research)

Hassas terazi (Schimadzu)

Vorteks (Firlabo)

Santrifiij (Sigma)

Doku pargalayici (Qiagen)

Calkalayic1 (Labnet)

Isitic1 blok (Biosan)

Spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Scientific)
Elektroforez tanki (Bio-Rad)

Gli¢ kaynag1 (Thermo Scientific)

Transfer sistemi (Trans-Blot Turbo, Bio-Rad)

Goriintiileme sistemi (ChemiDoc MP Imaging system, Bio-Rad)
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3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanislar:

Krebs Cozeltisi
NaCl 112 mM
KCI 5mM

NaH:POs 1,2 mM
Dekstroz 11,5 mM
MgCl> 0,5 mM
CaCl: 25 mM
NaHCOs; 25 mM
Maddeler istenen konsantrasyon igin gerekli miktarlarda tartilarak distile su igerisinde

¢Ozlilmiistiir.

Homojenizasyon Tamponu

diNaEDTA 2mM

Tris 50 mM
PMSF 1mM
NP40 % 1

Sukroz % 10
Proteaz ve fosfataz inhibitorleri kokteyl tablet

Maddeler gerekli miktarlarda tartilarak ¢ozelti PBS igerisinde hazirlanmistir.

Elektroforez Tamponu

Tris 30
Glisin 14,49
SDS 1g

Gerekli miktarlar tartilarak 1 L distile su ig¢erisinde ¢oziliir.
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Transfer Tamponu

Tris 3,028 g
Glisin 14,41 ¢

Maddeler tartilarak 800 ml distile suda ¢6zuliir. 200 ml metanol eklenir.

TBS-T Tamponu

NaCl 58,049
Tris base 4,84 g
Maddeler tartilarak distile suda ¢oziiliir. pH 7,4’e ayarlanir. Hacim 2 L’ye tamamlanir. 1

mL Tween 20 eklenir.

PBS Tamponu

NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
NaZzHPO4 10 mM
K2HPO4 1,8 mM

Maddeler tartilarak distile suda ¢oziiliir. pH 7,4 e ayarlanir. Hacim 1 L’ye tamamlanur.

Tris Cozeltileri

Tris 0,5 M (pH:6,8)

Gerekli miktar tartilarak distile suda ¢oziiliir ve pH 6,8’e ayarlanir.

Tris 1,5 M (pH:8,8)

Gerekli miktar tartilarak distile suda ¢oziiliir ve pH 8,8’e ayarlanir.
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Jel Hazirlanisi

Ust jel (2 jel igin): Distile su 6,1 ml
Bis/Akrilamid 1,3ml
Tris (0,5 M; pH 6,8) 2,5ml
%10’luk SDS 0,1 ml
%10’ luk APS 50 ul
TEMED 10 pl

Alt jel (2 jel i¢in): %10’1uk jel %12’lik jel
Distile su 4,1 ml 3,4 ml
Bis/Akrilamid 3,3ml 4 ml
Tris (1,5 M; pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml
%10’luk SDS 0,1 ml 0,1 ml
%10’luk APS 50 ul 50 ul
TEMED 50 ul 50 ul

Maddeler belirtilen miktarlarda eklenerek karistirilir. APS ve TEMED en son eklenir.

3.4. Deney Hayvani Gruplari

Deneylerde Kobay Deney Hayvanlari Laboratuart A.S. tarafindan firetilen 240-260 ¢
agirhginda, 8 haftalik Wistar albino erkek siganlar kullanilmstir.

Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanhigi’ndan G.U.ET-
13.076 kod numarali, 29.11.2013 tarih ve 211-26578 say1l1 etik kurul izni alinmustir.

Hayvanlar rastgele her grupta 8 hayvan olacak sekilde dort gruba ayrilmistir. Gruplar:

Grup 1: Kontrol

Grup 2: Kontrol + TUDCA (150 mg/kg/giin, ip, 4 hafta)
Grup 3: Hipertansif

Grup 4: Hipertansif + TUDCA (150 mg/kg/giin, ip, 4 hafta)

TUDCA uygulamasi son 4 hafta siiresince 150 mg/kg/gilin intraperitoneal enjeksiyon ile

yapilmistir. TUDCA serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek verilmistir.
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3.5. DOCA-Tuz Hipertansiyon Modelinin Olusturulmasi
Siganlarda hipertansiyon olusturmak i¢in “DOCA-tuz hipertansiyon modeli” kullanilmistir.

Sigcanlara anestezi altinda (ketamin 80 mg/kg+ksilazin 10 mg/kg, ip), steril sartlarda tek

tarafl1 (sol) nefrektomi uygulanmustir.

Resim 3.1. Unilateral nefrektomi operasyonu

Postoperatif toparlanma igin bir kez analjezik (dipiron 100 mg/kg, intramuskiiler) ve 2 ml
serum fizyolojik subkiitan enjeksiyonla verilmistir. Bir haftalik iyilesme siireci sonunda,
periyodik olarak haftada iki kez 20 mg/kg subkiitan DOCA enjeksiyonlarina baglanmigtir.
DOCA musir yagi igerisinde (20 mg/ml derisimde) uygulanmistir. Ek olarak igme suyuna
% 1 NaCl ve % 0,2 KCI katilmistir. Kan basinglart 140/90 mmHg ve iizerinde olan
siganlar hipertansif kabul edilmistir. Nefrektomiden bir hafta once baslamak kosulu ile
haftada bir kez 12 hafta boyunca kan basinglar1 kaydedilmis ve agirliklar1 6l¢iilmiistiir.

Kontrol hayvanlarinin da agirlik ve kan basinci 6l¢iimleri haftalik olarak yapilmistir.

3.6. Kan Basmci Ol¢iimii

Sicanlarda sistolik kan basinci 6lgiimleri kuyruktan kan basinct 6lgiim sistemi (Tail cuff)
kullanilarak yapilmistir. Biitiin kan basinci dlgiimler giiniin ayni saat araliginda (14.00-

15.00) yapilmistir. Olgiim &ncesi sicanlar 15 dakika boyunca 1sitma kabininde 40°C’de
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tutulmustur. Daha sonra kuyruklar1 disarida kalacak sekilde dl¢iim kutusuna konulmus ve
kuyruklarindan kan basinc1 kayitlari1 alinmistir. Her ol¢lim doneminde her bir sigan igin
ard1 ardina en az 6 Olglim yapilmistir. Ayrica tiim si¢anlarda, ortam sartlar1 nedeniyle
olusabilecek stres kaynakli kan basinci artiglarin1 6nlemek i¢in deneylere baslamadan 6nce

alistirma Sl¢timleri yapilmaistir.
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Resim 3.2. Kan basinci 6lglimiinden Ornek trase
3.7. izole Aort Deneyleri

12 hafta sonunda siganlar, ketamin+ksilazin anestezisinin ardindan abdominal aorttan kan
almarak Otenazi edilmistir. Hayvanlarin kani EDTA’l tiiplere alinarak santriifiijlenmis ve
elde edilen plazma deneylerde kullanilmak {izere -80°C’de saklanmigtir. Torasik aortun bir

kism1 “Western Blot” ¢aligmalari i¢in alinip -80°C’de saklanmustir.

Sican torasik aortas1 dikkatlice ¢ikarildiktan sonra, etrafindaki bag doku temizlenip 2-3
mm’lik 4 adet halka kesilmistir. Halkalardan ikisinde endotel dokusu uzaklastirilmistir.
Damar halkalar1 karsilikli iki tel arasina takilarak, gazlanan (% 95 Oz % 5 CO») ve 1sitilan
(37°C) Krebs ¢ozeltisi igeren izole organ banyolarima yerlestirilmistir. izometrik kasilmalar
kaydedilmistir. Tim aorta halkalarina 2 g’lik 6n gerim uygulanarak 40 dakikalik
dengelenme stiresi boyunca, 10 dakikada bir Krebs ¢ozeltisiyle yikanmistir. Dengelenme

stirecinin ardindan, 10-90 mM KCI kiimiilatif dozlarina verdigi kasilma cevaplari
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alimmigtir. Daha sonra banyolara 40 dakikalik dengelenme periyodu uygulanmistir. Bu

asamadan sonra endotelli ve endotelsiz aort halkalarina farkli protokoller uygulanmistir.

Endotelli damar halkalar1 submaksimal doz (10° M) fenilefrin (FE) ile kastirilarak
asetilkolinin 10® M-10° M kiimiilatif dozlarina verdigi gevseme yanitlar1 kaydedilmistir.
Tekrar 40 dakikalik dengeleme periyodu ardindan endotelli damarlar 10® M FE
kastirilarak sodyum nitroprussid (SNP) 10 M-10° M kiimiilatif dozlarmna verdigi

gevseme yanitlar1 kaydedilmistir.

Endotelsiz aort halkalarinda 40 dakika yikama siiresi sonras1 banyolar kalsiyumsuz ve Ca*?
selatorii EGTA (0,01 mM) igeren krebs ile doldurularak 15 dakika inkiibe edilmistir. Siire
sonunda 10° M FE ile kasilma cevaplar1 alimmis daha sonra 2,5 mM Ca*? eklenerek yine

kasilma cevaplar1 kaydedilmistir.
3.8. Biyokimyasal Incelemeler
3.8.1. Plazmada NO ol¢iimii

Ependorfa plazma veya standartlar konulmus iizerine ZnSOs ve NaOH eklenerek
karistirllmigtir. 13 000 g‘de 30 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatan alinarak enfluent
CuSO0s ile kaplanmig kadmiyum graniilleri ve glisin tamponu ile 30 dakika ¢alkalanmustir.
96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna hazirlanan ¢6zelti ve reaktifler (N-naftiletilendiamin
ve Siilfanilik asit) eklenerek 10 dakika inkiibasyon yapilmistir. Spektrofotometrede 546

nm’de absorbans degerleri okunmustur. Standart egri i¢cin sodyum nitrit kullanilmistir.
3.8.2. Plazmada total antioksidan kapasite ol¢ciimii

96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna, 6rnek plazma veya standart konulmus {izerine
Kuprik Amonyum Kloriir, Neokuproin ve Amonyumasetat tamponu eklenmistir. 15 dakika
inkiibe edilmistir. Spektrofotometrede 455 nm’de absorbans degerleri okunmustur.

Standart egri icin, Trolox kullanilmistir.



41

3.9. Protein Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

3.9.1. Doku homojenizasyonu

Torasik aort dokular tartilarak tiiplere alindi. Homojenizasyon tamponu eklenerek doku
pargalayict yardimiyla homojenize edildi. 800 g’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatan

kisimlari alinarak protein analizleri i¢in -80°C’de saklandi.

3.9.2. Protein miktar tayini

Elde edilen homojenatlardaki protein miktarlarin1 belirlemek i¢in “Lowry Yontemi”
kullanildi. 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 6rnek homojenat veya standart ardindan
ACR (Alkaline Copper Reagent) reaktifi konularak 10 dakika karanlikta bekletildi. Folin
reaktifi eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Spektrofotometrede 660 nm’de
absorbans degerleri okundu ve protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Standart egri igin

BSA kullanild.

3.9.3.Western blot analizi

Homojenatlar 1:1 oraninda yiikleme tamponu ile karistirilarak 5 dakika 95 °C’de inkiibe
edilmistir. Ornekler, hazirlanan SDS-poliakrilamid jeldeki g¢ukurlara her bir doku
orneginden total protein miktar1 50 pg olacak sekilde yiliklenmistir. Bax ve Bcl2 proteinleri
icin % 12’lik, PERK, p-PERK, SERCA2 ve IP3R proteinleri i¢in % 10’luk jel
kullanmilmigtir. Elektroforez islemi (200 V) ile proteinlerin molekiil agirliklarina gore
ayrilmalar1 saglanmistir. Daha sonra jel iizerindeki proteinlerin PVDF membrana transferi
saglanmigtir. Transfer islemi i¢in, blotlama kasetlerinin {izerine sirasiyla transfer tamponu
ile 1slatilmis pedler, membran, jel ve 1slatilmis pedler yerlestirilerek kaset kapatilmistir.
Kasetler Bio-Rad Trans-Blot Turbo transfer sistemine yerlestirildikten sonra 25 V, 1 A’lik

akim ile 45 dakika boyunca blotlamaya birakilmistir.

Transfer islemini sonunda membranlar TBS-T ¢ozeltisine alinmis daha sonra %5°lik
yagsiz siit tozu (TBS-T igerisinde), p-PERK icin ise %3’lilk BSA ¢ozeltisinde, 1 saat oda
1s1sinda, calkalayici tizerinde bloklama islemi yapilmistir. Bloklama sonrast membranlar
5’er kez 5 dakika TBS-T ¢ozeltisi ile ¢alkalayici tizerinde yikanmistir. Membranlar 1:100

oraninda diliie edilmis primer antikorlar ile gece boyunca inkiibe edilmistir ve sonrasinda
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5’er kez 5 dakika boyunca TBS-T ile galkalayici ilizerinde yikanmistir. Daha sonra,
membranlar uygun sekonder antikor (1:10 000 oraninda diliie edilerek) ile 1 saat inkiibe
edildikten sonra 5’er kez 5 dakika boyunca TBS-T ile calkalayici lizerinde yikanmis ve

gorlintiileme islemine gecilmistir.

Membranlar ECL goriintiileme soliisyonu ile muamele edilmis ve membranda
kemiluminesans 1s1masi1 sonucu ilgili proteine ait bantlar “Bio-Rad Chemi Doc MP

Imaging Sistemi” kullanilarak goriintiilenmistir.

Daha sonra membranlar TBS-T ile yikanmis ve 1:2000 oraninda diliie edilmis GAPDH
primer antikoru ile 2 saat inkiibe edilmistir. 5’er kez 5 dk yikanan membranlar sekonder
antikorla (1:10 000 diliie) 1 saat inkiibe edildikten sonra 5 kez yikanarak goriintiile islemi

yapilmistir.

Image Lab programi ile bantlarin optik dansiteleri hesaplanmistir. Protein bantlarinin

dansiteleri GAPDH bantlarinin dansitelerine oranlanmustir.

3.10. istatistiksel Analiz

Tiim sonuglar ortalama+ortalamanin standart hatas1 (SEM) seklinde gosterilmistir. izole
organ banyosu deneylerinden elde edilen torasik aort gevseme yanitlari prekontraksiyonda
kullanilan fenilefrin (10 M) kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Kasilma
cevaplart ise mN cinsinden hesaplanarak ifade edilmistir. Kan basinci ve doz-cevap
egrilerinin degerlendirilmesinde “Ardigik iki yonlii varyans analizi” (Repeated two-way
ANOVA) ve posthoc Bonferroni testi kullanilmistir. ECso ve Emax degerlerinin,
biyokimyasal sonuglarinin ve protein ekspresyonu sonuglarinin istatistiksel analizinde
Student t testi kullanilmistir. P<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Analizde “GraphPad Prism 5.01” (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Amerika) istatistik

programi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

Siganlarin viicut agirliklar1 12 hafta boyunca haftada bir kez olciilerek kaydedilmistir.
Baslangi¢ viicut agirliklar1 tim deney gruplarinda fark gostermemektedir. Hipertansif
hayvanlarda viicut agirliklarinin ilk haftadan itibaren kontrole gore anlamli olarak diisiik
oldugu gozlenmistir. TUDCA uygulamasinin normotansif hayvanlarda viicut agirliklar:
artisin1 engelledigi, hipertansif hayvanlarda ise viicut agirliklarin1 anlamli olarak artirdigi

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Hayvanlarin viicut agirliklarinin deney siiresince degisimleri. 12 hafta boyunca
ve son haftada viicut agirliklari. TUDCA uygulamasi normotansiflerde viicut
agirhigmi azaltirken, hipertansiflerde artimistir.  *Kontrolden farkli, #DOCA-
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Siganlarin kan basinglart “tail-cuff” yontemi ile haftada bir kez Slgiilerek takip edilmistir.
DOCA-tuz uygulamasinin 2. haftasindan itibaren sistolik kan basinglarinin kontrole gore
anlamli olarak arttig1 gézlenmistir (p<0,05). Tek basina TUDCA enjeksiyonunun
normotansif si¢anlarin kan basinglar1 tizerinde bir etkisi olmamistir. DOCA-tuz+TUDCA
grubunda son 4 haftalik TUDCA uygulamasi (150 mg/kg/giin, i.p.) yapilmistir. TUDCA
uygulamasinin baslangicindan bir hafta sonra kan basinglar1 Ol¢lilmiis ve TUDCA
uygulamasinin ilk haftadan itibaren kan basincinda anlamli bir diisiise neden oldugu

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. TUDCA ile ERS inhibisyonunun sistolik kan basinci tizerindeki etkisi. Sistolik
kan basinct DOCA-tuz uygulamasimin ikinci haftasindan itibaren artarken,
TUDCA uygulamasiyla diismiistiir. *Kontrolden farkli, #DOCA-tuz'dan farkli
(n=6-8)

Torasik aorta o6rneklerinde ERS belirteci olarak PERK ekspresyonlar incelenmistir. Total

PERK ekpresyon seviyeleri arasinda gruplararasi anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil

4.3.). PERK’in aktif hali olan pPERK ekspresyonlari ise, hipertansif grupta artmis ve

TUDCA tedavisi bu artis1 geri ¢evirmistir (p<0,05). Normotansif sicanlarda ise TUDCA

uygulamasi ekspresyon seviyelerini degistirmemistir (Sekil 4.3.).



46

a) Kontrol DOCA-tuz TUDCA DOCA+TUDCA

PERK - . = —— © <—124 kDa

GAPDH W s s st smmae s S s <— 36 kDa

b)

=] 150+
c
S -
7]
T
20 100 I
0N Qo
= <
0
£3
[
- (¥
Oy 504
aa
=
-
)
z  odl— .
> A
& N <)c}? <)c}?
& ¥ S S
+ o < o
Q OO\?
Q
C) Kontrol DOCA-tuz TUDCA DOCA+TUDCA
p-PERK " .. «—125 kDa

crroH TS S B o &5 & & < 0o

d s 2001 *
c
[e]
>
¢ L 1501
2a
X < T
gg 1004 =1
S
o uw
= 0
:g- o 504
8
o 0 ' ;
N 4
O N <3 o
& 4 Q Q
Q O‘?‘
<)O

Sekil 4.3. TUDCA ile ERS inhibisyonunun PERK ve pPERK protein ekspresyonlari
tizerindeki etkisi ve Ornek bantlar. PERK ekspresyonlart gruplar arasi fark
gostermemistir. p-PERK ekspresyonlar1 hipertansiflerde artarken TUDCA
tedavisi ile azalmistir. ¥*Kontrolden farkli (n=6)
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Sicanlardan izole edilen torasik aortlarin endotel-bagimli ACh gevseme cevaplari
kaydedilmis ve hipertansif grupta cevaplarin kontrole gore anlamli olarak azaldig
bulunmustur (p<0,05). TUDCA tedavisi ise hipertansif hayvanlarda azalmis olan endotel-
bagimli gevseme cevaplarinda anlamli bir diizelme saglamistir (p<0,05) (Sekil 4.4.). ECso
ve Emax degerleri ACh doz-cevap egrilerinden hesaplanmistir. Emax degerleri DOCA-tuz
grubunda azalmig, TUDCA tedavisi ile anlamli olarak artmistir (p<0,05) (Sekil 4.4.).
Hipertansif sicanlarda ECsp degerinin ise anlamli olarak yiikseldigi, TUDCA
uygulamasinin bu artig1 geri ¢evirdigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. TUDCA ile ERS inhibisyonunun endotele bagimli gevseme cevaplari iizerindeki
etkisi. Doz-cevap egrileri, Emax Ve ECso degerleri. ACh ile uyarilan gevseme
yanitlar1 hipertansif grupta azalirken, TUDCA tedavisi sonrast artmigtir.
*Kontrolden farkli, #DOCA-tuz'dan farkli (n=6-8)
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Endotelden bagimsiz SNP gevseme cevaplarinda ise hipertansif gruplarda azalma
gozlenmigtir. TUDCA tedavisi hipertansif siganlarda diisiik doz SNP ile olusan
gevsemeleri artirmistir. Normotansif hayvanlarda da TUDCA’nin diisiik doz SNP ile
olusan gevseme cevaplarini artirdigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.5.). ECso ve Emax
degerleri SNP doz-cevap egrilerinden hesaplanmistir. Emax degerlerinin hipertansif
sicanlarda azaldigi gézlenmistir (Sekil 4.5.). ECso degerleri hipertansif grupta artarken
TUDCA uygulamasi anlamli bir azalma saglamistir (p<0,05) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. TUDCA ile ERS inhibisyonunun endotelden bagimsiz gevseme cevaplari
tizerindeki etkisi. Doz-cevap egrileri, Emax Ve ECso degerleri. SNP ile uyarilan
gevseme cevaplar hipertansif grupta azalirken, TUDCA tedavisi maksimum
cevab1 degistirmemis fakat ECso degerini diigiirmiistiir. *Kontrolden farkli,
#DOCA-Tuz'dan farkli (n=6-8)
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Sicanlardan alinan plazma 6rneklerinde DOCA-tuz hipertansif sicanlarda NO seviyelerinin

degismedigi gozlenmistir. Ayrica TUDCA uygulamasinin, hem normotansif hem de

hipertansif siganlarda NO diizeylerini kontrole gore anlamli olarak artirdigi bulunmustur

(p<0,05) (Sekil 4.6.). Plazma TAK diizeyleri ise hipertansif hayvanlarda anlamli olarak

artmig, TUDCA uygulamasiyla kontrol degerlerine donmiistiir (p<0,05) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. TUDCA ile ERS inhibisyonunun plazma NO ve TAK derisimlerine etkisi.

TUDCA uygulamasi hem normotansif hem de hipertansiflerde plazma nitrit
seviyelerini artirmistir. TAK seviyeleri hipertansif siganlarda artmig, TUDCA
uygulamasiyla azalmistir. *Kontrolden farkli, #DOCA-tuz'dan farkli (n=6-8)

TUDCA uygulamasi, KCI kasilma cevaplarint hem normotansif hem de hipertansif

sicanlarin endoteli saglam torasik aortlarinda artirmistir (p<0,05) (Sekil 4.7.). Endotelsiz

torasik aortlarda ise kasilma yanitlarimin TUDCA uygulanan hipertansif grupta diger

gruplara gore daha fazla oldugu bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.7.).



51

a
) Endotel (+)
18 =@=Kontrol
*
16 #
* i e=fil= DOCA-tuz

14
Z 12 * —=TUDCA
€
= 10 . —4—DOCA-tuz+TUDCA
E 3
8 ¢
4

4 */

2

0 T T T T 1

0 20 40 60 80 100
KCl [mM]
b
) Endotel (-)
18 * i =@=Kontrol
* #
16 * == DOCA-tuz
14
E 1 * ==fe=TUDCA
% 10 49— DOCA-tuz+TUDCA
E 3
3
¥ 6 /
4
2
O T T T T 1

KCl [mM]

Sekil 4.7. TUDCA ile ERS inhibisyonunun KCI kasilma cevaplarina etkisi. TUDCA
uygulamasi hipertansif grupta hem endotelli hem de endotelsiz damarlarda

kasilma cevaplarmi artirmistir. *Kontrolden farkli, # DOCA-tuz'dan farkli
(n=6-8)

Damar diiz kasinin FE uyarist ile olusan kasilmasi, hem ER kalsiyum depolarindan
saliverilen hem de hiicre disindan giren kalsiyumuna baglidir. Kasilma igin gereken
kalsiyumu saglayan bu iki kaynagin katkilarin1 gézlemek amaciyla, FE kasilma cevaplari
kalsiyumsuz ve ortama kalsiyum eklenerek kaydedilmistir. Endotelsiz izole damar
halkalar1 kalsiyumsuz ortamda (10° M EGTA igeren) 10° M FE ile uyarilmis ardindan
ortama 2,5 mM kalsiyum eklenerek hiicre dis1 kalsiyumun etkisi incelenmistir. Kalsiyumlu
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ve kalsiyumsuz ortamda alinan FE (10° M) kasilma cevaplarinin DOCA-tuz grubunda
kontrole gore anlamli olarak azaldigi gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.8.). TUDCA
uygulamasi, kalsiyumsuz ortamdaki FE kasilmalarin1 hem hipertansif hem de normotansif
siganlarda arttirmistir (p<0,05) (Sekil 4.8.). TUDCA hipertansif grupta disaridan eklenen

kalsiyumla olusan kasilmalardaki azalmay1 da geri ¢cevirmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. TUDCA ile ERS inhibisyonunun FE kasilma cevaplarina etkisi, Kalsiyumsuz ve
kalsiyumlu ortamda kasilma cevaplari ve Ornek trase. Hipertansif siganlarda
kasilma cevaplart azalmis, TUDCA tedavisi hem kalsiyumlu hem de
kalsiyumsuz ortamda kasilmalart artirmigtir. *Kontrolden farkli, #DOCA-tuz'dan

farkli (n=6-8)
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FE uyaris1 sonucu hiicre i¢inde artan ikinci haberci IP3, ER’de bulunan ve bir kalsiyum
kanali olan IP3R’yi aktive ederek, ER’den kalsiyum saliverilmesine neden olmaktadir.
Sican torasik aorta 6rneklerinde, IP3R protein ekspresyonlarinin hipertansif hayvanlarda
anlaml olarak arttigi, TUDCA tedavisinin ekspresyon seviyesini azalttigi gozlenmistir
(p<0,05). Normotansif hayvanlarda TUDCA uygulamast IP3R ekspresyonunu
degistirmemistir (Sekil 4.9.).

Damar diiz kasinda sitozolde artan kalsiyumu ER’ye yeniden pompalayan kalsiyum
pompasi SERCA2’dir. SERCA2 ekspresyon seviyelerinin DOCA-tuz grubunda kontrole
gore anlamli olarak azaldigi, TUDCA uygulamasi ile artarak kontrol seviyelerine dondiigii
bulunmustur (p<0,05). Normotansif hayvanlarda ise TUDCA bir degisime neden
olmamistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. TUDCA ile ERS inhibisyonunun IP3R ve SERCAZ2 protein ekspresyonlari
tizerindeki etkisi ve ornek bantlar. IP3R ekspresyonlari hipertansif sicanlarda
artmig, TUDCA tedavisi bu artist Onlemistir. SERCA2 ekspresyonlari
hipertansiflerde azalirken TUDCA tedavisi ile artmistir. *Kontrolden farkl
(n=6)
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Proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl2 proteinleri, kronik ER stres altinda uyarilan
apoptozun kontroliinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Calismamizda sigan torasik aort
orneklerinde Bax protein ekspresyonlarinin hipertansif hayvanlarda anlamli olarak arttigi
bulunmustur (p<0,05). TUDCA uygulamasi, Bax ekspresyonlarinda hem normotansif
hayvanlarda hem de hipertansif hayvanlarda bir degisime neden olmamistir (Sekil 4.10.).
Bcl2 protein ekspresyon seviyesi ise hipertansif hayvanlarda azalmis, TUDCA tedavisi bu
azalmayr anlamli olarak artirmistir (p<0,05) normotansif si¢canlarda TUDCA

uygulamasiyla bir degisim gbzlenmemistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. TUDCA ile ERS inhibisyonunun Bax ve Bcl2 protein ekspresyonlari
tizerindeki etkisi ve drnek bantlar. Bax ekspresyonlar1 hipertansif gruplarda
artmistir. Bel2 ekspresyonlart hipertansiflerde azalmig, TUDCA tedavisi ile
artmistir. *Kontrolden farkli, #DOCA-tuz’dan farkli (n=6)
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda ilk kez DOCA-tuz hipertansiyonda, TUDCA ile ERS
inhibisyonun artmis kan basincini azalttigi; endotel islev bozuklugunda iyilesme sagladigi
ve torasik aortanin bozulmus kasilma ve gevseme yanitlarini diizelttigi; aortta
hipertansiyonda degisen SERCA2 ve IP3R ekspresyonlarini diizelttigi ve antiapoptotik etki
gosterdigi ortaya konmustur.

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basincinin yiikselmesi ile karakterize bir kalp damar
hastaligidir (Kayaalp, 2005: 357). Diinya ¢apinda 1 milyardan fazla insan1 etkileyen ve en
yaygin goriilen kronik hastaliklardan biridir (Coffman, 2011). Hipertansiyon oldukca
karmagik bir patogeneze sahiptir ve molekiiler etiyolojisi heniiz tam olarak

aydinlatilamamistir.

ERS, ER islev kapasitesini asan fizyolojik veya patolojik durumlarda ER liimeninde
katlanmamis ya da yanlis katlanmig protein birikmesi olarak tanimlanmaktadir (Kaufman,
1999). Redoks dengesindeki degisimler, kalsiyum homeostazindaki degisimler, hipoksi,
genel protein sentezinin artmasi ve posttranslasyonel modifikasyonlarda bozukluk gibi
patofizyolojik hasarlar ER’de katlanmamis protein birikimine ve ERS’e yol agmaktadir
(Kitamura, 2008). ERS kardiyovaskiiler hastaliklardan, nérodejenerasyon, kanser, diyabet
ve kas dejenerasyonuna kadar pek ¢ok hastaligin patogenezinde énemli rol oynar. ilk
olarak Young ve digerleri (2012) 6zellikle beyindeki ERS’nin, kronik hipertansiyonda
anahtar rol oynadigini gostermistir. Boylece ERS ile iligkili hastaliklar arasina
hipertansiyon da katilmis ve sonraki c¢alismalarda, farkli hipertansiyon modellerinde
ERS’in rolii aragtirma konusu olmustur (Kassan ve digerleri, 2012; Liang ve digerleri,
2013; Spitler, Matsumoto ve Webb, 2013; Spitler ve Webb, 2014; Lenna, Han ve
Trojanowska, 2014; Takayanagi ve digerleri, 2015).

ERS’in lipid, glikoz ve enerji metabolizmasini da etkiledigi ortaya konmustur (Ozcan ve
digerleri, 2004; Zhao ve digerleri, 2013; Guo ve digerleri, 2015). Guo ve digerleri (2015)
TUDCA’nin yiiksek yag igerikli diyet alan farelerde kilo alimini engelledigini
gostermiglerdir. Calismamizda kullanilan hayvanlarin viicut agirliklar1 haftalik olarak
izlenmis ve hipertansif hayvanlarda ilk haftalardan itibaren diisiik seyrettigi bulunmustur.

TUDCA uygulamasi ise hipertansif hayvanlarda viicut agirligint artirirken, normotansif
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hayvanlarda agirlik artisgint  engelledigi  gozlenmistir. Lipid, glikoz ve enerji
metabolizmasindaki degisimler, viicut agirligint dogrudan etkilemektedir. TUDCA ile ERS
inhibisyonun, hayvanlarin viicut agirliklar1 tizerindeki etkilerine lipid, glikoz ve enerji
metabolizmasini diizenleyici aktivitelerinin aracilik ettigi distiniilebilir. Fakat bu etkinin

aciklanmasi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

TUDCA ile ERS inhibisyonunun anjiyotensin II ile indiiklenmis hipertansiyonda (Kassan
ve digerleri, 2012; Spitler ve Webb, 2014) ve spontan hipertansif siganlarda (Spitler,
Matsumoto ve Webb, 2013) kan basincinda anlamli bir azalmaya neden oldugu daha 6nce
bildirilmistir. Calismamizda ilk kez, TUDCA ile ERS inhibisyonun DOCA-tuz hipertansif

sicanlarda da kan basincini anlamli olarak diistirdiigii gosterilmistir.

ER liimende katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein birikimi sonucu olusan ERS, UPR
adi1 verilen adaptif bir programi aktive etmektedir (Rutkowski ve Kaufman, 2004). Memeli
hiicrelerinde, UPR {i¢ adet ER transmembranal reseptdriin aracilik ettigi kompleks bir
sinyalleme programidir. Bunlar: ATF6, IRE1 ve PERK’dir. ERS durumunda, ER’de
GRP78/PERK kompleksi ayrilir ve otofosforilasyona ugrar. Sonug¢ olarak PERK’in aktif
hali pPERK olusur (Cui, Li, Ron ve Sha, 2011). Hipertansif hayvanlarin aortlarinda PERK
ekspresyonlarinin degismedigi gosterilmistir (Galan ve digerleri, 2014). Caligmamizda da
torasik aortta PERK ekspresyon seviyeleri arasinda gruplar arast anlamli bir fark
bulunmamustir. Bir ERS belirteci olan pPERK’in ekspresyon seviyesi ise hipertansif grupta
artarken, TUDCA verilmesi bu artist geri ¢evirmistir. Sonuglar dogrultusunda,
hipertansiyonda torasik aortta ER stresin arttigi, TUDCA tedavisinin ERS artisin1 inhibe

ettigi goriilmektedir.

Endotel kan damarlarinin en i¢ ylizeyini kaplayan, vaskiiler tonusun ve yapinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan tek katli ince bir epitel tabakasidir (Giannotti ve
Landmesser, 2007). Endotel islev bozuklugunun hipertansiyon ve diger pek ¢ok hastaligin
patogenezinde yer aldig1 bilinmektedir. Hem insanlarda hem de ¢esitli hayvan
hipertansiyon modellerinde bu hastaliga bagli olarak gelisen endotel islev bozuklugu
gosterilmistir (Han ve digerleri, 2015; Nakano ve digerleri, 2003; Galisteo ve digerleri,
2004a; Vera ve digerleri, 2007; Gumanova ve digerleri, 2007; Tang ve Vanhoutte, 2010).
Vaskiiler endotel hiicreleri oldukca dinamik ve yiiksek miktarda protein sentezlenen

metabolik olarak aktif hiicrelerdir, bu durum ERS’ye ortam hazirlamaktadir. ERS ile
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endotel islev bozuklugu iligkisine isaret eden c¢alismalar bulunmaktadir (Civelek,
Manduchi, Riley, Stoeckert ve Davies, 2009; Galan ve digerleri, 2014; Matsumoto ve
digerleri, 2016). ERS’in in vivo endotel hiicrelerinde, eNOS ekspresyonu ve
aktivasyonunu azalttig1 bildirilmistir (Galan ve digerleri, 2014). Fakat ERS’in endotel islev
bozuklugundaki rolii tam olarak aydinlatilamamistir. TUDCA ile ERS inhibisyonun,
anjiyotensin Il verilen hipertansif farelerde endotel islev bozuklugunu iyilestirdigi (Kassan
ve digerleri, 2012); fare aortunda tunikamisin ile indiiklenen endotel islev bozuklugunu
onledigi (Choy ve digerleri, 2016); SHR’de mezenterik arterlerde endotel bagimli
gevsemeleri artirdigi (Carlisle ve digerleri, 2016) gosterilmistir. ACh ile indiiklenen
endotel bagimli NO aracili gevseme cevaplari endotel islevinin 6nemli bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir. Calismamizda onceki arastirmalarla uyumlu olarak, hipertansif
sicanlarda endotel bagimli gevseme cevaplarinin kontrole gére anlamli olarak azaldigi
bulunmustur. Ek olarak, ERS inhibisyonunun DOCA-tuz hipertansiyonda gozlenen endotel
islev bozuklugunu iizerindeki iyilestirici etkisi ilk kez ortaya konmustur. Bu sonuglar
TUDCA ile ERS inhibisyonunun, DOCA-tuz hipertansiyonda gosterdigi antihipertansif

etkide, bozulan endotel islevlerini diizeltmesinin rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

Cesitli hipertansiyon modellerinde, damarlarda SNP ile indiiklenen endotelden bagimsiz
gevseme cevaplarinin da azaldig1 gozlemlenmistir (Ajay, Achike ve Mustafa, 2007; Oloyo,
Sofola ve Yakubu, 2016). Ayrica SNP gibi NO donérlerinin, hipertansif sigan aortlarinda,
normotansif sigan aortuna gore daha az gevseme olusturdugu gosterilmistir (Bonaventura,
de Lima, da Silva ve Bendhack, 2011). Calismamizda DOCA-tuz hipertansif sigan
aortlarinda SNP ile indiiklenen endotel bagimsiz gevseme cevaplarimin anlamli olarak
azaldig1 bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda TUDCA uygulamasinin hipertansif sicanlarda
maksimum gevseme yanitlarin1 degistirmedigi fakat ECsp degerini anlamli olarak
diistirdiigii gosterilmistir. Endotelden bagimsiz SNP gevseme yanitlarindaki azalmaya,
vaskiiler diiz kasin NO-sGMP sinyalleme yolag: ile olusan gevsemeye kars1 duyarliginin
degismesinin neden olabilecegi  diisiiniilmektedir. NO-sGMP  aktivasyonundaki
bozulmanin gevsemenin azalmasima neden oldugu 6ne siiriilmiistiir (Oloyo, Sofola ve
Yakubu, 2016). Ayrica hipertansiyonda, SNP ile indiiklenen vaskiiler diiz kas
gevsemelerinde SERCA aktivasyonun ortadan kalktig1 ve bunun gevsemede azalmaya yol
actigit bulunmustur (Bonaventura, de Lima, da Silva ve Bendhack, 2011). ERS
inhibisyonunun SNP ile indiiklenen gevsemeler iizerindeki olumlu etkisine bu

mekanizmalar aracilik ediyor olabilir.
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Endotel kaynaklt NO diizeyleri endoteliyal islevin ana gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Fakat cesitli hastalik durumlarinda NO endotel disindaki hiicrelerde de
iiretilebilmektedir. Hipertansiyon patofizyolojisinde rol oynayan inflamasyon, immiin
hiicrelerden NO salimina neden olmaktadir (Montecucco, Pende, Quercioli ve Mach,
2011). NO sentezini endotel hiicrelerinde eNOS enzimi ile katalize edilir. iNOS ise
sitokinler gibi proinflamatuar uyari ile fagositik hiicrelerde eksprese edilir ve NO {iiretimine
neden olur (Govers ve Rabelink, 2001). Onceki calismalarda, plazma NO seviyelerinin
hipertansiyonda degismedigi veya azaldig1 bildirilmistir (Han ve digerleri, 2015; Martin,
Cameron ve McGrath, 2008). Biz de calismamizda plazma NO diizeyinin DOCA-tuz
hipertansiyonda degismedigini gbzlemledik. Hipertansiyonda azalmis endotel kaynaklit NO
dretimi ile birlikte inflamasyon nedeniyle immiin hiicre kaynakli NO salimimin arttig1 ve
sonu¢ olarak dolasimdaki NO seviyesinin degismedigi diisiliniilebilir. Calismamizda
TUDCA uygulamasinin hem normotansif hem de hipertansif sicanlarda plazma NO
seviyelerini artirdigi gosterilmistir. Yakin zamanda Galan ve digerleri (2014) ERS’in in
vivo endotel hiicrelerinde, eNOS ekspresyonu ve aktivasyonunu azalttigini bildirmislerdir.
Bu sonuglar, TUDCA’nin ERS inhibisyonuyla NO seviyelerini artirict aktivitesinin,
endotel islevi iizerindeki 1iyilestirici ve antihipertansif etkisinde rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

Hipertansiyon patofizyolojisinde rolii oldugu bilinen etkenlerden biri oksidatif stresin
artisidir (Nicod ve digerleri, 2000; Binda ve digerleri, 2001; Shirakura ve digerleri, 2016).
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmus iiretimi ve/veya bozulmus inaktivasyonu yani
oksidatif stres NO biyoyararlaniminda azalmaya neden olmaktadir (Forstermann, 2010).
TAK olgiimii, antioksidan savunma sisteminin farkli bilesenlerinin birlikte 6l¢timiinii
saglayan bir yontemdir. Bu calismada, plazma TAK diizeyleri DOCA-tuz hipertansif
hayvanlarda artmig, TUDCA uygulamasiyla kontrol degerlerine donmiistiir. Daha 6nceki
caligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Vassalle ve digerleri, 2004; Gawron-
Skarbek ve digerleri, 2014). TAK seviyelerindeki azalma veya artisin, patolojinin seyrine
ve oksidatif strese maruziyet siiresine bagli olarak ortaya ¢iktigi One siirtilmektedir
(Gawron-Skarbek ve digerleri, 2014). Hipertansif hayvanlarda gozlemledigimiz TAK
artis1, uzun siireli oksidatif strese cevaben antioksidan savunma sisteminin aktivitesini

artirmasina bagli olabilir.
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Vaskiiler diiz kas kasilmasi, hiicre i¢i serbest kalsiyum derigimi ve kontraktil elementlerin
kalsiyuma duyarlilig1 ile diizenlenmektedir. Hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyindeki artisa
bagli olusan kasilma, kalsiyumun kalmoduline baglanmasinin artmasi ve kalsiyum-
kalmodulin kompleksinin miyozin hafif zincir kinazi aktive ederek miyozin hafif zincirinin
fosforilasyonuna yol agmasiyla sonuglanir. Miyozin ve aktin filamentleri arasinda ¢apraz
koprii olusur ve diiz kas kasilmasi gerceklesir. Caligmamizda reseptor uyarilmasindan
bagimsiz olarak, hiicre i¢i serbest kalsiyum artisina neden olarak kasilma olusturan KCI
kullanilmistir. Onceki arastirma sonuglarina uygun olarak (Bockman, Jeffries, Pettinger ve
Abel, 1992; Suzuki, Takata, Kubota, Ozaki ve Kato, 1994), ¢alismamizda DOCA-tuz
hipertansiyonun hem endoteli saglam hem de endoteli ¢ikarilmis damarlarda KCl ile
uyarilan kasilmalari anlamli olarak degistirmedigi bulunmustur. Ayrica ilk kez, TUDCA
verilen DOCA-tuz hipertansif gruplarda bu kasilmalarin arttigi gosterilmistir. Normotansif
hayvanlarda ise TUDCA uygulamasi endotelli damarlarda kasilma artisina neden olmustur.
KCI ile uyarilan kasilmalardaki artmanin, L-tipi Ca*? kanallarinin aktivasyonunun ya da
ekspresyonunun artmasi sonucu olabilecegi gibi, vaskiiler cevapliligin artmasi nedeniyle
de olusabilecegi One siiriilmiistiir (Galisteo ve digerleri, 2004b). Ayrica TUDCA’nin
normotansif damarlara etkisinin, endotel varliginda ve yoklugunda degisiyor olmasi, bu
etkide endotel tabakasininda rol oynadigimi dislindirmektedir. Mekanizmanin

aydinlatilabilmesi i¢in ileri calismalara gereksinim vardir.

Hiicre ici serbest kalsiyum diizeyi kasilma, gevseme ve biiylime gibi vaskiiler diiz kasin
ana islevlerini diizenlemekte ve 6zel cevaplar tetiklemektedir. Sitozolik serbest kalsiyum
derisimi sarkoplazmik retikulum, kalsiyum baglayan proteinler ve hiicre zarindaki
kalsiyum kanallar1 tarafindan ince bir sekilde ayarlanmaktadir. Hiicre icinde 0,1 uM
diizeyinde bulunan serbest kalsiyum derisim uyariyla 100-200 kat artmaktadir. Bu artis1
saglayan, hiicre dis1 ortamdan kalsiyum kanallar1 aracilifiyla giris ve ER/SR’deki
depolardan IP3R ve ryanodin reseptorii ile saliverilmedir. Hiicre disinda ve depolarda
kalsiyum yaklasik 3 mM derisimde bulunur ve hiicre sitozoliinde 10 000 kat daha diisiik
kalsiyum derisimini korumaya ¢alisir. Hipertansiyonda bu mekanizmalar 6nemli derecede
degismektedir. Hiicre i¢i kalsiyum diizenlenmesindeki bozukluk, hipertansiyona bagl
gelisen vaskiiler islev bozuklugunda 6nemli rol oynamaktadir. Arteriyel diiz kasta
bozulmus kalsiyum homeostazisi, degisen kalsiyum girisi ve kalsiyum depolanmas1 veya
azalmis kalsiyum c¢ikist ile iligkili olabilmektedir (Goulopoulou ve Webb, 2014). Damar

diiz kasinda alfa-1 adrenoreseptoér aracili kasilma cevaplarinda IP3 aracili ER’den
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kalsiyum saliverilmesi ve kalsiyum kanallar1 ile hiicre disindan kalsiyum girisi s6z
konusudur. Caligmamizda izole torasik aortlarda kaydettigimiz, kalsiyumsuz ortamda FE
ile uyarilan kasilmalar hiicre i¢i depolardan Ca*? saliverilmesini; ortama kalsiyum
eklenmesi ile elde edilen kasilmalar ise hiicre disindan Ca*? girisini yansitmaktadir. Elde
ettigimiz sonuglar incelendiginde, kalsiyumsuz ortamda ve ortama kalsiyum eklenmesiyle
alinan FE kasilma cevaplarinda, DOCA-tuz grubunda kontrole gore anlamli bir azalma
g6zlenmistir. TUDCA uygulamasi, kalsiyumsuz ortamdaki FE ile uyarilan torasik aort
kasilmalarin1 hem hipertansif hem de normotansif sicanlarda artirmistir; kalsiyumlu
ortamda ise sadece hipertansif siganlardaki kasilmalarda bir artis gozlenmistir. Bu
sonuclarla DOCA-tuz hipertansiyonda, TUDCA uygulamasinin hiicre i¢i depolardan
saliverilen Ca*? ile olusan FE ile uyarilan kasilmalari hem normotansif hem de hipertansif
hayvanlarda artirdig1; hiicre disindan Ca*? girisi ile olusan kasilmalari ise sadece
hipertansif hayvanlarda artirdigi ilk kez gosterilmistir. Bu veriler, TUDCA ile ERS
inihibisyonunun hem hipertansiyonda azalan hiicre ici Ca*® depolarmi hem de hiicre

disindan Ca*? girisini artirdigim diisiindiirmektedir.

Damarlarda ER’den Ca*? saliverilmesini saglayan kalsiyum kanali IP3R’dir. Bu kanalin
aktivasyonu; sitozoldeki ve ER’deki Ca*? derisimi, ATP, thiol modifikasyonu ve protein
kinazlar tarafindan diizenlenir (Mikoshiba, 2007). Hiicre i¢in 6lim veya yasam karari
hiicre i¢i kalsiyum homeostazi ve ER seviyesinde kalsiyum dinamikleri tarafindan kontrol
edilmektedir. IP3R, ER’den sitozole ve mitokondriye Ca*? akisina aracilik ederek bu
stireclerde oldukca 6nemli rol oynamaktadir (Ivanova ve digerleri, 2014). SHR’da endotel
hiicrelerinde, IP3R izoformlarindan IP3R1 azalirken IP3R2’nin arttigi, IP3R3’lin ise
degismedigi gosterilmistir (Mountian ve digerleri, 2001). Diger taraftan, IP3R1 dordiincii
ERS sensorii olarak one stiriilmiistiir (Kiviluoto ve digerleri, 2013). ER saperonu GRP78
spesifik olarak IP3R1’e baglanarak etkilesmekte ve ER strese karst birlikte
caligmaktadirlar (Ivanova ve digerleri, 2014). Calismamizda IP3R reseptorlerinin
ekspresyonunun hipertansif grupta artigi, TUDCA uygulamasiyla kontrol degerlerine
dondiigii gozlenmistir. Hipertansiyonda gozlenen IP3R ekspresyonunun artisi ER Ca*?
depolarindaki azalmaya ikincil olarak ortaya ¢ikabilir. Hiicre i¢ci ER kalsiyum depolarinin
azalmasi, hiicreyi ERS’ye sokmakta ve apoptoza yatkin hale getirmektedir. TUDCA nin
hipertansif sicanlarin aortlarinda gozlenen apoptozu azaltici etkisinde kismen, IP3R

ekspresyonlarinin azalmasi da rol oynuyor olabilir.
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SERCA, ER membraninda bulunan P-tipi ATPaz sinifina ait bir kalsiyum pompasidir ve
Ca*?’un ER liimeni igerisine alimindan sorumludur. SERCA, depolarda Ca*? birikmesi i¢in

*2 seviyelerinin kontroliinde

major mekanizmay1 olusturmakta ve hiicre i¢i serbest Ca
onemli rol oynamaktadir. SERCA yoluyla Ca*? sekestrasyonu diiz kas, kardiyak ve iskelet
kas1 relaksasyonuna aracilik etmekte ayrica apoptoz ve proliferasyon gibi hiicresel
islemleri diizenlemektedir (Tong, Evangelista ve Cohen, 2010). Artmis hiicre ici Ca*?
derisiminin hipertansif hayvanlarda artan vaskiilar tonus ile iliskili oldugu ve serbest Ca*?
miktarindaki artisin - kismen, azalmis SERCA  aktivitesi sonucu olabilecegi
diistintilmektedir (Levitsky ve digerleri, 1993). SHR’da endotel hiicrelerinde SERCA2b
mRNA ekspresyonunun kontrole gore azaldigi bulunmustur (Mountian ve digerleri, 2001).
Diger taraftan, SERCA2 inhibisyonu ile ER kalsiyum depolarmin bosaltilmasi, ERS’i
indiiklemek i¢in kullanilmaktadir (Lytton, Westlin ve Hanley, 1991). SERCA2a
aktivitesindeki azalma sonucu olusan, ER Ca*? depolarindaki azalma, ERS’e yol
acmaktadir (Mekahli, Bultynck, Parys, De Smedt ve Missiaen, 2011). Ayrica artmig
oksidatif stres durumunda SERCA islevleri bozulmakta fakat ekspresyonu ise
degismemektedir (Tong, Evangelista ve Cohen, 2010). SERCA aktivitesi ve
ekpresyonunun pek cok faktorle iligkili oldugu goriilmektedir ve hipertansiyonda SERCA
ekspresyonu ve aktivitesindeki degisimler tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alismada ilk
kez, SERCA2 ekspresyon seviyelerinin DOCA-tuz hipertansif hayvanlarda kontrole gore
anlamli olarak azaldigi, TUDCA uygulamas: ile artarak kontrol seviyelerine dondiigii
bulunmustur. Normotansif hayvanlarda ise TUDCA bir degisime neden olmamistir. Ote
yandan bu bulgularla uyumlu olarak ¢alismamizda, torasik aortta kalsiyumsuz ortamda FE
ile uyarilan ve hiicre i¢i depolardan saliverilen Ca*? ile tetiklenen kasilmalarin hipertansif
sicanlarda kontrole goére azaldigi bulunmustur. TUDCA uygulamas: ise bu kasilmalar
artirmigtir. Bu sonuglar, hipertansiyonda azalan SERCA2 ekspresyonunun, TUDCA ile
ERS inhibisyonu sonucu diizeldigini gdstermektedir. Bu etki TUDCA tedavisinin

hipertansiyon tizerindeki olumlu etkisinde bir diger 6nemli mekanizma olabilir.

Artmis apoptotik aktivite cesitli hipertansiyon modellerinde gosterilmistir (Intengan ve
Schiffrin, 2001; Suematsu, Suzuki, Delano ve Schmid-Schonbein, 2002). ER stresinin
kronik olarak devam ettigi durumlarda, hiicresel islev kaybi olugsmakta ve daha sonra
hiicreler apoptoza gitmektedir (Dufey, Sepulveda, Rojas-Rivera ve Hetz, 2014). Bcl-2
ailesi proteinler, kronik ER stres altinda apoptozun kontroliinde Onemli rol

oynamaktadirlar. Bax gibi proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri, mitokondride apoptozun
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uyarilmasinda esas adimdir. Bunlar sitokrom c salimina ve kaspazlarin aktivasyonuna
neden olurlar. Sonugta hiicre apoptoza gider (Dufey, Sepulveda, Rojas-Rivera ve Hetz,
2014). Daha onceki c¢alismalarda ERS inhibisyonun, SHR aortlarinda antiapoptotik etki
gosterdigi (Spitler, Matsumoto ve Webb, 2013), pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde
indiiklenmis apoptozu baskiladig1 (Dromparis ve digerleri, 2013), anjiyotensin II verilmis
sicanlarda aortik apoptozu azalttigi bildirilmistir (Spitler ve Webb, 2014). Bizim
calismamizda da hipertansif hayvanlarin aortlarinda, proapoptotik Bax proteininin
ekspresyon seviyeleri artarken, antiapoptotik Bcl2 proteininin ekspresyonu azalmstir.
Ayrica ilk kez DOCA-tuz hipertansiyonda; ERS inhibisyonun hipertansiyonda artmis olan
proapoptotik Bax ekspresyonunu degistirmedigi ancak hipertansiyonda azalmis olan
antiapoptotik Bcl2 ekspresyon seviyelerini kontrol degerlerine geri ¢evirdigi gosterilmistir.
Bu sonuglar ERS inhibisyonuyla olusan antiapoptotik etkinin, TUDCA ’nin antihipertansif

etkisinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda hipertansif hayvanlarda incelenen parametrelerdeki
degisimler ve  TUDCA’nin bu parametrelere etkileri Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 5.1. Hipertansiyonun incelenen parametreler tizerindeki etkisi
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6. SONUC VE ONERILER

Hipertansiyon diinya ¢apinda 1 milyardan fazla insami etkileyen ve en yaygin goriilen
kronik hastaliklardan biridir. Hipertansiyonda inme, kalp yetmezligi ve bobrek hastaliklar
gibi  komplikasyonlar morbidite ve mortalitenin esas nedenlerini olusturmaktadir
(Coffman, 2011). Pek c¢ok patofizyolojik faktor hipertansiyon olusumunda rol
oynamaktadir ve bu mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu acidan,
hipertansiyonun molekiiler patogenezini aydinlatmaya yonelik ¢alismalar onceligini ve

Onemini korumaktadir.

Calismamizda ilk kez TUDCA ile ERS inhibisyonun DOCA-tuz hipertansif siganlarda
sistolik kan basmcint anlamli olarak azalttifi gosterilmistir. Bulgularimiz ERS
inhibisyonunun, hipertansiyonda bozulmus olan hem endotele bagimli hem de endotelden
bagimsiz damar gevsemelerini iyilestirdigini gostermektedir. Ayrica g¢aligmamizda,
TUDCA tedavisinin plazma NO seviyelerini artirdigi bulunmustur. Bu sonuglar, ERS
inhibisyonunun antihipertansif etkisine endotel islevini diizeltici ve NO artirict etkisinin
aracilik  edebilecegini  gostermektedir. Ileride yapilacak calismalarda, TUDCA
uygulamasinin damar endotelinde NO sentezinde gorev alan enzimler tizerindeki etkileri

ve damar diiz kasinda NOS/NO/cGMP yolag: iizerindeki etkileri incelenebilir.

Calismamizda DOCA-tuz hipertansiyonda hem endoteli saglam hem de endoteli
uzaklastirllmis damarlarda KCI ile uyarilan kasilmalarda anlamli bir fark olusmadigi
bulunmustur. Ayrica, TUDCA uygulanan DOCA-tuz hipertansif gruplarda bu kasilmalarin
arttig1  gosterilmistir. Normotansif hayvanlarda ise TUDCA uygulamasi endotelli
damarlarda kasilma artisina neden olmustur. KCl ile olusan kasilmaya L-tipi Ca*? kanal
aktivasyonu aracilik etmektedir. Bu kasilmalardaki artigin nedeninin L-tipi Ca*?
kanallarinin aktivitesi veya ekspresyonunda ya da diiz kas kalsiyum duyarliginda artma
sonucu olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Galisteo ve digerleri, 2004b). ERS inhibisyonunun
kasilma yanitlar {izerindeki bu etkisini agiklayabilmek icin daha ileri arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Hem hiicre membranmindaki L-tipi Ca*? kanallarinin hem de diiz kas

kasilmasinda rol alan mekanizmalarin ERS altindaki durumlari incelenmelidir.

Kalsiyum uyarist kasilma, gevseme ve biliyiime gibi vaskiiler diiz kasin ana islevlerini

kontrol etmektedir. Kalsiyum diizenlenmesi ve sinyalindeki bozukluk, hipertansiyona bagl
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gelisen vaskiiler islev bozuklugunda 6nemli rol oynamaktadir (Goulopoulou ve Webb,
2014). Calismamizda damar diiz kasi kasilmasinda hiicre disindan giren ve hiicre igi
dopelardaki kalsiyumun katkilarin1 belirlemek igin, kalsiyumsuz ortamda ve ortama
kalsiyum eklenmesiyle olusan fenilefrin kasilma cevaplar1 incelenmistir. Elde ettigimiz
sonuglarla ilk kez DOCA-tuz hipertansiyonda, TUDCA uygulamasini hiicre disindan Ca*?
girisi ile olusan FE ile uyarilan kasilmalari hem normotansif hem de hipertansif
hayvanlarda artirdig1; hiicre i¢i depolardan saliverilen Ca*? ile olusan kasilmalar ise
sadece hipertansif hayvanlarda artirdigi gosterilmistir. Bu veriler, TUDCA ile ERS
inihibisyonunun, hipertansiyonda azalan hiicre i¢i kalsiyum depolarini ve hiicre digindan
kalsiyum girigini artirdigini diisiindiirmektedir. Bu bulgular ve literatiir bilgisi ile uyumlu
olarak, ¢alismamizda ilk kez, SERCA2 ekspresyon seviyelerinin DOCA-tuz hipertansif
hayvanlarda kontrole gére anlamli olarak azaldigi, TUDCA uygulamasi ile artarak kontrol
seviyelerine dondiigii gosterilmistir. SERCA, depolarda Ca*? birikmesi igin major
mekanizmay1 olusturmakta ve hiicre ici serbest Ca*? seviyelerinin kontroliinde énemli rol
oynamaktadir. Elde edilen sonuglar, SERCA2 ekspresyonunun artisinin, ERS
inhibisyonunun DOCA-tuz hipertansiyondaki olumlu etkilerinde rol oynayan énemli bir
mekanizma olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica ¢alismamizda, damarlarda ER’den
Ca*? saliverilmesini saglayan kalsiyum kanali olan IP3R’nin ekspresyonunun hipertansif
grupta artifi, TUDCA uygulamasiyla kontrol degerlerine dondiigii gozlenmistir.
Hipertansif hayvanlarda gozlenen damarda IP3R ekspresyonunun artisi ER Ca*?

depolarindaki azalmaya ikincil olarak ortaya ¢iktig1 diigiiniilebilir.

Hipertansiyonda apoptotik aktivitenin arttig1 bilinmektedir (Intengan ve Schiffrin, 2001;
Suematsu, Suzuki, Delano ve Schmid-Schonbein, 2002). Kronik olarak ERS’e maruz
kalma sonucu hiicresel islev kaybi olusmakta ve daha sonra hiicreler apoptoza gitmektedir
(Dufey, Sepulveda, Rojas-Rivera ve Hetz, 2014). Bcl-2 ailesi proteinlerden olan
proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl2 proteinleri apoptozun kontroliinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Calismamizda hipertansif hayvanlarin damarlarinda, Bax proteininin
ekspresyon seviyeleri artarken, Bcl2 proteininin ekspresyonu azaldigi gosterilmistir.
TUDCA ile ERS inhibisyonun hipertansiyonda artan proapoptotik Bax ekspresyonunu
degistirmedigi fakat hipertansiyonda azalan antiapoptotik Bcl2 ekspresyon seviyelerini
kontrol degerlerine geri ¢evirdigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar TUDCA ile ERS
inhibisyonuyla olusan antiapoptotik etkinin, antihipertansif etkisinde rol oynayabilecegini

diisiindiirmektedir. Ileride yapilacak calismalarda, ERS inhibisyonunun damarlardaki
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apoptoz iizerindeki etkisinin daha ayrintili incelenmesi i¢in, apoptotik yolakta yer alan

diger proteinler arastirilabilir.

Sonug olarak elde edilen verilerin 1s181nda; TUDCA ile ER stres inhibisyonun DOCA-tuz
hipertansiyon modelinde, kan basmcini disiirdiigii, torasik aortun kasilma yanitlarini
degistirdigi ve endotel islev bozuklugunu diizelttigi gosterilmistir. ERS inhibisyonunun bu
iyilestirici etkilerine plazma NO seviyesini artirici, damarda SERCA2 ve IP3R
ekspresyonlarini diizeltici ve antiapoptotik etkileri de eslik etmektedir. Bu sonuglar, ERS
inhibisyonun hipertansiyon tizerindeki olumlu etkisinin molekiiler mekanizmalarina 151k

tutmakta ve yeni tedaviler igin potansiyel hedefler 6ne siirmektedir.
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