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OZET

AMAG: Anjiyotensin Il (Ang Il)'nin damar duvarindaki asil hedefi
vaskiler duiz kas hticreleri (VDKH)'dir. Bu hticrelerin proliferas-
yonunu uyararak ateroskleroz ve hipertansiyon patogenezine
katilir. Yiiksek konsantrasyondaki glukoz (YG) da bu hicrelerde
proliferasyonu artirarak diyabetlilerde gorilen hizlandiriimis
ateroskleroz siirecine katkida bulunur. Bununla birlikte karsit
goriste calismalar da mevcuttur. Bu ¢alismada Ang Il ve YG'un
VDKH proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi amaclandi. Bu
amacla dusik glukoz (DG, 5,5 mM) ve yiiksek glukoz (YG, 25
mM) ortaminda Ang II'nin 24, 48 ve 72 saat sonunda VDKH pro-
liferasyonuna etkisi incelendi. Ayrica Ang Il uyarimli proliferas-
yonda AT1R inhibitorleri telmisartan ve irbesartana ek olarak
p38 ve ERK1/2 MAPK ve NF-kB rolleri arastirildi. Son olarak proli-
ferasyon verisini desteklemek icin Ang Il uyarimli ERK1/2 MAPK
fosforilasyonu 6lcilda.

GEREC VE YONTEM: Calismada sican aortundan izole edilen
primer VDKH kullanildi. Proliferasyon, Wst-1 tuzu kullanilarak
spektrofotometrik olarak 6l¢uldu. ERK1/2 MAPK fosforilasyonu
western blot yontemiyle belirlendi.

BULGULAR: Ang Il ve YG tek basina uygulandiginda en yiiksek
proliferasyon 24 saat sonunda goézlendi. DG ortaminda Ang
II'nin proliferasyonu yaklasik 1.7 kat, YG'un ise 1.5 kat artirdigi
belirlendi. Ang II'nin YG ile 48 saat uygulanmasi hiicre proliferas-
yonunu %25 daha fazla artirdi. Telmisartan ve irbesartan Ang Il
uyarimli artmis proliferasyonu baskiladi. NF-kB inhibisyonunun
onemli oranda artmis VDKH proliferasyonu ile sonuglandigi tes-
pit edildi. P38 ve ERK1/2 MAPK inhibisyonu ile proliferasyonun
azaldig1 gozlendi. Son olarak proliferasyon 6lctimlerine paralel
sekilde Ang Il ve YG'un ERK1/2 MAPK fosforilasyonunu artirdigi
bulundu.

SONUC: Ang Il ve YG uygulanmasi VDKH'nde proliferasyonu
48 saat sonunda sinerjistik olarak artirir. NF-kB inhibisyonu
VDKH’'nde artmis proliferasyon ile sonuglanabilir. Kanser ve inf-
lamatuvar hastaliklar gibi farkli bircok alanda uygulama sahasi
bulan NF-kB inhibitorlerinin kullaniminin aterosklerozda 6nem-
li rol oynayan VDKH proliferasyonu gibi istenmeyen etkileri ola-
bilecegi dikkate alinmalidir.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The main target of angiotensin Il (Ang 1) is vascular
smooth muscle cell (VSMC) on the vascular wall. It contributes
to atherosclerosis and hypertension pathogenesis by inducing
the proliferation of these cells. Also, high glucose (HG) concent-
ration contributes to accelerated atherosclerosis, observed in
diabetics, by triggering the proliferation of these cells. Howe-
ver, studies those asserting an opposing argument are present.
In this study, the aim was to determine the roles of Ang Il and
HG on VSMCs proliferation. To do this, Ang II's effect on VSMC
proliferation under low glucose (LG) or HG for 24, 48, and 72
hours was investigated. Moreover, p38 and ERK1/2 MAPKs and
NF-kB roles in addition to the effects of AT1R inhibitors telmisar-
tan and irbesartan were explored in Ang ll-induced proliferati-
on. Lastly, Ang ll-induced ERK1/2 MAPK phosphorylation was
determined to support proliferation data.

MATERIAL AND METHODS: Primary VSMCs isolated from
rat aorta were used in the study. Proliferation was spectrop-
hotometrically measured by using Wst-1 salt. ERK1/2 MAPK
phosphorylation was determined by the western blot method.

RESULTS: The highest proliferation rate was observed at the
end of 24 h when Ang Il and HG were applied individually. It
was observed that Ang Il increased the proliferation approx. 1.7
times, and HG 1.5 times under LG media. Application of Ang Il
with HG yielded 25% more proliferation after 48 h. Telmisartan
and irbesartan suppressed Ang ll-induced augmented prolife-
ration. Inhibition of NF-kB resulted in a dramatic increase in VS-
MCs proliferation. Inhibition of p38 and ERK1/2 MAPKs decrea-
sed proliferation. Finally, Ang Il and HG alone enhanced ERK1/2
MAPK phosphorylation.

CONCLUSIONS: Ang Il and HG treatment synergistically incre-
ase VSMC proliferation after 48 h. The inhibition of NF-kB might
result in augmented VSMC proliferation. NF-kB inhibitors could
be applied in different areas like cancer and inflammatory dise-
ases, hence it should be noted that they could have undesired
effects such as VSMC proliferation which plays an essential role
in atherosclerosis.

KEYWORDS: Angiotensin Il, NF-kB, Proliferation, Vascular smo-
oth muscle cell, High glucose
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GiRiS

Vaskdler patolojilerle iliskisi uzun yillardir bili-
nen anjiyotensin Il (Ang Il) molekulinin ana
hedefi damar yapisinda yer alarak (pato)fizyolo-
jik olaylara katilan vaskiiler diiz kas hticreleridir
(VDKH) (1, 2). Hiicre membranindaki Ang Il tip
1 reseptore (AT1R) baglanarak hiicre ici sinyal
yollarini uyarmak suretiyle VDKH proliferasyo-
nuna yol agmakta ve ateroskleroz gelisimine
katki sunmaktadir. Diger 6nemli bir husus ise
diyabetli hastalardaki hizlandirilmis aterosk-
leroz sirecidir. Bu tablonun altinda da artmis
VDKH proliferasyonu yatmaktadir (3, 4). Yuksek
kan glukozu bu etkiden sorumlu goriilmekte ve
ayrica Ang Il Uretimini artirdigi da bilinmektedir
(5). Dolayisiyla diistik glukoz (DG) yerine yiiksek
glukozun (YG) oldugu bir ortamda Ang II'nin
VDKH proliferasyonuna etkisi daha gliclii olabi-
lir.

Ang Il ve yiksek glukoz hiicrelerde proliferas-
yonu artirmakta, bu artista mitojenle aktiflesen
protein kinaz (MAPK) ailesi liyelerinden p38 ve
hicre disi sinyalle diizenlenen kinazlar 1 ve 2
(ERK1/2) MAPK aktivasyonu rol oynuyor gozuk-
mektedir (6). Ang II'nin Niikleer faktor kappa B
(NF-kB) aktivasyonu yaptigi (7), benzer sekilde
yuksek glukozun da NF-kB'’yi uyardigi VDKH'n-
de gosterilmistir (8). Fakat bu iliskiler kesinlik
kazanmamistir. Ang II'nin hicrelerde bu etkiyi
yaratmadigini sdyleyen calismalar oldugu gibi
YG'un proliferasyonu azalttigini sdyleyen yayin-
lar da mevcuttur (9-11).

Bu amacgla calismamda DG ve YG ortamin-
da Ang II'nin 24, 48 ve 72 saat sonunda VDKH
proliferasyonuna etkisi incelendi. Ayrica Ang II
uyarimli proliferasyonda AT1R antagonistleri
telmisartan ve irbesartan etkisi ve bu iki ajanin
proliferasyonu 6nleme yoniinden birbirine kar-
st herhangi bir Gstlnliga olup olmadigr arasti-
ridi. Son olarak NF-kB, p38 ve ERK1/2 MAPK'In
proliferasyonda rol alip almadidi inhibitorleri
uzerinden sorgulandi. Ang Il ve YG uyarimi son-
rasi ERK1/2 MAPK fosforilasyonu belirlenerek
proliferasyon verileri desteklendi.

GEREC VE YONTEM
Kimyasallar

HEPES, elastaz, kollejenaz, penisilin-streptomi-
sin, Tris-HCI, SDS, telmisartan, irbesartan, BSA ve

Ang Il Sigma'dan (St. Louis, MO, ABD), Dulbec-
co's Modified Eagle's Medium (DMEM) hiicre
medyumu ve fetal sigir serumu Pan Biotech'den
(Aidenbach, Almanya), NF-kB inhibitori JSH-
23 Cayman Chemical'dan (Ann Arbor, MI, ABD),
ERK1/2 (p44/42) MAPK inhibitori PD98059 ve
p38 MAPK inhibitorti SB203580 Invitrogen'den
(Carlsbad, CA, ABD), ERK1/2 MAPK primer anti-
koru (Thr202 ve Tyr204) ve HRP-bagli sekonder
antikor Cell Signaling Technology’den (Danvers,
MA, ABD) satin alindi. Stit tozu Biorad'dan (Her-
cules, Kaliforniya, ABD), developer ve fiksatif so-
lisyonu llford'dan (Mobberley, ingiltere), hiicre
proliferasyon reaktifi Wst-1 tuzu Roche'dan (Ba-
sel, isvicre) temin edildi.

Hiicre Kiiltiirii

VDKH, erkek Wistar sican torasik aortundan
daha once tarif edildigi sekilde izole edilmistir
(12). VDKH %10 (v/v) fetal sigir serumu, 100 1U/
mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin ile des-
teklenen DMEM ile beslendi. 3-5 nolu pasajlar
deneylerde kullanildi. %80 doluluk oranina ula-
san hcreler deney dncesi glin en az gece boyu
serum icermeyen medyum ile inkiibasyona bi-
rakildi. Ang Il steril su ile ¢6zUldi ve deneylerde
100 nM konsantrasyonda kullanildi. inhibitérlii
deneylerde uyaran verilmeden en az 30 dakika
dnce inhibitérler uygulandi. inhibitérlerin tama-
mi DMSO ile ¢6ziildi ve su konsantrasyonlarda
kullanildi: Telmisartan, irbesartan ve SB203580
10 uM; PD98059 ve JSH-23 20 uM. DG medyum
5,5 mM glukoz, YG medyum ise 25 mM glukoz
icerir.

Proliferasyon Olciimii

GozUnlr tetrazolyum tuzu Wst-1 ile hiicre pro-
liferasyon 6l¢imU kolorimetrik ve radyoak-
tif olmayan bir yontemdir. 96 kuyucuklu pla-
kada spektrofotometrik olciim yapilir. Wst-1
(4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetra-
zolyo]-1,3-benzen disilfonat) suda ¢oziinen,
acik kirmizi renkli ve kararli bir tetrazolyum tu-
zudur.

Canli hiicre yuzeyinde gerceklesen bir indirgen-
me reaksiyonu ile suda ¢oziinen koyu renkli bir
formazana donuslr. Bu sebeple olusan forma-
zan miktar canli hiicre sayisi ile orantilidir. 96
kuyucuklu plakada Wst-1 reaktifi ile yaklasik 4
saat inklibe edilen hiicrelerde olusan formazan
miktari slire sonunda spektrofotometrede 440



nm'de okunur. Bu amacla izlenen islem basa-
maklari su sekildedir:

« Tripsin-EDTA ile toplanan hiicreler santrifijle-
nerek (200 g, 5 dk) pellet elde edilir.

« Pellet hiicre medyumuyla restispanse edildik-
ten sonra 96 kuyucuklu plakaya yaklasik 4 bin
hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilir.

« 24 saat sonra hiicre medyumu serum icerme-
yen medyumla degistirilerek 24 saat inkibasyo-
na birakilr.

+ Bu suire sonunda hcreler DG ve YG grubu ol-
mak Uzere ikiye ayrilirlar. DG grubu hiicreler DG
medyumla, YG grubu hiicreler YG medyumla
ekilir.

- inhibitér uygulanacak kuyucuklara inihibitor-
ler eklendikten yarim saat sonra Ang Il eklenir
ve hucreler inihibitorlere birakilir.

- inkiibasyon stireleri bitince hiicre medyumlari
serum icermeyen medyumla degistirilir ve Us-
tlne Wst-1 reaktifi eklenerek 4 saat boyunca 37
°C'de inkUibatorde bekletilir.

« Renk olusumu tamamlaninca 1 dk hafifce cal-
kalanan plakada olusan formazan miktarina ait
absorbanslar hiicre icermeyen kore karsi spekt-
rofotometrede okunur (uQuant, Biotek, Agi-
lent).

« Olctimler her bir kuyucugu temsilen en az ic
tekrar icerecek sekilde calisilir.

Western Blot

Hlcreler 60 mm capindaki petrilere ekildi ve
proliferasyon 6l¢ciim basamaklarinda anlatildig
gibi gerekli uygulamalar yapildi. inkiibasyon so-
nunda hiicreler buz soguklugunda 1X PBS tam-
ponu (pH:7,4) ile 2 kez yikandiktan sonra yine
buz soguklugunda hiicre lizis tamponu eklene-
rek buz lzerinde parcalandi. Hiicreler petriden
kazinarak toplandi ve 10 saniye boyunca sonike
edildi (Bendelin, UW2070). Ele gecen sivi sant-
rif(ij edilerek (10000 g, 4 °C, 30 dk) stipernatan
ve pellet elde edildi. Stiipernatan kismi (lizat)
sonraki islemlerde kullanildi, pellet atildi. Mikro
BCA ol¢tim kiti kullanilarak (Pierce, Rockford, IL,
ABD, kat. n0:23225) lizatlarin protein konsant-
rasyonlari belirlendi. Her bir numune icin ge-
rekli dilisyonlar hesaplandi, 5X Laemmli 6rnek
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tamponu ve distile suyla gerekli seyreltmeler
yapilarak SDS-PAGE elektroforez i¢in her kuyu-
cuga 40 pl protein yuklendi.

Elektroforez islemi tamamlanan jel nitroseliiloz
bir membrana transfer edildi. Transfer sonrasi
yagsiz sit tozu ile bloke edilen membran, ge-
ceboyu 4°C'de primer antikora birakildi. Erte-
si gin primer antikor ortamdan uzaklastirilip
membran yikandi ve 2 saat HRP bagli sekonder
antikora birakildi. Stire sonunda sekonder anti-
kor ¢ozeltisi uzaklastirildi, membranlar yikandi
ve kemiliiminesans reaktifi (ECL, Thermo Scien-
tific, Rockford, IL, ABD) ile muamele edilerek sin-
yaller tespit edildi.

Etik Kurul

Bu calismada “Guide for the Care and Use of La-
boratory Animals”(www.nap.edu/catalog/5140.
html) prensipleri dogrultusunda hayvan hak-
larinin korundugunu ve calismanin Akdeniz
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan uygun bulundugunu beyan ederim
(karar no:38, 23.05.2016).

istatistiksel Analiz

Huicre proliferasyon 6l¢climlerien az 4 tekrar ola-
cak sekilde yapildi (n=4-12, ortalama 8), Gruplar
arasi anlamhhk One-Way ANOVA testi ile belir-
lendi (GraphPad Prism 8.0.1). Gruplari karsilas-
tirmada Bonferroni post-hoc testinden yararla-
nildi. Western blot gortntuleri ImageJ yazilimi
ile analiz edildi (version 1.48), goruntler en az
3 farkli deneyin temsilini ifade eder. Veriler orta-
lama + ss ve p< 0.05 anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Ang Il ve yiiksek glukoz diizeyinin VDKH proliferasyo-
nuna etkisi

Primer VDKH proliferasyonunda Ang Il ve yuk-
sek glukozun etkisini belirlemek icin hiicreler
gece boyu serum icermeyen medyumla inklbe
edildi. Sonra DG ve YG'lu ortamda ve Ang Il var-
hdinda 24, 48 ve 72 sa inklbe edildikten sonra
proliferasyon oranlari belirlendi. Ang II'nin DG
ortaminda 24 sa sonra proliferasyonu anlamh
sekilde artirdigi (p<0.01), 48 ve 72. saatte ise ar-
tislarin anlamli olmadigi belirlendi (Sekil 1-A).

YG uygulamasinin etkisini belirlemek icin DG ve
YG kontrol gruplari mukayese edildiginde YG
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uygulamasinin 24, 48 ve 72 sa sonunda hicre-
lerde proliferasyonu anlamli olarak artirdigi go-
ruldu (sirasiyla p< 0.01; 0.01; 0.05; Sekil 1-B).
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Sekil 1: Ang Il ve YG VDKH proliferasyonunu artirir. A. DG ve YG ortamin-
da Ang II'nin (100 nM) 24, 48 ve 72 sa boyunca uygulanmasi sonucunda
VDKH proliferasyonu 6lclldu. B. DG ve YG kontrol grubu hiicrelerinin

24, 48 ve 72 sa sonunda VDKH proliferasyonlari. Sonuglar ortalama + ss
olarak ifade edildi, n=4-12, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Bagil hiicre proliferasyonu

NF-kB inhibisyonunun proliferasyona etkisi

Ang II'nin proliferasyona etkisi belirlendikten
sonra DG ve YG ortamda AT1R antagonistleri
telmisartan ve irbesartan, NF-kB inhibitorid JSH-
23, p38 MAPK inhibitori SB203580 ve ERK1/2
MAPK inhibitori PD98059 varliginda prolife-
rasyon Olcumleri yapildi. Ang II'nin indikledigi
hiicre proliferasyonunu telmisartanin 48, irbe-
sartanin ise 72 sa sonunda anlamli sekilde azalt-
tig1 tespit edildi (sirasiyla p<0.05;0.01). 24-72
saatte iki ilacin birbirine karsi herhangi bir Us-
tanlugu tespit edilemedi. Ang Il uygulamasi 6n-
cesinde JSH-23 uygulanan hucrelerde sadece
Ang Il uygulanan hiicrelere kiyasla 24, 48 ve 72
sa sonunda dramatik proliferasyon artisi goz-
lendi (timu icin p<0.01). Son olarak SB203580
ve PD98059 uygulamasinin 48 ve 72 sa sonunda
proliferasyonu anlamli diizeyde azalttigi (hepsi
icin p<0.01), 24 saatteki azalma istatistiki olarak
anlamli degildi (p>0.05, Sekil 2).
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Sekil 2: DG ortaminda Ang II'nin VDKH proliferasyonuna etkisi. inhi-
bitorler ortama Ang Il (100 nM; 24, 48 ve 72 sa) eklenmeden en az 30
dk 6nce uygulandi. Sonuglar ortalama = ss olarak ifade edildi, n=4-12,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ##p<0.01. Tel: telmisartan, Irb: irbesar-
tan, JSH: JSH-23, SB: SB203580 ve PD: PD98059.

Ayni deneylerin YG ortaminda yapilmasi so-
nucunda Ang II'nin sadece 48 saatte anlaml
proliferasyon artisi yaptigr (p<0.05) belirlendi.
Telmisartanin YG ortaminda Ang Il uyarimli pro-
liferasyonu 24, 48 ve 72 saatte azalttigi (her Uicl
icin p<0.01), irbesartanin ise 24 (p<0.01) ve 48
saatte (p<0.01) anlamh olarak proliferasyonu
azalttigi belirlendi. YG ortaminda Ang Il uyarimh
24, 48 ve 72. saatteki proliferasyonu baskilama-
dairbesartana kiyasla telmisartan lehine anlam-
I fark tespit edildi (p<0.01). YG ortaminda JSH-
23 uygulanan hiicrelerde sadece 72 sa sonunda
proliferasyon artisi gozlendi (p<0.01). SB203580
ve PD98059 uygulanmasinin 24, 48 ve 72 saat-
te Ang Il uyarimli proliferasyonu azalttigi tespit
edildi (S5B203580 icin 3 grupta p<0.01; PD98059
icin sirasiyla p<0.05;0.01;0.01). Her Gi¢ zaman di-
liminde proliferasyonu baskilamada PD98059’a
kiyasla SB203580 lehine anlaml fark bulundu
(sirasiyla p<0.05;0.01;0.05; Sekil 3).
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Sekil 3: YG ortaminda Ang II'nin VDKH proliferasyonuna etkisi. inhibi-
torler ortama Ang Il (100 nM; 24, 48 ve 72 sa) uygulanmadan en az 30 dk
once eklendi eklendi. Sonuglar ortalama + ss olarak ifade edildi, n=4-12,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001.

DG ve YG ortaminda 24, 48 ve 72 saatte Ang Il
uyarimh VDKH proliferasyonu ve inhibitorlerin
etkisini daha detayli incelemek icin Sekil 4%
bakilabilir (Sekil 4A-C, veriler Sekil 2 ve 3'tekiler
ile aynidir).
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Sekil 4: Ang Il ve YG'un VDKH proliferasyonuna etkisi. A. 24 sa sonun-
da etkisi. B. 48 sa sonunda etkisi. C. 72 sa sonunda etkisi. Sonuglar or-
talama = ss olarak ifade edildi, n=4-8, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001. Veriler Sekil 2 ve 3'tekiler ile aynidir (24,
48 ve 72 saatlik stirelere gore yeniden dlizenlenmistir).



ERK1/2 MAPK fosforilasyonunda Ang Il ve yiiksek glu-
koz etkisi

Ang Il ve YG uyarimli artmis VDKH proliferas-
yonunun p38 ve ERK1/2 MAPK inhibitori uy-
gulandiginda azaldigi gorildi. ERK1/2 MAPK
fosforilasyonunun protein dlzeyinde dogru-
dan gostermek ve proliferasyon verisini des-
teklemek amaciyla ERK1/2 MAPK fosforilasyonu
Olculdl. Sonug olarak DG ve YG ortaminda Ang
[l uygulanan VDKH'nde (48 sa, 100 nM) ERK1/2
MAPK fosforilasyonunun DG ortaminda kontro-
le kiyasla yaklasik 2 kat arttigini (p<0.05), bu ar-
tisin YG ortaminda hafif olmakla birlikte anlam-
I olmadigi tespit edildi (Sekil 5A-B). Kontrol
gruplan karsilastinldiginda YG'un DG’a kiyasla
hiucrelerde ERK1/2 MAPK fosforilasyonunu 2
kattan daha fazla artirdigi belirlendi (p<0.05,
Sekil 5A-B).

p-ERK1/2 (Thr2°2/Tyr2%%)
(42-44 kDa)

------- DG sorees aeeeee YG
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Sekil 5: Ang Il ve YG ERK1/2 MAPK fosforilasyonunu artirir. VDKH'ne DG
ve YG ortamda 100 nM Ang II'nin 48 sa uygulanmasi ERK1/2 MAPK fos-
forilasyonunu (Thr202 ve Tyr204) uyarir. Sonuclar ortalama + ss olarak
ifade edildi, n=3, *p<0.05, +p<0.05; DG-kontrole karsl.

TARTISMA

Hipertansiyon, ateroskleroz ve inme 6nde ge-
len kardiyovaskiiler hastaliklardandir. Bu hasta-
hklarin gelisiminde rol oynayan patofizyolojik
mekanizmalarin kavsak noktalarindan biri de
VDKHdir. Ang Il bu hiicrelerde proliferasyonu
artirabilir. VDKH'nde proliferasyon dengesi ha-
yatidir zira aterosklerotik plak olusum basamak-
larinda artmis proliferasyon s6z konusudur (2).

Ayrica diyabetlilerde normal bireylere kiyasla
¢ok daha hizli sekilde ateroskleroz gelistigi bi-
linmekte olup bu durumdan kontrol altinda ol-
mayan ylksek glukoz konsantrasyonu ve iliskili
artmis VDKH proliferasyonu sorumlu goriilmek-
tedir (13). Diger taraftan Ang Il ve YG'un belli
sartlar altinda bu etkiye yol agmadigini iddia
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eden yayinlar oldugu gibi (9, 14) birlikte hare-
ket ederek proliferasyonu tek basina oldugun-
dan daha fazla artirdigini sdyleyen calismalar
da mevcuttur (6). Burdan yola cikarak bu cals-
mada DG ve YG ortaminda Ang II'nin VDKH'nde
proliferasyon Uzerine etkisi ve bu etkinin hangi
yollardan kaynakli olabileceginin incelenmesi
amaclandi.

Deney sonuglart 100 nM derisimdeki Ang II'nin
VDKH’'nde proliferasyonu artirdigini daha énce-
ki calismalarla (15) uyumlu bir sekilde gosterdi.
Gao ve ark. aynidoz Ang Il uygulamasi sonrasin-
da 24, 48 ve 72 saatlik proliferasyonlarda artan
bir trend ve 72. saatte maksimum proliferasyon
gozlemelerine ragmen (16) bulgularimda bu
durumu tespit edemedim. DG ortaminda 24 sa-
atten uzun sireler Ang II'nin etkinligini azaltiyor
gOzukmektedir. Zira 24 saate kiyasla 48 ve 72
sa inklibasyonlarda Ang II'nin proliferatif etkisi
azalmis ve anlamli bulunamamistir. Bunun ne-
deni ise Ang II'nin in vitro yari dmruiniin kisa ol-
masi olabilir (17). Diger taraftan Yu ve ark. yap-
mis olduklari calismada 100 nM Ang II'nin 24, 48
ve 72 saatte proliferasyon lzerine herhangi bir
etkisi olmadigini bildirmislerdir (18). Bu gézlem
ile bulgularim uyusmamaktadir. YG'un VDKH'n-
de proliferasyonu artirdigi diger arastirmacilar
tarafindan da gosterilmistir (19, 20). Calismamin
sonuclari da bu bulgulari destekler niteliktedir.
AT1R antagonistleri telmisartan ve irbesartanin
Ang II'nin etkilerini ortadan kaldirmasi bekle-
nen sonuglardir. Diger taraftan YG ortaminda
telmisartanin Ang II'nin uyardigi proliferasyonu
baskilamada irbesartana gore Ustlnligini tes-
pit ettim. Bu gozlemim baska calismalar tarafin-
dan da belirlenmis ve gozlemlerimi destekler
niteliktedir (21, 22). Ozellikle stent takilan has-
talarda restenozda arteriyel yeniden modellen-
me gorilebilmektedir. Bu sebeple bu gozlemler
tek basina yeterli olmasa ve in vivo ¢calismalara
gereksinim olsa da diyabetik hipertansif hasta-
larda ilag seciminde telmisartanin in vitro VDKH
proliferasyonunu daha etkili sekilde baskilaya-
bilecegi akilda bulundurulmalidir.

Galismamdaki en 6nemli bulgulardan birisi NF-
KB inhibitori JSH-23 uygulanan hiicrelerdeki
artmis proliferasyondur. Bu etki DG grubunda
¢ok daha kuvvetli olmakla birlikte hem DG hem
de YG ortaminda tespit edildi. DG grubunda 24,
48 ve 72 sa sonunda butin gruplarda anlamlilik
varken (p<0.01, Sekil 2), YG grubunda sadece 72
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saat anlamh bulundu (p<0.01, Sekil 3). Bunun
nedeni ise YG ortaminin bizatihi kendisinin NF-
kB induksiyonuna yol agabilmesi olabilir. P38 ve
ERK1/2 MAPK inhibitorleri ile yapilan deneyler-
de proliferasyonun azalmasi umulan sonuclar-
dan biridir. Lu ve ark. ile Wang ve ark/nin yaptik-
lari cahismalar proliferasyonu 6nlemede bu iki
inhibitoérdn birbirine Gstlinligunu tespit ede-
mese de calismamda YG ortaminda PD98059
kullanimina kiyasla SB203580 kullaniimasinin
proliferasyonu daha iyi baskiladigini gézledim
(23, 24). Diger calismalar bu calismadan farkli
olarak YG ortaminda bu etkiyi incelememisler-
dir. YG ortaminda bu etkinin gorilme sebebi
YG'un ERK1/2 MAPK'dan daha guclu sekilde
p38 MAPK aktivasyonuna yol agmasi ve bu et-
kinin 48. saat sonunda 24. saate gore daha fazla
olmasi olabilir (25, 26). Ang Il ve YG'un p38 ve
ERK1/2 MAPK gibi proliferasyon yolaklarini ak-
tive ettigi gosterilmistir (27 - 29). Kim ve ark.
yaptiklari calismada Ang Il ve YG'un sinerjistik
bir sekilde VDKH proliferasyonunu uyardigini
ortaya koymuslardir. Yine bu calismada ERK1/2
MAPK fosforilasyonunun hem Ang Il hem de YG
tarafindan ayri ayri uyarildigi, ikisinin kombine
uygulanmasinin ise ERK1/2 MAPK fosforilasyo-
nunu daha fazla artirmadigi da gosterilmistir
(6). Cahsmamin bulgulari Kim ve ark/nin hem
proliferasyon hem de ERK1/2 MAPK fosforilas-
yon verileri ile uyumludur. Kim ve ark. bir saat
Ang Il uyarimi sonrasinda ERK1/2 MAPK fosfo-
rilasyonunu incelerken, bu calismada 48 saat
sonundaki etki belirlendi. Ayrica artmis ERK1/2
MAPK fosforilasyonu Ang Il ve YG uyarimh proli-
ferasyon artislarini dogrular niteliktedir.

Ozetle, Ang Il ve yiiksek glukozun VDKH'nde
proliferasyonu artirdigi, ERK1/2 MAPK fosfori-
lasyonunu uyardigi mevcut calisma ile ortaya
konmustur. Antihipertansif ila¢ telmisartanin
irbesartana gore YG ortaminda Ang Il uyarimli
proliferasyonu daha iyi baskiladigi belirlenmis-
tir. Ayrica NF-kB inhibitort JSH-23 uygulanan
hicrelerde artmis proliferasyon tespit edil-
mistir. Yiksek glukoz ortaminda Ang II'nin ate-
rogenez ve kardiyovaskiler hastaliklar tGzerine
olan olumsuz etkileri daha fazla artmaktadir. Bu
tablo diyabet hastasi hipertansif bireylerde kan
glukoz diizeyini kontrol altina almanin 6nemini
vurgulamaktadir.

TESEKKUR

Galisma icin herhangi bir yerden maddi destek
alinmamistir. Calisma esnasindaki her tiirlt des-
teklerinden dolayi Prof. Dr. Akin YESILKAYA'ya
tesekkiir ederim.

KAYNAKLAR

1. Eguchi S, Kawai T, Scalia R, et al. Understanding Angio-
tensin Il Type 1 Receptor Signaling in Vascular Pathophy-
siology. Hypertension. 2018;71(5):804-10.

2, St Paul A, Corbett CB, Okune R, et al. Angiotensin Il, Hy-
percholesterolemia, and Vascular Smooth Muscle Cells: A
Perfect Trio for Vascular Pathology. International Journal
Of Molecular Sciences. 2020;21(12):4525.

3.Shaw S, Wang X, Redd H, et al. High Glucose Augments
the Angiotensin ll-induced Activation of JAK2 in Vascular
Smooth Muscle Cells via the Polyol Pathway. Journal of
Biological Chemistry. 2003;278(33):30634-41.

4. Won SM, Park YH, Kim HJ, et al. Catechins inhibit an-
giotensin ll-induced vascular smooth muscle cell proli-
feration via mitogen-activated protein kinase pathway.
Experimental & Molecular Medicine. 2006;38(5):525-34.

5. Lavrentyev EN, Estes AM, Malik KU. Mechanism of
High Glucose-Induced Angiotensin Il Production in Rat
Vascular Smooth Muscle Cells. Circulation Research.
2007;101(5):455-64.

6. Kim YH, Han HJ. Synergistic effect of high glucose and
ANG Il on proliferation of mouse embryonic stem cells:
involvement of PKC and MAPKs as well as AT1 receptor.
Journal of Cellular Physiology. 2008;215(2):374-82.

7. Wolf G, Wenzel U, Burns KD, et al. Angiotensin Il activa-
tes nuclear transcription factor-kappaB through AT1 and
AT2 receptors. Kidney International. 2002;61(6):1986-95.

8. Hattori Y, Hattori S, Sato N,et al. High-glucose-indu-
ced nuclear factor kappaB activation in vascular smooth
muscle cells. Cardiovascular Research. 2000;46(1):188-97.

9. LiY, Song Y-H, Mohler J, et al. Ang Il induces apoptosis
of human vascular smooth muscle via extrinsic pathway
involving inhibition of Akt phosphorylation and increa-
sed FasL expression. American Journal of Physiology-He-
art and Circulatory Physiology. 2006;290(5):2116-23.

10. Wang J, Fu D, Senouthai S, et al. Critical roles of PI3K/
Akt/NF-kB survival axis in angiotensin ll-induced podocy-
te injury. Mol Med Rep. 2019;20(6):5134-44.

11. Han X, Wang B, Sun Y, Huang J et al. Metformin Mo-
dulates High Glucose-Incubated Human Umbilical Vein
Endothelial Cells Proliferation and Apoptosis Through
AMPK/CREB/BDNF Pathway. Frontiers in Pharmacology.
2018;9:1266.



12. Kirga M, Oguz N, Cetin A, et al. Uric acid stimulates
proliferative pathways in vascular smooth muscle cells
through the activation of p38 MAPK, p44/42 MAPK and
PDGFR. Journal of Receptors and Signal Transduction.
2017;37(2):167-73.

13. Katakami N. Mechanism of Development of Athe-
rosclerosis and Cardiovascular Disease in Diabetes Melli-
tus. J Atheroscler Thromb. 2018;25(1):27-39.

14. Jiao L, Jiang M, Liu J, et al. Nuclear factor-kappa B ac-
tivation inhibits proliferation and promotes apoptosis of
vascular smooth muscle cells. Vascular. 2018;26(6):634-
40.

15. Yu C, Chen J, Guan W, et al. Activation of the D4 do-
pamine receptor attenuates proliferation and migration
of vascular smooth muscle cells through downregulati-
on of AT1a receptor expression. Hypertension Research.
2015;38(9):588-96.

16. Dengfeng G, Xiaolin N, Ning N, et al. Regulation of
Angiotensin Il-Induced Kriippel-Like Factor 5 Expression
in Vascular Smooth Muscle Cells. Biological & Pharmaceu-
tical Bulletin. 2006;29:2004-8.

17. Forrester SJ, Booz GW, Sigmund CD, et al. Angioten-
sin Il Signal Transduction: An Update on Mechanisms of
Physiology and Pathophysiology. Physiological Reviews.
2018;98(3):1627-738.

18. Yu KY, Wang YP, Wang LH, et al. Mitochondrial KATP
channel involvement in angiotensin Il-induced autop-
hagy in vascular smooth muscle cells. Basic Research in
Cardiology. 2014;109:416.

19. Xi G, Shen X, Wai C, et al. Hyperglycemia induces
vascular smooth muscle cell dedifferentiation by supp-
ressing insulin receptor substrate-1-mediated p53/KLF4
complex stabilization. Journal of Biological Chemistry.
2019;294(7):2407-21.

20. Zhou D-M, Ran F, Ni H-Z et al. Metformin inhibits high
glucose-induced smooth muscle cell proliferation and
migration. Aging (Albany NY). 2020;12(6):5352-61.

21. Benson SC, Iguchi R, Ho Cl, et al. Inhibition of cardio-
vascular cell proliferation by angiotensin receptor bloc-
kers: are all molecules the same? Journal of Hypertensi-
on. 2008;26(5):973-80.

22. Yamamoto K, Ohishi M, Ho C, et al. Telmisartan-indu-
ced inhibition of vascular cell proliferation beyond an-
giotensin receptor blockade and peroxisome prolifera-
tor-activated receptor-gamma activation. Hypertension
(Dallas, Tex : 1979). 2009;54(6):1353-9.

23. Lu Q, Qiu T-Q, Yang H. Ligustilide inhibits vascular
smooth muscle cells proliferation. European Journal of
Pharmacology. 2006;542(1):136-40.

405

24, Wang Y, Zhang X, Gao L et al. Cortistatin exerts an-
tiproliferation and antimigration effects in vascular
smooth muscle cells stimulated by Ang Il through sup-
pressing ERK1/2, p38 MAPK, JNK and ERKS5 signaling pat-
hways. Annals of Translational Medicine. 2019;7(20):561.

25. |garashi M, Wakasaki H, Takahara N, et al. Glucose or
diabetes activates p38 mitogen-activated protein kinase
via different pathways. J Clin Invest. 1999;103(2):185-95.

26. Xu ZG, Kim KS, Park HC, et al. High glucose activates
the p38 MAPK pathway in cultured human peritoneal
mesothelial cells. Kidney International. 2003;63(3):958-
68.

27.Kirca M, Yesilkaya A. Losartan inhibits EGFR transacti-
vation in vascular smooth muscle cells. Turkish Journal of
Medical Sciences. 2018;48(6):1364-71.

28.CaglarS, Cetin A, Uzuner F, et al. The role of AT1 recep-
tor, Ras and NAD(P)H oxidase on p38 MAPK phosphoryla-
tion by angiotensin Il stimulation in primary cultured vas-
cular smooth muscle cells. Turk J Bioch.2012;37(4):407-16.

29. Montezano AC, Nguyen Dinh Cat A, Rios FJ, Touyz RM.
Angiotensin Il and Vascular Injury. Current Hypertension
Reports. 2014;16(6):431.



