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OZET

Takir Selcuk (2006). “Izole Sigir Retinal Arterlerinde, Retinal Gevsetici Faktoriin
(RRF) Etkisinin ve Kalsiyum ile Iliskisinin Incelenmesi”. Istanbul Universitesi
Saghik Bilimleri Enstitiisii, Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Retinal arterlerin toniisii retina ve/veya endotel tabakasi tarafindan lokal olarak
diizenlenmektedir. Retinadan yeni bir gevsetici faktoriin (RRF) serbestlendigi ve retinal
arterlerin  toniisiiniin ~ diizenlenmesinde roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Calismamizda yapis1 ve etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis olan bu faktoriin
izole sigir retinal arterlerindeki etkisini ve muhtemel etki mekanizmasini incelemeyi
amacladik.

Myograf sistemine yerlestirilen retinal arterlerin ¢esitli spazmojen ajanlara karsi
reaktivitesi, endotel fonksiyonu ve diiz kas gevseme kapasitelerinin belirlenmesinin
ardindan spazmojen ajanlarla prekontrakte edilen retinal arterler {izerinde retinanin
etkisi incelenmistir. Ardindan retinanin etkisinde, endotel kaynakli gevsetici faktorlerin,
ATP ve kalsiyum duyarli potasyum kanallarinin, voltaj-bagimli kalsiyum kanallarinin
(VOC), sarkoplazmik retikulum kalsiyumATPaz pompasinin (SERCA), ekstraseliiler
kalsiyumun, kalsiyuma kars1 duyarlilifin ve kalsiyum duyarhilagsmasi ile ilgili
mekanizmalarin rolii arastirilmistir.

Prekontrakte retinal arterler {izerine retina dokusunun yerlestirilmesi akut
baslayan ve genellikle bifazik karakter gosteren bir gevseme yaniti olusturmustur.
Retinal arterlerin ve retina dokusunun, nitrik oksit sentaz, guanilat siklaz ve
siklooksijenaz enziminlerinin, ATP ve kalsiyum duyarli potasyum kanallarinin, VOC ya
da SERCA’nin inhibitorleriyle inkiibasyonu, retinanin gevsetici etkisinde herhangi bir
degisiklige neden olmamustir. Retina kaynakli gevsetici etki, ekstraseliiler kalsiyum
yoklugunda degismemis bununla birlikte retinal arterlerin kalsiyuma kars1 duyarliligini
azaltmistir. Ayrica, rho-kinaz yolaginin spesifik inhibitorii Y27632’nin, prekontrakte
edilen retinal arterler {lizerinde retina dokusuna benzer gevsemelere neden oldugu
belirlenmistir.

Elde ettigimiz bulgular, retinanin gevsetici etkisinde endotel kaynakli
vazodilatorlerin, ATP ve kalsiyum duyarli potasyum kanallarinin, VOC’un, SERCA
pompasinin veya ekstraseliiler kalsiyumun roliiniin olmadigin1 ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, retinanin gevsetici etkisinde kontraktil proteinlerin kalsiyuma
duyarliliginin azaltilmasi ve/veya rho-kinazin inhibisyonu ile iligkili mekanizmalarin rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Retinal gevsetici faktor, izole sigir retinal arteri, potasyum

kanallari, kalsiyum kanallari, rho-kinaz.
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ABSTRACT

Takir Selcuk (2006). “Investigation of the Effect of Retinal Relaxing Factor (RRF)
in Isolated Bovine Retinal Arteries and It’s Relationship With Calcium”. Istanbul
University, Institute of Health Science, Faculty of Pharmacy Department of
Pharmacology. Doctorate Thesis Project. Istanbul.

Retinal arterial tone is regulated locally by retina and/or endothelium. A new
relaxing factor released from retina, is suggested to play a role in the maintenance of
retinal arterial tone. Here, we aimed to evaluate the effect and mechanism of this
unidentified retinal factor on isolated bovine retinal arteries.

After the evaluation of vascular reactivity to various spasmogens as well as
endothelial and smooth muscle relaxant capacities, retinal arteries fixed to a myograph
system. The effect of retina was tested on precontracted arteries. Thereafter, the role of
endothelium, ATP and calcium sensitive potassium channels, voltage-operated calcium
channels (VOC), sarcoplamic reticulum calciumATPase (SERCA), extracellular
calcium, sensitivity to calcium and mechanisms related to calcium sensitization were
investigated in the effect of retina.

Putting a piece of retinal tissue in close proximity to the precontracted retinal
arteries produced acute and biphasic relaxation. Incubation of retinal arteries and retinal
tissue with nitric oxide synthase, guanylate cyclase, cyclooxygenase, ATP and calcium
sensitive potassium channels, VOC or SERCA inhibitors did not alter relaxant effect of
retina. Retina derived relaxations did not change in calcium free medium however,
decreased sensitivity of retinal arteries to calcium. Rho-kinase inhibitor Y27632,
produced relaxations on precontracted retinal arteries similar to retina.

Our results showed that relaxant effect of retina is unrelated to endothelium,
ATP and calcium sensitive potassium channels, VOC, SERCA pump or extracellular
calcium. Mechanisms related to a decrease in the sensitivity of the contractile proteins
to calcium and/or inhibition of rho-kinase may have a role in this relaxant effect.

Key Words: Retinal relaxing factor, isolated bovine retinal artery, potassium channels,

calcium channels, rho-kinase.
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1. GIRIS VE AMAC

Retinanin yapisin1 olusturan hiicrelerden veya retinal arterlerin endotel
tabakasindan c¢ok sayida endojen vazoaktif madde serbestlenmektedir. Retinadan
serbestlenen bu maddeler, retinanin hiicreler arasi iletisiminin ve gorme islevinin
saglanmasina yardimci olmanin yami sira retinal ve koroidal kan damarlarinin
toniisiiniin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. 1998 yilinda Delaey ve Van de
Voorde tarafindan yapilan bir caligmada retinadan kaynaklanan yeni bir gevsetici
faktoriin varligi ortaya konulmustur. izole sifir retinal arterlerinde yapilan bu
caligmada, retinal dokudan tamamen temizlenmemis retinal damarlarda
prostaglandin F,,, tromboksan A, anologu U46619, serotonin ve endotelin—1 ile elde
edilen kasilma yanmtlarinin, retinadan tamamen temizlenmis damarlarla
karsilastirildiginda daha diisiik oldugu gosterilmistir. Aymi ¢alismada, prostaglandin
F,q ile kastirilmig izole sigir retinal arterlerinin iizerine bir parca retina dokusunun
yerlestirilmesinin retinal arterlerde gevsemeye neden oldugu gézlenmis ve bu etkinin
retinadan serbestlenen gevsetici bir faktor (retina kaynakli gevsetici faktor; RRF)
araciligiyla gerceklestigi one siiriilmiistiir. Retina yerine bir par¢ca koroid dokusunun
yerlestirilmesinin ise retinal arterlerde benzer diizeyde bir gevsemeye neden
olmadigi, bu nedenle retinaya bagli gevseme yanitinin mekanik bir etki sonucu
olugsmadigr bildirilmistir. Yapilan calismalarda, RRF’in tiire 0zgii olmadigi ve
gevseticli etkisinin retinal arterle sinirli kalmayip farkli damarlar hatta damar dis diiz
kaslarda da olustugu gosterilmisti. RRF’in retinal arterlerin toniisiiniin
diizenlenmesinde rol oynayabilecegi One siiriilmiis ve bu gevsetici faktoriin bilinen
endojen vazodilator maddelerden (nitrik oksit, prostasiklin, adrenomedullin,
kalsitonin gen iligkili peptit vb) farkli, polipeptit veya protein yapisinda olmayan,
hidrofilik 6zellikte ve 1siya dayanikli, stabil bir faktor oldugu bildirilmistir. Ayrica
RRF’e ait yanitlarin ortam pH’sindaki degisikliklerden etkilenmedigi ancak akut
hipokside potansiyalize oldugu gosterilmistir. Etki mekanizmasia yonelik olarak
yapilan calismalarda, RRF’in gevsetici etkisinin mekanizmas1 tam olarak
aydinlatilamamakla  birlikte ~ plazmalemmal  kalsiyumATP,, = pompasinin

aktivasyonunun gevsetici etkiye kismen aracilik ettigi 6ne siiriilmiistiir.
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Retina ile iligkili bazi gz hastaliklarinda veya diyabet, hipertansiyon gibi
gozii etkileyebilecek cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarda retinal arterin toniisiiniin
bozuldugu bilinmektedir. Diyabetik retinopati, retinal arter okliizyonu gibi retina
hastaliklarina bagli olarak gelisen tam veya kismi gorme kaybinin patofizyolojisinde
lokal etkili vazodilatér maddelerin etkinliginin azaldig1 ongoriilmektedir. Retinada
sentezlenmesi ve/veya serbestlenmesi azalan RRF, retinal kan akisini degistirerek
retinanin kanlanmasinin ve retinal hiicrelerin islevlerinin bozulmasina neden olabilir.
Bu nedenle, retinadan serbestlendigi ve retinal arterlerin toniisiinii diizenledigi
diistiniilen bu yeni faktOriin yapisinin, retinal arterdeki etkinliginin ve etki
mekanizmasinin ortaya konulmasi onemlidir. Ancak, retinal gevsetici faktor ile ilgili
bilgiler olduk¢a sinirhidir. Calismamizda yapisi heniiz aydinlatilamamis ve iizerinde
yeterince aragtirma yapilmamis olan bu faktoriin etkisini ve olasi etki mekanizmasini

sigir retinal arteri ve retina dokusu kullanarak incelemeyi amacladik.

Bu amagla oncelikle, izole sigir retinal arterlerinde c¢esitli konstriktor
ajanlarin  (noradrenalin, tromboksan A, anologu U46619, endotelin-1 ve
prostaglandin F,,) kiimiilatif doz-cevap egrileri elde edilmis ve arterlerin bu kastirici
ajanlara kars1 cevapliligi belirlenmistir. Ayrica, retinal arterlerin endotel fonksiyonu
ve diiz kas gevseme kapasiteleri degerlendirilmistir. Daha sonra, kastiric1 ajanlarla
benzer diizeyde prekontrakte edilen retinal arterlerin iizerine bir parca sigir retina
dokusu yerlestirilerek retinanin etkisi incelenmistir. Retina kaynakli etkinin mekanik
bir etki sonucu olusup olusmadigi, prekontrakte damarlar {izerine retina ile benzer

biiyiikliikte koroid dokusu yerlestirilerek test edilmistir.

Retinal arterde retinaya bagli gevseme yanitinin ortaya konulmasinin
ardindan, prostaglandin F,, ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde
gevsetici etkinin mekanizmasina yonelik calismalar yapilmustir. ik olarak, elde
edilen retina kaynakli gevsetici etkinin endotel kaynakli gevsetici faktorler olan
nitrik oksit ve siklooksijenaz yolag: iiriinii prostasiklin ile iligkili olup olmadigi
arastirtlmistir. Bu deneylere paralel olarak, endotel tabakasi mekanik olarak
uzaklastirilmis retinal arterlerde retinanin etkisi incelenmistir. Daha sonra retinaya

kaynakli gevsetici etkide ATP duyarli potasyum ve kalsiyum bagimli potasyum
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kanallarimin, L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin, sarkoplazmik/endoplazmik
retikulumda bulunan kalsiyumATP,, pompasinin, ekstraseliiler kalsiyumunun ve diiz
kasin kalsiyuma karsi duyarliliginin rolii incelenmistir. Calismamizda ayrica, retina
kaynakli gevsetici etkinin kalsiyum duyarlilasmasi ile ilgili mekanizmalardan birisi
olan rho-kinaz yolag: ile iliskisi de arastinlmistir. Bu amacla, prekontrakte edilen
retinal arterler iizerinde rho-kinaz inhibitorii Y27632’nin etkisi incelenmis ve elde

edilen yanitlar retina kaynakli yanitlar ile karsilastirilmastir.
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2. GENEL BiLGILER

2.1. Gorme Orgam (Go6z)

GoOrme organi (goz), basin sag ve solunda yer alan iki gbz ¢ukuruna (orbita)
yerlesmis olup, dis diinya ile gorsel bir biitiinlesme saglamamiza yardimci olur.
Anatomik olarak goz, her biri yaklastk 24-25mm capinda ve 6.5mm’ hacminde
asimetrik bir kiire goriiniimiine sahip biyokameradir. Géze distan bakildiginda ortada
siyah renkli goz bebegi, hemen etrafinda renkli kisim iris ve onlar1 ¢cevreleyen beyaz

renkli sklera tabakasi1 goriilmektedir (1,2).

GOz kiiresinin duvar yapist distan ice dogru anatomik olarak fibroz, vaskiiler
ve sensoriyal olmak iizere ii¢ tabakadan olusmaktadir. Fibroz tabaka (tunica fibrosa),
sklera ve korneadan olusurken, vaskiiler tabaka, koroida, korpus siliyare ve iristen,

sensoriyal tabaka ise retina tabakasindan olusur (1).

2.2. Retina

Retina, goz kiiresinin i¢inde arka kisim boyunca yerlesmis cesitli hiicre
katmanlarindan ve bircok reseptorlerden olusan yaklasik 0.5mm kalinliginda bir
tabakadir (1,2). Retinanin merkezini fovea olusturur ve gérmede keskinligi saglayan
bolgedir. Foveanin biraz uzaginda beyaz goriiniimlii, yuvarlak sekilli, merkezinde
optik sinirler ve ana retinal kan damarlar1 bulunan bir bolge bulunmaktadir. Burasi
kor nokta olarak tanimlanir ve optik sinirin (nervus opticus) gozii terk ettigi bolgedir.

Optik sinir, gangliyon hiicrelerinin aksonlarini i¢erir ve beyine kadar ulasir.

Retinanin diklemesine bir kesiti alindiginda basitce icten disa dogru su

katmanlardan olustugu goriiliir (3);
® Pigment epitelyum

e Fotoreseptorler (comak ve koni hiicreleri)
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e ¢ sinirlayict membran

e Miiller hiicreleri

e Yatay (horizontal) hiicreler
® Bipolar hiicreler

¢ Amakrin hiicreleri

e Gangliyon hiicreleri

e  Sinir uglar1 tabakasi

¢ Dis siirlayict membran

2.2.1. Retina ile iliskili Hastahklar

Retina hastaliklar1 arasinda en sik karsilagilanlari, vaskiiler retinopatiler,
merkezi retinal arter ve ven tikanmalari, diyabetik retinopati, yas bagimli makiiler
dejenerasyon, retina dekolmani, retinitis pigmentoza ve glokom yer almaktadir (3,4).
Bu hastaliklar retinanin kanlanmasinin, yapisinin veya biitiinliigliniin bozulmasina

yol agarak kismi veya tam gérme kaybina neden olmaktadir.

2.2.1.1. Vaskiiler Retinopati

Okiiler veya sistemik hastaliklara bagli olarak goriilen retina kanamasi,
iskemisi veya enfarktiisii olarak da tanimlanabilir. Aterosklerotik veya hipertansif
retinopati olarak iki yaygin sekli bulunmaktadir. Aterosklerotik retinopati, retinal
arterlerin yaygin aterosklerozu ile karakterize olup, retinal arter ve arteriyollerin
duvarlarinin  kalinlasmast durumudur. Hipertansif retinopati ise fundusta erken
evrede lokal veya yaygin arteriyoler daralmalar ile karakterize ve esansiyel
hipertansiyona veya gebelik toksemisine bagli olarak goriilen bir retina hastaligidir.

Tedavisi primer hastaligin kontrol altina alinmasi ile yapilmaktadir (3-5).
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2.2.1.2. Merkezi Retinal Arter ve Ven Tikanmasi

Merkezi retinal arter tikanmasi ani ve agrisiz olarak gelisip, tek tarafli gorme
kaybma yol agmaktadir. Tikanmaya emboli veya aterosiklerotik plaklar neden
olmaktadir. Goz kiiresi 1518a kars1 zayif reaksiyon gostermektedir. Merkezi retinal
ven tikanmasi ise daha c¢ok yaslilarda goriilmektedir. Glokom, diyabet, kan
viskozitesinin artmasi gibi sebepler ven tikanikli§ina yatkinlik olusturmaktadir (6-8).
Merkezi retinal ven tikanikliginda, arter tikanmikligina gore daha yavas gelisen ve
agrisiz gorme kaybi olusmaktadir. Hastaligin kesin tedavisi yoktur. Merkezi retinal
arter tikanmikliginda parmakla g6z kapaklar1 iizerine masaj yapilarak goz igi
basincinin diisiiriilmeye ¢alisilmasi ve embolinin yerinden oynatilarak arterin, daha
kiiciik bir dalina dogru gitmesinin saglanmasi, retinanin sirkiilasyon bozuklugunun

daha kiiciik kalmasina yardimei olabilir (3,4).

2.2.1.3. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, diyabetin yan etkileri olarak ortaya ¢ikmakta ve korliige
yol acgabilmektedir (3.4,9). Non-proliferatif ve proliferatif olmak iizere iki cesidi
bulunmaktadir (3,9). Non-proliferatif tipinde, artmis vaskiiler gecirgenlik, mikro
anevrizmalar ve 6dem goriilmektedir. Proliferatif tipinde ise, yeni damar olusumu ve
ileri evrede retinanin pigment epitelyumdan ayrilmasi s6z konusudur. Kesin primer
tedavisi yoktur. Tedavi, diyabetin kontrol altina alinmasi ve diizenli goz kontrolii ile

olmaktadir (3,4).

2.2.1.4. Yas Bagimh Makiiler Dejenerasyon

Makiilanin atrofi ve dejenerasyonudur. Yaslanma ile birlikte goriilen en
yaygin retinal problemlerden birisidir. Korliige neden olabilir. Atrofik ve eksudadif
makiila dejenerasyonu seklinde iki tipi bulunmaktadir. Atrofik tipinde makiiler

bolgede pigment degisiklikleri mevcuttur. Hemoraji ve 6dem goriilmemektedir.
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Eksudatif tipinde ise subretinal veya intraretinal hemorajiler ve eksudatif olusumlar

soz konusudur (3,4).

2.2.1.5. Retina Dekolmani

Retina dekolmani, noral retinanin altindaki pigment epitelyumdan ayrilmasi
durumudur. Hastaligin ilk evrelerinde dekolman lokal olsa da, tedavi edilmezse tiim
retina dekole olabilir. Genellikle ileri derecede miyoplarda, katarakt cerrahisi veya

okiiler travma sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Retinada yirtik mevcuttur (3,4).

2.2.1.6. Retinitis Pigmentoza

Retinitis pigmentoza, esas olarak kalitimsal bir hastalik olup retinanin comak
hiicrelerini  etkilemektedir. =~ Oftalmoskopik  incelemede  retinada  siyah
pigmentlenmeler goriilmektedir. Retina damarlar1 incelmekte ve zamanla gorme

kayb1 gelismektedir (3,4).

2.2.1.7. Glokom

Glokom, g6z i¢i basincinin artmasina baglhi gorme azalmasi olarak
tanimlanmaktadir (3,4,10). Gorme azalmasi hafif kayiptan tam korliige kadar
gidebilmektedir. Primer ve sekonder olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Primer
glokom da kendi icinde, akut veya kronik dar acili ya da agik a¢ili glokom olarak
ikiye ayrilmaktadir. Sekonder glokom ise uveit, goz i¢i tiimorii vb hastaliklara bagh
olarak gelismektedir. G6z ici basincin artmasi vitroz basincin da artmasina ve kan
damarlar1 ile optik sinirde basing olugsmasina ve ¢esitli vital hiicrelerin 6liimiine

neden olmaktadir. Glokomun tedavisi goz i¢i basing diisiiriilerek yapilmaktadir (3,4).
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2.2.2. Retinanin Kanlanmasi

Retina cok sayida reseptor ve sinir hiicresi icermektedir. Retinanin
kanlanmas1 (mikrosirkiilasyonu) bu reseptor ve hiicrelerin fonksiyonlarin1 devam
ettirebilmesi i¢in gerekli olan oksijen ihtiyacinin karsilanmasi agisindan 6nemlidir

(11,12).

Retinanin oksijen ihtiyact esas olarak koroidal ve retinal sirkiilasyon
araciligiyla karsilanmaktadir. Retinal ve koroidal sirkiilasyon hem anatomik hem de
fonksiyonel olarak farkliliklar gostermektedir. Koroidal sirkiilasyon hem sempatik
hem de parasempatik sistem tarafindan innerve edilirken retinal sirkiilasyon
otonomik innervasyona sahip degildir. Retinal sirkiilasyon lokal vazoaktif faktorler
tarafindan diizenlenmekte olup yiiksek diizeyde oksijen iceren diisiikk akis hizina
sahiptir. Bununla birlikte koroidal sirkiilasyon ise diisiik oksijen iceren yiiksek akis

hizina sahiptir (11).

Retinanin kanlanmasini saglayan retinal damarlar, optik sinirin gozii terk
ettigi bolgeden baslayarak tiim retina boyunca dagilim gostermektedir. Ancak retinal
damarlar foveaya ulasmamaktadir. Bu bolgenin oksijen ihtiyaci koroidal damarlar

araciligiyla karsilanmaktadir.

2.3. Retinal Arter

Merkezi retinal arter, merkezi retinal ven ile paralel seyrederek optik sinir ile
birlikte goze girmekte ve retina boyunca dagilim gostermektedir (3). Merkezi retinal
arter, retinanin i¢ katmanlarinin kanlanmasini saglamakla gorevli olup, dis
katmanlarina ulasamamaktadir. Retinanin dis katmanlar1 yaygin bir vaskiiler aga

sahip olan koroid tabakas tarafindan beslenmektedir (11).

Merkezi retinal arter yapisi ve damarin biiyiikliigli goz Oniine alindiginda

“arter” olarak adlandirilsa bile aslinda bir “arteriyol” olup optik sinirle beraber goze
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girdikten sonra anastomoz yapmaksizin dort ana dala ayrilmaktadir. Bunlar; inferior
temporal, inferior makular, superior temporal ve superior makular retinal
arteriollerdir (2). Oftalmaskop ile goze bakildiginda retinal arter parlak kirmizi,

retinal ven ise koyu kirmizi renkte goriinmektedir (3).

2.3.1. Retinal Arterin Endotel ve Diiz Kas Fonksiyonu

Endotel tabakasindan serbestlenen nitrik oksidin (NO) damar diiz kas
toniisiinii diizenledigi bilinmektedir. Asetilkolin, histamin, bradikinin gibi bircok
endojen maddenin esasen endotel tabakasindan NO serbestlenmesine neden olarak
damar diiz kasin1 gevsettigi, 6te yandan sodyum nitroprusiyat ve papaverin gibi
vazodilator ajanlarin ise sirasiyla, NO acgiga cikararak ya da direkt diiz kasa etki
ederek gevseme olusturdugu ortaya konmustur. Bu nedenle asetilkolin (13,14),
histamin (15), bradikinin (16), sodyum nitroprusiyat (13,14) ve papaverin (14,17)
gibi cesitli vazoaktif maddeler, retinal damarlarin endotel fonksiyonunu veya diiz

kas gevseme kapasitesini degerlendirmek amaciya siklikla kullanilmaktadir.

Retinal arterlerin endotel ve diiz kas gevseme kapasitelerini degerlendirmek
amaciyla yapilan bir calismada, prostaglandin F, ile prekontrakte edilen izole sigir
retinal arterlerine kiimiilatif olarak asetilkolin veya sodyum nitroprusiyat uygulanmis
ve her iki ajanin da retinal arterlerde konsantrasyon-bagimh zayif gevsemelere neden
oldugu gosterilmistir (13). Bir baska calismada, histaminin de retinal arterlerde
asetilkolinle benzer diizeyde bir gevseme yaniti olusturdugu bildirilmistir (15).
Trombin ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterlerinde yapilan bir ¢calismada
ise asetilkolin ve sodyum nitroprusiyatin gevsetici etkisinin retinal arterlerde diisiik
oldugu ancak direkt etki ile diiz kasta gevsemeye neden olan papaverinin bu
damarlart tamamen gevsettigi gosterilmistir (17). NO dondrleri ile yapilan bir
calismada NO agiga cikaran bu ajanlarin izole sigir retinal arterlerinde zayif bir
gevsemeye neden oldugu ancak papaverinin bu damarlar1 tamamen gevsettigi
gosterilmistir (14). NO ve sodyum nitroprusiyat gibi vazodilatorlerin gevsetici
etkilerine hiicre i¢inde yiikselen siklik guanozin monofosfatin (sGMP) aracilik ettigi

bilinmektedir. Bu bulgular dogrultusunda, siir retinal arterlerin toniisiiniin
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diizenlenmesinde sGMP aracili mekanizmalarin  etkisinin  zayif oldugu

bildirilmektedir.

2.3.2. Retinal Arterin Toniisiiniin Diizenlenmesi

Retinanin yapisin1 olusturan hiicrelerden veya retinal arterlerin endotel
tabakasindan ¢ok sayida endojen vazoaktif madde serbestlenmektedir (12,18-21). Bu
maddeler, retinanin hiicreler arasi iletisiminin ve gorme islevinin saglanmasina
yardimci olmanin yani sira retinal ve koroidal kan damarlarinin toniisiiniin
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (11,12,19). Retinal damarlarin toniisiinii
diizenleyen bu vazoaktif maddeler temelde vazokonstriktor ve vazodilator etkili

maddeler olarak iki gruba ayrilmaktadir.

Endotelin-1 damarlarda kendisine ait ETo ve ETg reseptorlerine baglanarak
etki gosteren endotel kaynakli vazokonstriktor bir maddedir (12,20). Tavsanlarda
yapilan bir ¢alismada goziin vitroz hiimoriine enjekte edilen endotelin-1’in retinal
arterleri kastirdig1 gosterilmistir (22). Saglikli goniilliillerde yapilan bir ¢alismada ise,
intravenoz endotelin-1 uygulanmasinin, deneklerin retinal arterlerinde daralmaya
neden oldugu ve bu daralmanin spesifik ET4 reseptor blokeri BQ-123 ile geriye
dondiigi ortaya konmustur (23). Ayrica, Behget hastalarinda okiiler endotelin-1
diizeylerinin arttigi ve bu artisin retinal arter ve ven daralmasina neden oldugu

bildirilmektedir (24).

Arakidonik asit metabolizmas1 {iriinleri olan prostaglandin F,q, ve
tromboksan A,’nin de retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (12). izole sigir retinal arterleri ile yapilan cesitli calismalarda
prostaglandin F,, ve tromboksan A, anologu U46619’un kastirict etkileri
gosterilmistir (25,26). Bir calismada prostaglandin F,, ve tromboksan A, anologu
U46619’un retinal arterleri kastirici etkisi endotelin-1 ile karsilagtirilmis ve retinal

arterlerin endotelin-1’e kars1 daha duyarli oldugu bildirilmistir (26).
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Retinal damarlar her ne kadar otonom sinir sitemi tarafindan innerve
edilmese de dolasimdaki katekolaminlerin ve serotoninin retinal arterleri kastirici
etkilerinin oldugu ve retinal arterlerin toniisiiniin diizenlemesinde roliiniin olabilecegi
ileri stiriilmiistiir (12). Bu goriisii destekleyici olarak, izole sigir retinal arterlerinde

noradrenalin (17) ve serotoninin (17,26) kasilmaya neden oldugu gosterilmistir.

Renin—anjiyotensin sistemi bircok fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Yapilan radyoligand baglanma ¢alismalarinda insan ve sigir retinal
damarlarinda anjiyotensin i¢in baglanma bdolgelerinin oldugu bildirilmistir (12).
Bununla birlikte, in vitro caligmalarda anjiyotensin II'nin insan posterior siliyer
arterlerinde (27) kasilma olusturmasina ragmen, sigir retinal arterlerinde (28)

kastirici etkisinin olmadigi gosterilmistir.

Retinal arterlerin toniisiiniin  diizenlenmesinde vazokonstriktor —etkili
faktorlerin yanisira vazodilator maddelerin de rolii bulunmaktadir (11,12,18,19).
Retinadan ve/veya retinal arterlerin endotel tabakasindan serbestlenen NO, diiz kasta
guanilat siklaz1 aktive ederek sGMP diizeylerini yiikseltmekte ve retinal arterlerin
gevsemesine neden olmaktadir. Saglhikli goniillilerde yapilan bir c¢alismada
intravenoz NO sentaz inhibitorii L-NMMA uygulanmasinin deneklerin ortalama kan
basincini ve kalp atim sayisini arttirdid, retinal arterlerde daralmaya neden oldugu
gosterilmis ve bu daralmanin retinal arterlerin endotel tabakasindan serbestlenen
NO’nun sentezinin inhibisyonu sonucu olustugu ileri siiriilmiistiir (29). Kedilerde
yapilan bir bagka c¢alismada ise intravendz olarak NO sentaz inhibitorii L-NAME’in
uygulanmasinin retinal arterlerde kasilmaya neden oldugu ve retinal kan akisini
azaltir gosterilmistir (30). In vitro calismalarda da asetilkolin, histamin gibi
vazodilator maddelerin protaglandin F,q ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal
arterlerinde gevsemeye neden oldugu ve bu gevsemenin NO aracili oldugu ortaya

konmustur (13-15).

Endotelden serbestlenen bir bagka gevsetici faktor ise prostasiklindir (19,25).
Prostasiklin, arakidonik asidin siklooksijenaz yolag iiriinii olup, damar diiz kasinda

adenilat siklaz enzimini aktive etmekte ve siklik adenozin monofosfat (sSAMP)



28

diizeylerini yiikselterek gevsemeye neden olmaktadir. Insan goziinde yapilan bir
arastirmada lamina kribrozanin astrositlerinde siklooksijenaz-1 enziminin bulundugu
ve bu enzimin vazodilator prostaglandinler ve diger eikozanoidlerin sentezlenmesine
ve serbestlenmesine neden olarak optik sinir hasarinda koruyucu rol oynadig
bildirilmistir (31). In vitro bir calismada ise kiimiilatif olarak prostasiklin
uygulanmasinin prostaglandin F,, ile prekontrakte edilen sigir retinal arterlerinde

konsantrasyon-bagimli gevsemelere neden oldugu gosterilmistir (25).

Retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde biitiin bu vazoaktif maddelerin
yani sira retinadan serbestlenen gamaamino biitirik asit (GABA) (26), glutamat (26),
glisin (26,32), adenozin (26), adrenomedullin (33) ve kalsitonin gen iliskili peptit
(CGRP) (34,35) gibi maddelerin de roliiniin olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica,
retinal damarlarin icinden gecen kanin pH’sinin, parsiyel O, ve CO, basincinin da
retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde etkisinin olabilecegi gosterilmistir
(11,12). 1998 yilinda sigir retinal arterleri ve retinasinda yapilan bir calismada ise
retinadan gevsetici bir faktoriin serbestlendigi ve bu yeni faktoriin retinal arterlerin

toniisiiniin diizenlenmesinde roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistiir (26).

2.4. Retina Kaynakh Gevsetici Faktor (RRF)

Son otuz yilda detektor kan damarlar1 iizerinde donor dokularin etkilerinin
incelendigi bircok calisma yapilmis ve bu sayede damar toniisiinii regiile eden NO,
prostasiklin gibi 6nemli vazoaktif maddeler bulunarak yapilar1 aydinlatilmistir (36).
1998 yilinda yapilan benzer bir calisma ile Cristophe Delaey ve Johan Van de
Voorde adli arasticilar doku kaynakli yeni bir faktoriin varlifindan bahsetmislerdir
(26). izole sigir retinal arterlerinde yapilan bu calismada, retinal dokudan tamamen
temizlenmemis damarlarin prostaglandin F,, ile elde edilen kasilma yanitlarinin,
retinadan tamamen temizlenmis damarlarla karsilastirildiginda daha diisiik oldugu
gosterilmistir (26). Arastirmacilar, tromboksan A, anologu U46619, serotonin ve
endotelin—1 gibi diger kastirict ajanlarla da benzer yanitlar1 elde etmisler ve retinal

arterlerin toniisiiniin retina varliginda regiile edildigini bildirmislerdir (26). Aym
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calismada prostaglandin F, ile kastirilmis izole sigir retinal arterlerinin {izerine bir
parca retina dokusunun yerlestirilmesinin retinal arterlerde gevsemeye neden oldugu
gosterilmis ve bu etkinin retinadan serbestlenen gevsetici bir faktor (retina kaynakli
gevsetici faktor; RRF) araciligiyla gerceklestigi one siiriilmiistiir. Retina yerine bir
parca koroid dokusunun yerlestirilmesinin ise retinal arterlerde benzer diizeyde bir
gevsemeye neden olmadigi, bu nedenle retinaya bagh gevseme yanitinin mekanik bir
etki sonucu olusmadig bildirilmistir (26). Koépek (26), domuz (26), sican (37) ve fare
(38) retinalariyla yapilan calismalarda da retinadan gevsetici bir faktoriin
serbestlendigi gosterilmis ve boylece bu faktoriin tiire 6zgii olmadigi ortaya
konulmustur. ilgin¢ olarak, RRF’in etkisinin retinal arterle sinirli kalmadig, sigan
mezenterik (26), renal (26), karotid arterini (37), fare aortasim1 (38) ve hatta damar

dis1 bir diiz kas olan sican brong diiz kasinmi (26) da gevsettigi gosterilmistir.

Retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde NO’nun ve siklooksijenaz
yolaginin vazodilator {iriinlerinin roliiniin oldugu bilinmektedir (11,12,18,19).
Arastirmacilar NO sentaz, guanilat siklaz ve siklooksijenaz enzimlerinin spesifik
inhibitorlerini kullanarak ya da retinal arterleri deendotelize ederek yaptiklari
calismalarda RRF’in NO veya siklooksijenaz yolagi iiriinlerinden farkli oldugunu ve
gevsetici etkisinin SGMP aracili olmadigini bildirmislerdir (26,37,38). Elde edilen bu
bulgular biyoassay calismalariyla da desteklenmis ve RRF’in polipeptit veya protein
yapisinda olmayan, hidrofilik 6zellikte, 1s1ya dayanikli stabil bir faktor oldugu ileri
stiriilmiistiir (26). pH ve pO; basincindaki degisikliklerin damar diiz kas toniisiinii
etkiledigi bilinmektedir (11,12). Ortam pH’sinin degismesinin (26) RRF’in gevsetici
etkisini degistirmedigi, akut hipoksinin (37,38,39) ise RRF yanitim1 potansiyalize

ettigi gosterilmistir.

RRF yanmitinin genel 6zelliklerini ortaya koyan bu c¢aligmalarin ardindan etki
mekanizmasina yonelik arastirmalar da yapilmistir. Bu calismalarda, RRF’in
gevsetici  etkisinin mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamakla birlikte,
plazmalemmal kalsiyum-ATP,, pompasinin aktivasyonunun, gevsetici etkiye kismen

aracilik ettigi one siiriilmiistiir (37).
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Adrenomedullin (33) ve CGRP’nin (34,35) retinal arterleri gevsetici yonde
etkilerinin oldugu ve bu maddelerin retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde
roliiniin olabilecegi bilinmektedir. RRF’in adrenomedullin veya CGRP olabilecegi
diistiniilmiis ve bu vazoaktif maddelerin izole sigir retinal arterleri tizerindeki etkileri
incelenmistir. Adrenomedullin veya CGRP’nin retinal arterlerdeki gevsetici
etkilerinin esas olarak NO aracili olmasi, RRF’in bu endojen maddelerden farkli

oldugunu ortaya koymustur (33,35).

2.5. Potasyum Kanallar:

Damar diiz kas hiicresi membran potansiyeli ve damar diiz kas toniisii
arasinda siki bir iligki vardir. Damar diiz kas hiicresi membran potansiyelindeki
kiiciik degisimler, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde veya kontraktil proteinlerin
kalsiyuma olan duyarliginda degisiklige yol acgarak, damarlarda kasilma veya
gevsemeye neden olmaktadir. Damar diiz kas hiicrelerinin membranlarinda bulunan
potasyum kanallarinin agilmasi hiicre iginden potasyum cikisini arttirarak hiicre
membranda hiperpolarizasyona neden olur. Hiicre membraninin hiperpolarize hale
gelmesi voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 kapatarak hiicre icine kalsiyum girisinin
azalmasina ve vazodilatasyona neden olmaktadir. Baz1 endojen maddeler (CGRP,
adenozin vb) ve c¢esitli yapidaki kimyasallar (pinasidil, kromakalim, NS004, 4-
aminopiridin vb) bu kanallar1 acarak hiicre membraninda hiperpolarizasyona neden
olurken, magnezyum iyonu, glibenklamid, tetraetilamonyum, iberiotoksin vb

maddeler ise bu kanallar1 kapatarak depolarizasyon olustururlar (40-43).

Damar diiz kas1 hiicre membraninda temel olarak 4 tip potasyum kanali

bulunmaktadir (40-43). Bunlar;
e Voltaj bagimh potasyum kanallar1 (K*,)
e Kalsiyum ile aktive potasyum kanallart (K" cq.)
e Ice akim (inwardly rectifier) potasyum kanallar1 (K*,;)

e ATP duyarli potasyum kanallaridir (K 1p).



31

Bu kanallarin yam1 sira damar endotel hiicrelerinde asetilkoline duyarli
potasyum kanallari ile hiicre i¢i potasyum iyonun dengesinin saglanmasinda énemli
rol oynayan sodyum/potasyumATP,, iyon degistiricisinin de hiicre membraninina
gorev aldigi bilinmektedir (44). Ancak bu kanallar ve iyon degistiricisi damar diiz

kas toniisiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol almamaktadir.

2.5.1. Voltaj Bagimh Potasyum Kanallar1 (K*,)

Bu kanallar hiicre membran1 depolarize oldugunda agilmaktadir (40-43).
Hiicre membranminin depolarizasyonu K*, kanallarmi acarak elektrokimyasal bir
giic olusturmakta ve potasyumun hiicreden ¢ikisini arttirmaktadir. Membran
depolarizasyonu ile birlikte bu kanallarin aktivasyonu, ayni zamanda inaktivasyon
stirecini de baslatmaktadir. Ancak, inaktivasyon siireci aktivasyona gore daha yavas
ve uzun siirede gerceklesmektedir. Bu durum bir cesit negatif feedback mekanizma
gibi calisarak hiicre membraninin asir1 depolarizasyonunu da engellemektedir (43).
Damar diiz kas K, kanallarinin selektif inhibitorii 4-aminopiridindir. Bununla
birlikte, fensiklidin ve kinidin de bu kanallar iizerinde inhibitor etki gostermektedir.
Ayrica, tetraetilamonyumun da, K'c,,. kanallarim1 bloke eden konsantrasyondan
daha yiiksek konsantrasyonlarda (K> 5mM), K", kanallar iizerine inhibitor etki

gosterdigi bildirilmistir (43).

2.5.2. Kalsiyum ile Aktive Potasyum Kanallar1 (K*ca.,)

Kalsiyum ile aktive potasyum kanallar1 hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artmasi
veya membran depolarizasyonu ile aktive edilmektedir (40-43). Damar i¢i basincin
artmast damar diiz kas hiicrelerinin depolarizasyonuna ve vazokonstriksiyona neden
olur. Olusan bu toniis, myojenik toniis olarak adlandirilmakta ve periferik damar
direncinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Damar ici basincin artmasinin
tetikledigi membran depolarizasyonu hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu
arttirmakta ve K'c,,, kanallarini aktive etmektedir. K¢, kanallarinin aktivasyonu

potasyumun hiicre i¢inden ¢ikisini arttirmaktadir. Artan potasyum ¢ikisi, membran
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polarizasyonuna neden olarak myojenik toniisiin ya da cesitli konstriktér ajanlarin
olusturdugu kasilmaya kars1 ters yonde etki gostermektedir. K'c,., kanallarmin
aktivasyonu damar diiz kasinin hiperpolarizasyonuna neden olarak gevsemesini
saglar. Damar i¢i basincin diisiiriilmesi veya kalsiyum kanallarinin bloke edilmesi ise
K" ca+s kanallarinin inaktive olmasina neden olur. K'c,.+ kanallart bu mekanizmalar
araciligl ile membran potansiyelinin ve damar diiz kas toniisiiniin diizenlenmesinde

aktif bir rol oynamaktadir (43).

Kalsiyum ile aktive potasyum kanallarinin temelde iki alt tipi bulunmaktadir
(40,42,43,45). Bunlar; biiyiik (BK"c,,4) ve kiigiik kondiiktans (SK*c,;,) kalsiyum ile
aktive potasyum kanallaridir. Ayrica, orta (intermediate) kondiiktans (IK'cay)
kalsiyum ile aktive potasyum kanallari da tanimlanmistir. Tetraetilamonyum,
karibdotoksin, iberiotoksin ve apamin bu kanallarin selektif inhibitorleridir.
Tetraetilamonyumun her iki alt tipe, karibdotoksin ve iberiotoksinin BK'c.y4
kanallarina, apaminin ise SK*¢,.+ kanallaria karsi daha selektif oldugu bildirilmistir

(40,43,45).

Kalsiyum ile aktive potasyum kanallarinin alt tipleri olan BK "¢,y ve SK¥cars
kanallarinin hormon sekresyonu, norotransmitter serbestlenmesi, kalp hizi, damar
reaktivitesi, diiz kas toniisiiniin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda gorev
aldigr ortaya konmustur (43,45,46). Bu kanallar ¢cok sayida endojen hormon,
norotransmitter, arakidonik asit metabolitleri, siklik niikleotidler tarafindan regiile
edilmektedir (46). NO’nun, cesitli damarlardaki gevsetici etkisini, dogrudan veya
sGMP-bagimli protein kinazlar aracihigiyla, BK*c,., kanallarini acarak gosterdigi
ortaya konmustur (46). Benzer sekilde, arakidonik asit veya metabolitleri sGMP
aracili bir mekanizma ile bu kanallar1 aktive edebilmektedir. Bir calismada,
arakidonik asit metaboliti olan 11-12-epoksieikozatrienoik asitin insan mamaryal
arterinde olusturdugu gevsemenin BKc,,, kanali inhibitorii iberiotoksin tarafindan
inhibe edildigi bildirilmistir (46). Ayrica, BK cays ve SK'cays kanallarmim endotel
kaynakli hiperpolarize edici faktoriin (EDHF) etkisinde rolii oldugu diisiiniilmektedir
(44,47,48). Yapilan cesitli calismalarda, bu kanallarin spesifik inhibitorleri apamin

veya karibdotoksinin endotel kaynakli hiperpolarizasyonu inhibe etigi, hatta bu
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inhibitorlerin kombine olarak kullamilmasinin EDHF etkisinde daha giiclii bir
inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Ornegin, izole sigir goziiniin siliyer
arterlerinde yapilan bir calismada BK'c... ve SK'c..s kanallarinin inhibitorleri
karibdotoksin ve apaminin, EDHF aracili gevsemeyi inhibe ettigi gosterilmistir (47).
Kobay karotid arterinde yapilan bir calismada ise EDHF aracili vazodilatasyonun
BK cars ve SK'causs kanallari inhibitorlerinin kombine kullanilmasi ile tamamen

inhibe oldugu bildirilmistir (48).

2.5.3. ice Akim (Inwardly Rectifier) Potasyum Kanallar (K*;;)

Bu kanallar bircok hiicre cesidinde bulunmaktadir. Kiigiik arter veya
arteriyollerin diiz kas hiicrelerinin istirahat halindeki potasyum kondiiktansini
diizenlemektedir (49). Genelde damar boyutu artttkca bu kanallarin hiicre
membranindaki yogunluklarinin azaldigi ve biiyilk damarlarda bu kanallarin
bulunmadig bildirilmektedir (42). K*;; kanallarinin hipoksi, iskemi veya hipoglisemi
gibi patolojik durumlarda aktive oldugu ve hiicre dis1 potasyum iyonunu diisiik
miktarda (15mM’a kadar) arttirarak damarlarda gevsemeye neden oldugu
bildirilmistir (42). Bu gevseme yaniti, hiicre dis1 potasyum miktarindaki artisa bagh
olarak, potasyum iyonlarinin plazma membran1 boyunca ters potansiyel olusturmasi
ve disa K'j; akimim arttrimasi sonucu meydana gelmektedir. Yapilan caligmalar
sonucu bu kanallarin 6 farkli alt tipinin oldugu, ancak K*;;2 alt tipinin giiclii ige akim

gosterdigi ve fonksiyonel oldugu bildirilmistir (42,49).

2.5.4. ATP Duyarh Potasyum Kanallar1 (K" s7p)

Bu kanallar ilk olarak kalp kasi hiicrelerinde gosterilmistir. Bu kanallarin
ozellikle pankreasin beta hiicrelerinden insiilin sekresyonu, kalbin iskemi-
reperfiizyon hasarindan korunmasi ve diiz kas toniisiiniin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynadigi bildirilmistir. Bununla birlikte K'arp kanallarmin iiriner sistem,
gastrointestinal bolge, kan damarlar1 vb bir¢ok diiz kas hiicre tipinde bulundugu ve

toniisiin diizenlemesinde gorev aldigi bilinmektedir (42,49). Bu kanallar ice akim
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kanallarinin bir iiyesi olup, voltaja bagh olmaksizin aktive olmaktadir (42). K'arp
kanallar1 ¢ok sayida potasyum kanal agicilart (pinasidil, kromakalim vb) tarafindan
aktive edilirken siilfoniliire tiirevi antidiyabetik bir ila¢ olan glibenklamid ile selektif

olarak inhibe edilmektedir.

2.6. Kalsiyum Kanallar1

Kalsiyum iyonu, hiicrelerin biiyiimesi, boliinmesi, eksitabilitesi ve hiicrelerde
cesitli maddelerin sentezlenip serbestlenmesi gibi bircok ©nemli olayda rol
oynamaktadir (50-52). Kalsiyum iyon konsantrasyonunun sitoplazmada kisa siireli
degismesi ile hiicresel yanitlar olusmaktadir. Istirahat halindeki damar diiz kas
hiicrelerinin hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu (0.1puM), hiicre dis1 kalsiyum
konsantrasyonuna gore (1-2mM) yaklasik olarak 10000 kat daha azdir. Bu fark,
plazma membranindan simirli oranda kalsiyum gecisine izin verilmesi, hiicre
membraninda bulunan aktif transport mekanizmalari ve hiicre i¢i depolarda
kalsiyumun depolanmasinin bir sonucu olarak olugmaktadir (50). Istirahat halinde,
hiicre i¢i ve dis1 kalsiyum iyon konsantrasyonlar1 arasinda bu farkin bulunmasina
ragmen sitoplazmaya kalsiyum iyonu girisi, hiicre membraninin eksite olabilir
kalsiyum kanallarinin kapali olmas1 nedeniyle yavas gerceklesmektedir. Damar diiz
kasinin uyarilmasi i¢in intraseliiler kalsiyum diizeylerinin, yaklasik 1uM diizeyine
kadar cikarilmasi gerekmektedir (50). Ancak damar diiz kas hiicresinde bu
konsantrasyona homeostaz mekanizmalar1 nedeniyle istirahat halinde ulagilmasi
miimkiin degildir. Istirahat halindeki damar diiz kas hiicresinde hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonunun bu kritik degerin altinda tutulmasin saglayan en az 5 muhtemel

mekanizma vardir (50-52). Bunlar;

¢ Plazma membrani boyunca kalsiyum iyonunun ekstraseliiler araliga

aktif transportu (plazmalemmal Ca™ ATP,,)

e lyon degis-tokusu (3 mol sodyum hiicre igine almirken 1 mol

kalsiyum ekstraseliiler aralia tasinir)

e Sarkoplazmik retikuluma transport
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e Mitokondri liimenine pasif transport

e Niikleusa transport

Kalsiyum hiicrenin en onemli ikincil ulaklarindan biri oldugu i¢in bu iyonun
homeostazinda baska mekanizmalarda rol almaktadir. Bunlar hiicre membranindaki
potasyum ile aktive olan kalsiyum kanallar1, kloriir ile aktive olan kalsiyum kanallari
ve kalsiyum ile aktive olan kalsiyum kanallaridir (50). Bu kanallarin yanisira,
kalsiyumun hiicre icinde depolandigi en Onemli organel olan sarkoplazmik/
endoplazmik retikulumun membranina yerlesmis olan, kalsiyumATP,, (SERCA) ile
riyanodin ve inozitol-1,4,5-trifosfat (iP3) reseptor aracili kalsiyum kanallar1 da damar
diiz kas hiicresinde kalsiyum iyonunun homeostazinda goérev yapmaktadir (50,53).

Temelde bu mekanizmalarin tiimii birbirinden bagimsiz olmayip iliski icerisindedir.

Damar diiz kas hiicresinin homeostazinin saglanmasi, kasilma, gevseme ve
hiicre proliferasyonu gibi 6nemli hiicresel yanitlarin ortaya ¢ikmasinda baslica iki tip
kalsiyum kanali rol oynar. Bunlar, voltaj bagimli kalsiyum kanallart ve reseptor
aracili kalsiyum kanallaridir (50,54,55). Bu kanallar birbirlerinden ayr1 aktive
olabildikleri gibi birinin aktivasyonu dolayli olarak digerinin aktivasyonuna da yol

acabilmektedir.

2.6.1. Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar:

Hiicrelerde membran boyunca yerlesmis 6 tip voltaj bagimli kalsiyum kanali
bulunmaktadir. Bunlar, genellikle damar diiz kas1 ve kalp kasi hiicrelerinde bulunan
ve uzun siirede kapanabilen L-tipi, kisa siireli aktive olan T-tipi, noronlarda sikca

bulunan N- tipi ile Q, P ve R tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallaridir (50-52).
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2.6.1.1. L-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallan

Yiiksek voltaj ile aktive olan kalsiyum kanallar1 olarak da adlandirilirlar (50-
52). Hiicre membranina yerlesmis glikoprotein yapisinda iyon kanallaridir. o, o, £,
8, v olmak iizere 5 gesit alt tipi vardir (50,51). En onemli alt tip o olup kalsiyum
kanal modiilatorleri i¢cin 6zel baglanma yerleri tasimaktadir. Bu kanallar T-tipi voltaj
bagimli kalsiyum kanallarina gore daha uzun siirede acilip kapanmaktadir. Bay k
8644 spesifik agonisti olup, nifedipin gibi dihidropridin tiirevi antagonistlere karsi

duyarlilik gostermektedirler.

Bu kanallar yaklasik 25 pS’lik kondiiktansa sahip olup, giiclii bir
depolarizasyonla aktive edilirler (-40 mV — O mV) (50). Damar diiz kas hiicrelerinin
bircogunda voltaj bagimh kalsiyum girisinin saglanmasinda L-tipi kalsiyum kanallari

en Onemli rolii ustlenmektedir.

Damar diiz kas hiicrelerinin bir stimulus ile depolarizasyonu bu kanallar
acmakta ve hiicre icine kalsiyum iyonu girmesi sonucu hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artmaktadir. Hiicre i¢inde konsantrasyonu artan kalsiyum iyonlari
kalsiyum baglayic1 bir protein olan kalmodulin (damar diiz kasi1 i¢in) ile birleserek
(¢izgili kaslarda troponin) kasilmaya neden olmaktadir. Ayrica, hiicre i¢i depolardan
kalsiyum aciga cikist da L-tipi voltaj bagimhi kalsiyum kanallarin1 aktive
edebilmektedir (50-52).

2.6.1.2. T-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallan

Bu kanallar yaklasik 5-9 pS kondiiktans ile kisa bir siire acik kalarak —-80 mV
diizeyinde aksiyon potansiyeline sahip bir hiicreyi —20 mV diizeyinde bir aksiyon
potansiyeline kadar ulastirabilmektedir. Bu o6zelligi ile diger tip kalsiyum
kanallarindan ayrilmaktadir. T-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 dihidropridin

tiirevi kalsiyum antagonistlerine kars1 duyarl degildir (50,56).
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Merkezi sinir sistemi iizerine etkili antiepileptik ilaglarin etkilerini T-tipi
voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 iizerinden gosterdigi diisiiniilmektedir (50).
Antihipertansif ve antianjinal etkili mibefradil, kalp kas1 hiicrelerindeki T-tipi voltaj
bagimh kalsiyum kanallarin1 bloke ederek etkisini gostermektedir (50,56). Ancak bu

ilag, cesitli yan etkileri nedeniyle klinikte kullanimdan geri ¢ekilmigtir.

2.6.1.3. N-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar

Bu tip kalsiyum kanallar1 ne L ne de T-tipi voltaj bagimhi kalsiyum
kanallarina benzedigi (neither L- nor T type) i¢in bu adi almistir. N-tipi voltaj
bagimh kalsiyum kanallari, L-tipi kalsiyum kanallar1 gibi yiiksek voltaj ile aktive
olan kalsiyum kanallar1 olup omega-konotoksin-GVIA (w-CgTx) ile selektif
birsekilde bloke edilmektedir (50,52). Dihidropridin tiirevi kalsiyum antagonistleri

bu kanallara kars1 diisiik diizeyde afinite gostermektedirler.

2.6.1.4. P- Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar:

[k kez beyincik purkinje liflerinde tanimlandiklar1 i¢in bu adi almuslardir.
Yiiksek voltaj ile aktive olan kalsiyum kanallaridir. Huni-ag toksini (FTX, funnel
web toxin) ve omega-agatoksin-IVA (0-AGA-IVA) ile selektif olarak bloke
edilebilirler (50).

2.6.1.5. R ve Q-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallari

Bu tip kanallar esas olarak merkezi sinir sistemindeki noéronlarda bulunurlar.

Voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin aktivasyonu hiicre membranina
yerlesmis halde bulunan sodyum/kalsiyum iyon degistiricisini ve kalsiyumATP,,

pompasin1 da aktive etmektedir. Ayrica, depolarizasyona bagli olarak hiicre ici
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kalsiyum konsantrasyonunun artmasi, hiicre i¢i depolardan kalsiyum ile aktive olan

kalsiyum serbestlenmesine de neden olmaktadir.

2.6.2. Reseptor Aracih Kalsiyum Kanallar

Voltaj bagimhi kalsiyum kanallarinin aksine reseptdr aracili kalsiyum
kanallar1 hakkindaki bilgiler nispeten sinirlidir. Damar diiz kas1 hiicrelerinin kasilma
olusturabilmesi i¢in ekstraseliiler araliktan hiicre icine kalsiyum girisinin saglanmasi
gerekmektedir. Hiicre icine kalsiyum girisi i¢in iki temel mekanizma vardir. Bunlar,
daha oncede belirtildigi gibi voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 ve reseptor aracili
kalsiyum kanallaridir. Voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin varligi hiicre diizeyinde
uygulanan ©zel bir teknik (patch—clamp) araciligi ile bircok arastirici tarafindan
gosterilmistir (50,55). Ancak reseptor aracili kalsiyum kanallarinin belirlenmesi ¢ok
daha zor olmustur. Bazi hiicrelerde noradrenalinin nonselektif bir kanali agarak
kalsiyum iyonunu da iceren cesitli pozitif yiikli iyonlarin girisine izin verdigi
bildirilmistir (50). Daha sonra, reseptor aracili katyon akimlar1 bir¢ok diiz kas
hiicresinde gosterilmistir. Bu kanallarin aktivasyonu ile sadece kalsiyum iyonlarinin
hiicreye transportunun saglanmayip, diger pozitif yiiklii iyonlarin transportunun da
yapildig1 belirlenmistir. Bu nedenle, bu kanallara, reseptor aracili kalsiyum kanallari

yerine reseptor aracili katyon kanallar1 da denilmektedir (50,55).

Reseptor aracili katyon kanallari membran depolarizasyonuna ve voltaj
bagimli kalsiyum kanallarinin inhibitorlerine karst duyarsizdirlar. Ancak bu
kanallarin aktivasyonu depolarizasyona neden olabilir. Bu kanallar bir agonist
araciligiyla aktive olabildikleri gibi artan hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu ile de

aktive olabilmektedir (50,55).

Reseptor aracili katyon kanallarin uyarilmasi sonucu G-proteini ile kenetli
reseptorler aktive olmaktadir (50,51,57). G-proteini kenetli reseptor ile reseptor
aracili katyon kanallar1 arasindaki bu iliski ¢esitli dokularda tanimlanmistir. Agonist

tarafindan indiiklenerek konformasyonel degisiklige ugrayan reseptor, kenetli halde
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inaktif sekilde heterotrimerik durumda bulunan G-proteinini aktive etmektedir. G-
proteini, a,,y alt birimlerinden olugmaktadir. Inaktif konumda bu tic alt birim birbiri
ile kenetlidir. Reseptordeki konformasyonel degisiklik ile aktive edilen G-proteini 1
mol guanozin trifosfat (GTP) harcayarak G, ve Ggy seklinde ikiye ayrilir. Her iki alt
tip farkhi tip fosfolipaz C (PLC) izozimlerini aktive edebilir. Aktive olan PLC,
fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat1, diagilgliserole (DAG) ve inozitol trifosfata (IP3)
hidroliz eder. DAG, protein kinaz C’yi (PKC) aktive eder ve hiicre yanit1 olusur. iP;
ise sarkoplazmik/endoplazmik retikulum membraninda bulunan kendi reseptorlerine
baglanir. Boylece hiicre iginde IP; kenetli kalsiyum kanallart acilir, hiicre ici

kalsiyum konsantrasyonu artar ve hiicresel yanit olusur (50,51,57).

Reseptdr aracili katyon kanallarimin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerini dogrudan degistirebildigi gibi, dolayl bir sekilde voltaj bagimli kalsiyum
kanallarim1 aktive ederek de degistirebilmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin
IP;, IP4 gibi ikincil ulaklar araciligiyla yiikseltilmesi membran depolarizasyonuna
neden olmakta ve kalsiyum bagimli kloriir akimlarin1 aktive ederek voltaj bagimlh
kalsiyum kanallarindan kalsiyumun hiicre icine girisini de (influks) stimule
edebilmektedir (50,51). Hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki artis kalsiyum aracili
potasyum kanallarim1 aktive ederek hiperpolarizasyona da neden olmaktadir
(41,42,50). Dolayisiyla bu tip kanallarin aktivasyonu, kalsiyum bagimli potasyum
kanallarimin (hiperpolarizasyon) ya da kloriir kanallarmin aktive (depolarizasyon)

olmasina bagli olarak zit etkilere de aracilik edebilmektedir.

oooooo

2.6.3. Sodyum / Kalsiyum Iyon Degistiricisi

Bu tasiyict sistem kalsiyum iyonu icin zayif afinite gostermesine ragmen
yiiksek diizeyde kalsiyum iyonu tasima kapasitesine sahiptir. Normal fizyolojik
kosullarda, sodyum elektrokimyasal gradiyenti dogrultusunda hiicre i¢ine girerken,
kalsiyum gradiyentinin tersi yoniinde hiicre disina atilmaktadir. Bu sistem hiicre ici
sodyum ve kalsiyum iyonlarinin konsantrasyonlarina baghh olarak c¢ift yonli
caligmaktadir. 2’-4’-diklorobenzamil ve klorobenzil-dimetil benzamil gibi amilorid

tiirevi ilaglar bu degistiricinin selektif blokerleridir. Bu degistirici sistem genellikle
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elektrojenik pompa olarak bilinmektedir. Bu pompa ile ii¢ sodyum iyonu hiicre icine
alinirken bir kalsiyum iyonu hiicre disina atilir. Bu degistirici sistemin temel islevi
hiicre ici kalsiyum diizeylerinin 1 uM diizeylerini astig1 durumlarda fazla kalsiyumun

hiicreden atilmasini saglamaktir (50,51).

2.6.4. Plazmalemmal KalsiyumATP,,

Plazmalemmal kalsiyumATP,,, kalsiyuma yiiksek afinite gosteren ve
kalsiyum tasiyicit kapasitesi yiiksek olan bir aktif transport sistemidir (50,51).
Plazmalemmal kalsiyum pompasi olarak da adlandirilmaktadir. Bu pompa bircok
dokuda tanimlanmis olup yaklasik 140 kDa agirliginda ve protein yapisindadir.
Katalitik ve diizenleyici iki alt birimden olusmakta, katalitik aktivitesi icin
magnezyum iyonuna ihtiyag duymaktadir. Genel olarak elektronotral kabul
edilmektedir. Bu pompa araciligi ile bir kalsiyum iyonu hiicre disina atilirken iki
hidrojen iyonu iceri alinmaktadir. Dolayisiyla bu aktif transport sistemi hiicre i¢i
pH’sinin  kontroliinde de ©nemli rol oynamaktadir (50). Plazmalemmal
kalsiyumATP,,, sodyum/potasyumATP,, inhibitérii oubain ile inhibe edilmemekte
ancak vanadatlar ve lantanitler gibi nonspesifik ajanlarla inhibe edilmektedir. Buna
karsin, sarkoplazmik/endoplazmik retikulum membraninda bulunan kalsiyumATP,,’1
inhibe eden tapsigargin ve siklopiyazonik aside karsi duyarsizdir. Enzimin C-ucu
sitoplazmik kisim {izerinde kalmodulin i¢in ve ¢esitli protein kinazlar i¢in baglanma
bolgeleri tasimaktadir. Kalmodulin-kalsiyum kompleksinin bu bdlgeye baglanmasi
enzimi aktive etmektedir. Kalmodulin yoklugunda ise enzim inaktif konuma

gecmektedir (50).

2.6.5. Sarkoplazmik / Endoplazmik Retikulum KalsiyumATP,, (SERCA)

Plazmalemmal kalsiyumATP,,’a yapica benzemesine ragmen Onemli
farkliliklar gosterir. Esas islevi plazmalemmal kalsiyumATP,, gibi hiicre i¢i
kalsiyum diizeylerini azaltmaktir. Bu islevi hiicre icinde artmis kalsiyumu aktif

transport ile sarkoplazmik/endoplazmik retikulum icine tasiyarak yapar. Bu tasiyici
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sistem de plazmalemmal kaliyumATP,, gibi magnezyuma ve vanadatlar, lantanitler
gibi non spesifik inhibitorlere duyarlidir. Ancak plazmalemmal kalsiyumATP,,’dan
farkli olarak tapsigargin ve siklopiyazonik asit gibi spesifik inhibitorleri de

bulunmaktadir (58).

Kalsiyum, sarkoplazmik/endoplazmik retikulum liimeninde kalretikiilin ve
kalsequestrin gibi hidrofilik proteinlere baglanmaktadir (50,51). Kalsiyumun bu
proteinlere baglanmasi serbest haldeki kalsiyum konsantrasyonunun diismesine
neden olmaktadir. Serbest haldeki kalsiyum konsantrasyonunun diismesi kalsiyumun
sitozolden transportu icin gerekli enerjinin miktarin1 azaltmaktadir. Bu sayede
sarkoplazmik/endoplazmik retikulum, kalsiyum deposu gibi ¢alismakta ve luminal

kalsiyum konsantrasyonu 10-15 mM gibi yiiksek bir diizeye ulasabilmektedir.

Sarkoplazmik/endoplazmik  retikulum  kalsiyumATP,, = pompasinin,
plazmalemmal kalsiyuamATP,, pompasinda oldugu gibi bir kalmodulin baglayici
bolgesi yoktur. Dolayisiyla bu enzimin aktivitesi plazmalemmal enzimin aktivitesi
gibi dogrudan kalmodulin ile regiile edilmemektedir. Ancak sarkoplazmik/
endoplazmik retikulum kalsiyumATP,, pompasinin regiilasyonunda 6 kDa
biiyiikliigiinde bir protein olan fosfolamman rol oynamaktadir. Fosfolamman,
muhtemelen sarkoplazmik/endoplazmik retikulum kalsiyum pompasinda kendine
Ozgii, regiile edici bir bolgeye baglanarak enzimin inaktivasyonunu saglamaktadir

(50,51).

2.6.6. Sarkoplazmik / Endoplazmik Retikulumda Bulunan Kalsiyum Kanallar

Damar diiz kas hiicresi sarkoplazmik retikulumunda en azindan iki ¢esit
kalsiyum kanali bulunmaktadir. Bunlar IP3’e ve riyanodine duyarli kalsiyum

kanallaridir (50,51,53).

Herhangi bir stimulusa (norotransmitterler, hormonlar vb) bagli olarak

plazma membranindaki inozitol lipidlerin hidrolizi sonucu IP3 ve DAG olusur. iP3,
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sarkoplazmik retikulumda kendi reseptorlerine baglanarak sitoplazmaya kalsiyum
serbestlenmesine neden olurken DAG ise protein kinaz C’ yi aktive ederek kalsiyum
duyarhiligin1 (sensitizasyonunu) arttirir. IP3, temel olarak iki farkli mekanizma ile
baslatilan yolaklar iizerinden meydana gelir. Bunlar, G-proteini aracili ve tirozin
kinaz reseptorii aracili yolaklardir. Her iki makromolekiiliin aktivasyonu bir dizi
olay1 baslatarak IP3 olusumuna neden olur. Heparin, magnezyum, dekavanadat,

dekstran siilfat bu kanalin spesifik antagonistleridir (50-52).

Sarkoplazmik/endoplazmik retikulumda depolanmisg kalsiyumun
sitoplazmaya mobilizasyonunda rol oynayan diger kanal riyanodine duyarl kalsiyum
kanalidir (51,53). Bu kanal da IP3 kanallar1 ile aym islevi goriir ve sitoplazmada
kalsiyum konsantrasyonunu arttirir. Bir bitki alkaloidi olan riyanodin, diisiik
konsantrasyonlarda (nanomolar) bu kanali acarken, yiiksek konsantrasyonlarda
(mikromolar) kapatir. Kafein, heparin, ve adenin niikleotidleri bu kanalin diger
aktivatorleri iken magnezyum, rutenyum kirmizisi, imperatoksin ise antagonistleridir

(51,52).

Kalsiyum iyonunun homeostazinda rol oynayan bir baska mekanizmada

mitokondri ve niikleus icine transporttur (50,51).

2.6.7. Mitokondri icinde Kalsiyum Depolanmasi

Hiicrelerde, ozellikle patolojik diizeyde, yiiksek kalsiyum konsantrasyonlarina
ulasildiginda mitokondri i¢ine kalsiyum transportu olmaktadir. Bu durum sitozolik
kalsiyum diizeyini diizenleyerek kalsiyum bagimli proteazlarin (kalpainler) ve diger
kalsiyum aktive enzimlerin (fosfolipazlar endoniikleazlar) aktive olmasini

engellemektedir (50).
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2.6.8. Niikleus icinde Kalsiyum Depolanmasi

Hiicre icinde niikleus, sarkoplazmik retikulum ile dogrudan baglantili bir
konumda bulunmaktadir. Bu nedenle bu organel de hiicre i¢i kalsiyum deposu
seklinde rol oynamakta ve kalsiyumun homeostazina katmakatadir. Ayrica kalsiyum
iyonu hiicre siklusunun diizenlenmesi i¢in gereklidir. Bir c¢alismada, hepatosit
niikleusunun kalsiyum deposu gibi calistign ve IP3 gibi intraseliiler ulaklarin bu

depolar1 bosaltabildigi bildirilmistir (50).

2.7. Kalsiyum Duyarhlasmasi

Diiz veya c¢izgili kaslarda kasilma yanitlari, hiicre i¢i kalsiyum diizeyindeki
artisa bagli olarak kalsiyum-kalmodulin (¢izgili kaslarda troponin) kompleksi
tarafindan aktive edilen miyozin hafif zincir kinaz (MHZK) enziminin, miyozin hafif
zincirini (MHZ) fosforile etmesiyle meydana gelmektedir (50). Bir mol kalmodulin 4
mol kalsiyum iyonu tagimaktadir. Kalsiyum iyonunun kalmodulin ile birlesmesi
MHZK’y1 aktive eder. Bu enzimin aktivasyonu bir mol ATP kullanarak MHZ’yi
fosforile eder ve fosforile-miyozin olusur. Fosforile-miyozin, aktin-aktive
miyozinATP,, enziminin aktivitesini arttirir ve damar diiz kasinin kasilmasina neden
olur. Hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin diismesi ise, kalmodulinin MHZK enziminden
ayrilmasina ve bu enzimin inaktivasyona neden olur. Inaktive MHZK enzimi
miyozin hafif zincir fosfataz (miyozin-fosfataz) enziminin aktivasyonuna neden
olur. Bu enzim fosforile haldeki miyozini defosforile eder. Defosforile-miyozin
aktin-aktive miyozin ATP,, enzimini inaktive eder ve sonucunda damar diiz kasinin

gevsemesine neden olur (50,59).

Noradrenalin, endotelin-1, prostaglandin F,,, tromboksan A, anologu U46619
vb cesitli agonistler, G-proteini ile kenetli reseptorlerini aktive ederek hiicre igi
depolardan kalsiyum serbestlenmesine neden olmaktadirlar (59-61). G-proteini ile
kenetli reseptorlerin cesitli agonistler araciligiyla uyarilmasi sonucu PLC aktive

olmakta ve fosfotidil inozitolden ikincil ulaklar olan IP3 ve DAG olusmaktadir. iP3
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hiicre i¢i depolardan kalsiyum agiga ¢ikmasina neden olmakta, DAG ise PKC’yi
aktive etmektedir. Cesitli agonistlerin, hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu artisindan
bagimsiz bir mekanizma araciligi ile de giiclii kasilma olusturdugu ortaya konmus ve
bu olay kalsiyum duyarlilasmasi olarak adlandirilmistir  (59). Kalsiyum
duyarlilasmasinda rol oynayan mekanizmalardan birisi PKC’nin digeri ise rho-
kinazin aktivasyonudur (62-64). Rho kinazin aktivasyonu, G-proteinleri ile kenetli
reseptorlerin ~ uyarilmasi  sirasinda  olusan  rho-proteinlerinin  etkisiyle
gerceklesmektedir.  G-proteinlerinin  uyarilmasi  sirasinda  rho-proteinlerinin
olusumuna ise bir guanazin niikleotid degisim faktoriiniin (Rho-GDF) aracilik ettigi
bildirilmektedir (60,61,63). Hem PKC hem de rho kinazin aktivasyonunun, miyozin-
fosfataz enzimini inhibe ederek, damar diiz kasinin hiicre i¢i kalsiyuamdan bagimsiz
giiclii bir sekilde kasilmasma neden oldugu belirlenmistir (Sekil 1) (59). Insan
omental arterlerinde yapilan bir calismada, noradrenalin ve tromboksan A, analogu
U46619’un PKC ve rho kinaz aracili bir mekanizma ile kalsiyum duyalilagmasina
neden oldugu bildirilmistir (64). Domuz koroner arterleri (62), tavsan aortasi (65) ve
sican mezenterik arterlerinde (66) yapilan cesitli calismalarda da U46619,
prostaglandin F,, ve noradrenalinin kalsiyum duyarlilasmas1 ile kasilma
olusturduklar1 gosterilmistir. Y27632 ve fasudil rho kinaz enziminin spesifik
inhibitorleri olup damar diiz kasinda gevsemeye neden olmaktadirlar (67,68). Son
zamanlarda yapilan bazi calismalarda reseptor agonistlerinin yani sira, reseptor
aracisiz bir mekanizma ile hiicre membraninda depolarizasyon yaparak kasilma
olusturan KCI’nin de kalsiyum duyarlilagmasina neden oldugu bildirilmektedir (69-
72). Ornegin, Yeni Zelanda beyaz tavsanlarinin femoral ve renal arterlerinde yapilan
bir ¢alismada rho kinaz inhibitorii Y-27632’nin, KCI’'nin ve L-tipi voltaj bagimlh
kalsiyum kanali agonisti Bay k 8644’tin olusturdugu kasilmalar1 inhibe ederek
gevsemeye neden oldugu gosterilmistir (70). Tavsan torasik aortast ve renal
arterlerinde yapilan diger calismalarda da KCI'nin rho kinaz1 aktive etigi

bildirilmistir (71,72) .

Kalsiyum duyarlilagsmasi sonucu diiz kasin kasilmasinin, hem fizyolojik hem
de patofizyolojik kosullarda etkili olabilecegi ve Ozellikle cesitli kardiyovaskiiler
hastaliklarda rol oynayabilecegi bildirilmektedir (67,68,73-75). Spontan hipertansif

sicanlarda yapilan bir ¢alismada rho kinaz inhibitorii Y-27632’nin kan basincin
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diisiirdiigti bununla birlikte normotansif siganlarin kan basinglarinda herhangi bir
degisiklige neden olmadig1 gosterilmistir (74). Bazi iilkelerde (Cin) damar gevsetici
ila¢ olarak kullanima girmis rho kinaz inhibitorii fasudil ve hidroksifasudilin spontan
hipertansif sicanlarin karotid ve koroner arterlerinde fenilefrin ve serotonin ile
olusturulan kasilmalart normotansif sicanlarla karsilastirildiginda daha belirgin bir
sekilde inhibe ettigi ve rho kinaz mRNA diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir (74). Bu
bulgular 15181nda olan rho kinazin kan damarlarinda upregiile olarak hipertansiyona
neden oldugu one siirlilmektedir. Rho kinaz aracili kalsiyum duyarlilasmasinin
hipertansiyonunun yan: sira anjina pektoriste de Onemli oldugu ve rho kinaz
inhibitorii fasudilin koroner arterler vazospazminda etkili olabilecegi bildirilmistir
(67,74,75). Rho-kinaz inhibitorii fasudilin, koroner vazospazmi, miyokard iskemisini
ve stabil anjina pektoriste egzersinin neden oldugu koroner vazokonstriksiyonu
engelledigi ortaya konmustur (74). Kalsiyum duyarlilasmasinin  sistemik
hipertansiyonun, anjina pektorisin yani sira, serebral vazospazm, aterosikleroz,
iskemi-reperfiizyon hasari, pulmoner hipertansiyon, inme, kalp yetmezligi, astim ve
cesitli damar hastaliklarinda da 6nemli roliiniin oldugu, rho kinaz inhibitorlerinin bu

hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (67,68,73-75).
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Sekil 1: Diiz kasin kasilmasi ve kalsiyum duyarlilagmasi ile iligkili mekanizmalarin sematik

gosterimi.

VBK: Voltaj bagimli kalsiyum kanali
SR: Sarkoplazmik retikulum

PLC: Fosfolipaz C
Rho-GDF: Rho-guanozin
PKC: Protein kinaz C

niikleotid degisim faktorii

iP3: inozitol-1,4,5-trifosfat

DAG: Diagil gliserol
KaM: Kalmodulin

MHZ: Miyozin hafif zincir
MHZK: Miyozin hafif zincir kinaz
Y27632 ve fasudil: Rho kinaz inhibitorleri
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri

Calismamizda kullanilan gozler yetiskin erkek veya disi sigirlardan
alimmistir. Gozler, Coskun Et ve Et Mamiilleri A.S. ve Cekmece Et ve Et Uriinleri
Ticaret ve Sanayi A.S. mezbahalarinda yapilan veteriner kontroliinden ge¢mis

giinliik s1gir kesimlerinden temin edilmistir.

3.2. Aracg ve Gerecler

Dort kanall1 myograf sistemi (DMT&ADInstruments; Model 610M)
%95 O, + %5 CO; iceren gaz karisim tiipii

Mikropipet (Eppendorf)

Cerrahi makas ve pens

40 pm c¢apinda paslanmaz celik tel

Vorteks (Velp Scientifica)

Petri kutusu

Diseksiyon mikroskobu (Zeiss 2000)

Soguk 151k kaynagi (Schott)

Termostatli su banyosu (Thermomiks)

Bilgisayar ve yazici

“ADIstruments Powerlab Chart5 for Windows” yazilim programi

“ADIstruments Powerlab DMT Normalization v1 for Windows” yazilim programi
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Hazirlamslari

Prostaglandin F», (Sigma): Stok cozeltisi 10°M olarak distile suda hazirlanmastir.

Noradrenalin (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10*M olarak 0.001N HCI’de hazirlanmustir.
Stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi esnasinda maddenin stabilizasyonunu saglamak icin 1
mg/ml oraninda askorbik asit (Merck) ilave edilmistir. Stok ¢ozeltisi ve diliisyonlar

1s1ktan korunmustur.

Endotelin-1 (Peninsula Lab): Stok cozeltisi 10'M olarak distile suda

hazirlanmastir.

9,11-Dideoxi-110,90-EpoxymetanoprostaglandinF,, (U46619; Sigma): Stok

cozeltisi 10°M olarak distile suda hazirlanmustir.
KCI (Merck): Stok ¢ozeltisi 10M olarak distile suda hazirlanmustir.
Asetilkolin HCI (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10™*M olarak 0.001N HCI’de hazirlanmustir.

Sodyum nitroprusiyat (Sigma): Stok cozeltisi 10*M olarak distile suda

hazirlanmistir. Stok ¢ozeltisi ve dilisyonlar 1s1ktan korunmustur.

NC-Nitro-L-Arginin (Sigma): Stok c¢ozeltisi 10*M olarak distile suda

hazirlanmistir.

1H-[1,2,4]Oxadiazolo-[4,3-a]Quinoxalin-1-One (ODQ; Sigma): Stok c¢o6zeltisi
10M olarak DMSO’da hazirlanmastir.

Iindometazin (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10°M olarak %5 NaH,COj3’de hazirlanmustir.
Glibenklamid (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10°M olarak DMSO’da hazirlanmistir.

Tetraetilamaonyum (Sigma): Stok cozeltisi 10°M olarak distile suda

hazirlanmagtir.

Apamin (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10°M olarak distile suda hazirlanmustr.
Karibdotoksin (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10”M olarak %0.9 NaCl’de hazirlanmustir.
Bay k 8644 (Sigma): Stok cozeltisi 10°M olarak %95 etanolde hazirlanmustir.
Nifedipin (Sigma): Stok cozeltisi 10°M olarak DMSO’da hazirlanmistir.

Siklopiyazonik asit (Sigma): Stok ¢ozeltisi 10M olarak DMSO’da hazirlanmastir.
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CaCl, (Merck): Stok cozeltisi 10°M olarak distile suda hazirlanmistir.

(R)-(+)-trans-N-(4-prydyl)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxamide (Y27632;

Tocris): Stok cozeltisi 10*M olarak distile suda hazirlanmustir.

Deneylerde kullanilan ilag soliisyonlar1 derin dondurucuda saklanan
stoklardan Krebs Ringer-bikarbonat cozeltisinde diliie edilerek hergiin taze olarak
hazirlanmigtir. Krebs Ringer-bikarbonat c¢ozeltisinin iceri§i mM cinsinden su
sekildedir: (NaCl: 135, KCI: 5, NaHCOs: 20, Glukoz: 10, CaCl,: 2.5, MgS0O4.7H,0:
1.3, KH,PO4: 1.2, EDTA: 0.026). Deneylerde kullanilan kalsiyumsuz Krebs
Ringer-bikarbonat soliisyonu ise normal Krebs Ringer-bikarbonat ¢ozeltisinden 2.5
mM CaCly’iin ¢ikarilip yerine 0.5mM EGTA ilave edilmesiyle hazirlanmistir. Bazi
kimyasal maddeler icin ¢oziicii olarak kullanilan DMSO, NaH,COs, HCI, etanol ve
NaCl’nin organ banyosundaki konsantrasyonlar1 % 0,1 den diisiiktiir. Kullanilan
coziiciilerin izole sigir retinal arterleri iizerine direkt etkilerinin olmadigi

belirlenmistir.

3.4. Izole Sigir Retinal Arterinin Hazirlanmasi

Mezbahada yeni kesilmis sigirlardan aliman gozler (n=88) soguk ve kismen
buzlu Krebs Ringer-bikarbonat soliisyonu iceren bir tagima kabi1 ile hizla
laboratuvara taginmistir. Gozler, ekstraokiiler kaslart ve bag dokularindan
temizlendikten sonra korneal bolgenin gerisinden kesilerek ikiye ayrilmistir. Anterior
kisim atildiktan sonra, geriye kalan ici vitroz hiimor dolu kisim bir petri kutusuna
alinmistir. Retinaya zarar vermeden vitroz hiimor dikkatle akitilarak retinadan
uzaklastirilmistir. Petri kutusu icerisinde ve diseksiyon mikroskobu altinda merkezi
retinal arterden myografin doku tutucular1 arasina girecek uzunlukta
(uzunluk:1,62+0,01 mm, i¢ cap (Do); 232,37+2,04 um; n=88) preparatlar
hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlarin her biri 40 um capinda iki paslanmaz celik
telden gecirilmek suretiyle myograflarin doku tutucular1 arasina yerlestirilmistir. Bu
tellerden biri gii¢ duyarli (force displacement) transdiisere, digeri ise mikrometreye

fikse edilmistir. Doku tutucularin arasina yerlestirilen merkezi retinal arterin
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etrafindaki retinal doku bir pens yardimiyla artere hasar vermeden dikkatle ¢ekilerek

uzaklagtirilmagtir.

3.5. Yontem

3.5.1. Retinal Arterin Standardizasyonu ve Reaktivitesinin Belirlenmesi

Krebs Ringer-bikarbonat soliisyonu iceren myograf sistemine yerlestirilen
damarlar % 95 O, + % 5 CO, gaz karisimu ile havalandirilmis ve 37°C’de bir saat
siireyle dengelenmeye birakilmistir. Dengelenme esnasinda Krebs Ringer-bikarbonat
soliisyonu her 10 dakikada bir degistirilmistir. Dengelenme siiresinin ardindan
normalizasyon islemine gecilmistir. Normalizasyon islemi esnasinda, damarlara
uygulanan gerim mikrometre yardimiyla kademeli olarak arttirilmis ve pasif damar
duvar gerimi-i¢ ¢evre iliskisi calisilmistir. BOylece normal fizyolojik kosullarda,
tamamen gevsemis damarin i¢inden gecen kanin damar duvarmna yaptigi basinca
(transmural basing; 13.3 kPa [100mmHg]), karsilik gelen i¢ cevre (IC o) belirlenmis
ve retinal arterlerin gerimi bir mikrometre yardimiyla bu i¢ ¢cevrenin %90’ ma (IC;=
0.9xIC;9) karsilik gelen diizeye getirilmistir. Bu sayede retinal arterlerde aktif gii¢
gerimi i¢in optimum sartlar saglanmistir. Retinal arterler bu 6n gerimde 30 dakika
siireyle tekrar dengelenmeye birakilmis ve ardindan 20’ser dakika ara ile iki defa
potasyum kloriir (KCl; 120mM) ve noradrenalin (NA; 10'4M) kombinasyonu (NAK)
ile kastirllarak standardize edilmistir. Retinal arterlerin spazmojen ajanlara karsi
reaktivitesini belirlemek amaciyla, noradrenalin (NA; 10'8—10'4M), tromboksan A,
anologu U46619 (10°-10°M), endotelin-1 (ET-1; 10'°-10"M) ve prostaglandin Faq
(PGF,q: 107-3x10°M) gibi kastirict ajanlar damarlara kiimiilatif olarak uygulanmis
ve konsantrasyon-yanit egrileri elde edilmistir. Retinal arterlerin endotel fonksiyonu
ve diiz kas gevseme kapasitelerini belirlemek amaciyla prostaglandin F,, ile
prekontrakte edilmis damarlara kiimiilatif olarak sirasiyla, asetilkolin (Ach; 1078

10*M) ve sodyum nitroprusiyat (SNP; 10%-10*M) uygulanmustir.
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3.5.2. Retinanin Etkisinin incelenmesi

Retinaya bagli yanitlar, cesitli spazmojen ajanlarla (NA, U46619, PGF,,
ET-1 ve KCI) prekontrakte edilen retinal arterler {izerine bir parca retina dokusu
(127.73%+1.18 mm*: n=68) yerlestirilmek suretiyle incelenmistir (Sekil 2). Spazmojen
ajanlarla olusturulan prekontraksiyon diizeylerinin benzer olmasina dikkat edilmistir.
Spazmojen ajanlarin prekontraksiyon i¢in kullanilan konsantrasyonlar1 kiimiilatif

konsantrasyon—yanit egrilerinden belirlenmistir.

Prekontrakte edilen retinal arterin {izerine bir par¢a retina dokusunun
yerlestirilmesi retinal arterde gevseme yamitina neden olmustur. Retinaya bagh
olarak goriillen gevseme yanitinda, mekanik bir etkinin roliiniin olup olmadig,
prekontrakte edilen retinal arterler iizerine retina ile benzer biiyiikliikte koroid

dokusu (n= 35) yerlestirilerek test edilmistir.

Retina

Sigir retinal arteri

Sekil 2: Sigir retinal arteri iizerine retina dokusunun yerlestirilmesinin sematik gosterimi
(kaynak:26).
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3.5.3. Retinaya Bagh Gevsetici Etkinin Mekanizmasinin incelenmesi

Retinal arterlerde retinaya bagli gevseme yanitinin ortaya konulmasinin
ardindan gevsetici etkinin mekanizmasina yonelik calismalar yapilmistir. Ik olarak
elde edilen retina kaynakli gevsetici etkinin endotel kaynakli gevsetici faktorler olan
NO ve siklooksijenaz yolaginin vazodilator iiriinii, prostasiklin (PGI,) ile iligkili olup
olmadigr arastinlmistir. Bu amacgla Oncelikle prostaglandin Fyq (3X10'5M) ile
prekontrakte edilen retinal arterlerde retina dokusunun yerlestirilmesine baglh
gevseme yaniti (kontrol) elde edilmistir. Ardindan, hem retina dokusu hem de retinal
arterler, NO sentezine aracilik eden NO sentaz (NOS) enziminin spesifik inhibitorii
L-NOARG (10'4M, 30 dk), NO’nun etkisine aracilik eden guanilat siklaz enziminin
spesifik inhibitorii ODQ (10'4M; 30 dk.) veya PGI’nin sentezine aracilik eden
siklooksijenaz enziminin spesifik inhibitérii indometazin (10°M; 30 dk.) ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan damarlar prostaglandin Fa, (3x10°M) ile
tekrar prekontrakte edilmis ve retinaya bagli gevseme yamtinin inhibitorler
varliginda degisip degismedigi incelenmistir. Bu deneylere paralel olarak, retina
kaynakli gevsetici etkinin endotel tabakasi ile iligkisi, bir sac teli yardimiyla mekanik

olarak deendotelize edilen retinal arterlerde de arastirilmistir.

Ikincil olarak retinaya bagli goriilen gevsetici etkide potasyum kanallarinin
rolii incelenmistir. K*'atp ve K'cass kanallarinin acilmasinin damar diiz kasinda
hiperpolarizasyonuna neden olarak gevseme olusturdugu bilinmektedir. Retinaya
baglh gevseme yamitinda K'arp ve K'c,yy kanallarinmn roliiniin olup olmadigi bu
kanallarin spesifik inhibitorlerinin varliginda yapilan deneylerle degerlendirilmistir.
Retinal arterler ve retina; K arp kanali inhibitorii glibenklamid (Glib. 10'5M, 30dk.),
nonspesifik K*ca.s kanali inhibitorii tetractilamonyum (TEA 10”M; 30 dk.), BK* et
inhibitorii karibdotoksin (CTX 10'M, 30 dk.), SK* ¢, inhibitorii apamin (3X10'7M,
30 dk.) veya karibdotoksin ile apaminin kombinasyonu ile inkiibe edilerek retinal

yanitin bu inhibitorler varliginda degisip degismedigi arastirilmistir.

Kalsiyumun iyonunun hiicre i¢indeki konsantrasyon diizeyi diiz kasin

toniisiiniin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Temel olarak damar diiz kas hiicresi
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icinde kalsiyum konsantrasyonunun artmasi kasilma yanitina, azalmasi ise gevseme
yanitina neden olmaktadir. Retina kaynakli gevsetici etkide hiicre i¢i kalsiyum
konsatrasyonunu diizenleyen mekanizmalardan biri olan ve hiicre i¢ine kalsiyum
girisine aracilik eden L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin rolii arastirilmastir.
Bu amacla Once sigir retinal arterlerinin bu kanallarin spesifik agonisti olan Bay k
8644’e kars1 reaktivitesi incelenmis ve konsantrasyon-yanit egrisi elde edilmistir.
Daha sonra depolarize (KClI 20mM) retinal arterlerde Bay k 8644 (10'6M) ile
prekontraksiyon olusturulmus ve iizerine bir parca retina dokusu yerlestirilerek
retinaya bagli yanitlar incelenmistir. Ayrica bir grup deneyde, retinal arterler ve
retina dokusu bu kanallarin spesifik antagonisti olan nifedipin (Nif. 10°M, 30 dk.) ile
inkiibe edilmistir. Inkﬁbasyon siiresinin sonunda retinal arterler PGF,, ile tekrar

prekontrakte edilmis ve retinaya bagl gevseme yanitlari incelenmistir.

Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunu diizenleyen bir diger mekanizma ise
SERCA pompasidir. Bu pompa kalsiyumun sarkoplazmik/ endoplazmik retikulumda
depolanmasina aracilik etmektedir. Retinal gevsetici etkide SERCA’nin olasi rolii bu
pompann spesifik inhibitorii siklopiyazonik asit (CPA; 10°M; 30 dk.) ile inkiibe
edilmis retinal arterlerde ve retina dokusunda arastirilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda retinal arterler PGF,, ile tekrar prekontrakte edilmis ve retinaya bagh

gevseme yanitlari incelenmistir.

Retina kaynakli gevsetici etkide, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu
degistiren mekanizmalarin yanisira, diiz kasin kalsiyuma kars1 duyarliligindaki bir
degisikligin de rol oynayabilecegi diisiiniilmiistir. Bunu incelemek amaciyla
kalsiyumsuz ortamda (kalsiyumsuz Krebs Ringer-bikarbonat soliisyonu) 30 dakika
siireyle dengelendirilen ve sonrasinda 20 mM KCI ile depolarize edilen retinal
arterlerde kalsiyam kloriiriin (CaCly; 107-10°M) kiimiilatif konsantrasyon-yanit
egrisi elde edilmistir. Paralel olarak, {izerine retina dokusu yerlestilen ve 20 dakika
stireyle retina ile bekletilen retinal arterlerde de CaCl,’iin konsatrasyon-yanit egrisi
calistimistir. Daha sonra CaCl,’iin iizerine retina dokusu yerlestirilmis ve

yerlestirilmemis retinal arterlerdeki konsantrasyon-yanit profilleri karsilastirilmastir.
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Ayrica, retinal arterde kalsiyumsuz ortamda CaCl, ile olusturulan kontraksiyonda

retinanin gevsetici etkisi de incelenmistir.

Retina kaynakli gevsetici etkide ekstraseliiler kalsiyumun Onemi de
arastiritlmis ve gevsetici etkinin ektraseliiler kalsiyumun ortamdan uzaklastirilmasiyla
degisip degismedigi incelenmistir. Bu amacla, kalsiyumsuz ortamda (kalsiyumsuz
Krebs ringer bikarbonat soliisyonu) 30 dakika siireyle dengelendirilen retinal
arterlerde PGF,, (3x10°M) ile prekontraksiyon olusturulmus ve retinanin gevsetici

etkisi incelenmistir.

Calismamizda, retina kaynaklir gevsetici etkinin kalsiyum duyarlilagmasi ile
ilgili mekanizmalardan birisi olan Rho-kinaz yolag: ile iliskisi de arastirilmistir. Rho-
kinazin aktivasyonu myozin fosfatazi inhibe ederek miyozinin fosforilasyonunu
arttirmakta ve boylece diiz kasin, hiicre ici kalsiyum konsantrasyonundaki artistan
bagimsiz bir mekanizma ile kasilmasina neden olmaktadir. Rho-kinazin
inhibisyonunun ise gevsetici etkiye aracilik ettigi bilinmektedir. Retina kaynakli
gevsetici etkinin rho-kinaz yolag ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiis ve bu nedenle
calismamizda Rho kinaz inhibitorii Y27632 nin sigir retinal arterlerindeki etkisinin,
retina kaynakl1 gevsetici etki ile karsilastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, PGF,,
veya KCl ile prekontrakte edilen retinal arterler iizerine rho kinaz inhibitorii Y27632
(10°-10°M) kiimiilatif olarak uygulanmis ve Y27632’nin konsatrasyon-yanit egrisi

elde edilmistir.

Baz1 inhibitorler ile inkiibasyonun ya da deendotelizasyonun retinal arterlerde
PGF,, ile olusturulan prekontraksiyon diizeylerini diisiirdiigli gozlenmistir. Bu
nedenle bir grup deneyde retinal arterlerde PGF,,, ile olusturulan prekontraksiyonun
benzer diizeyde degistirilmesinin retinaya bagli gevseme yaniti iizerindeki etkisi

incelenmistir.
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3.6. Normalizasyon

Damar diiz kas toniisii cok sayida gevsetici veya kastirict 6zellikte uyaranlar
tarafindan diizenlenmekte ve boylece kan akisi regiile edilmektedir. Damar diiz kas
toniisiine etki eden mekanizmalardan birisi de damarlarin myojenik yanitlaridir (76-
78). Myojenik yanit, ¢esitli uyaranlar karsisinda damarin kasilmasi sonucu damar i¢i
(intraliiminal) basingtaki artis olarak karakterize edilmektedir. Damarlarin cesitli
uyaranlarla kasilmasi nedeniyle damarin cap1 ve c¢evresi degismekte ve bu myojenik
yanit1 etkilemektedir (79). Bu prensipten hareketle, in vitro ¢aligmalarda damarlara
uygulanan gerimin, damarin cesitli agonistlere karst cevapliliklarim1 degistirecegi
distiniilmiis ve dolayisiyla damarlara optimum yanit verecegi uygun gerimin
uygulanmasinin gerekliligi ortaya konmustur (79-81). Optimum damar yanitlarinin
alinacagi uygun gerim, damara tamamen gevsedigi (pasif gerim) durumda kiiciik
basamaklarda gerim artist uygulanarak hesaplanmakta (79) ve bu islem

normalizasyon olarak adlandirilmaktadir.

Damarlara uygulanan basing (efektif basing; P;), Laplace denklemi uyarinca
damar duvar geriminin (T;), damarin i¢ cevresine (IC;) bdliinmesiyle ifade

edilmektedir (79,81).

P; =T/ [IC/(2m)]

=27 Ti /ICi

Damarin i¢ ¢evresi (IC;) ise kullanilan tellerin caplari ile teller aras1 boslugun
(x;) toplamidir. Calismamizda kullanilan tellerin ¢aplart 40 pum olduguna gore

damarin i¢ cevresi;

I, =2Qr.20um/2)+4.20 pm +2 x;

=n.40 um+2.40 pm + 2 x;
=(m+2)40 um + 2 x; n=3.14 olarak alinirsa

=205.7 um + 2 x; olarak hesaplanir (Sekil 3 A).
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Sekil 3: I¢ cevrenin hesaplanmasinin sematik gosterimi (A) ve normalizasyon islemi (B)
(s181r retinal arteri, orijinal trase).

Normalizasyon islemi bilgisayarda “DMT Normalization vl for windows”
yazilim programi arachgiyla gerceklestirilmistir. Myograf sistemine yerlestirilen
damarlara kiigiik basamaklarda gerim artis1 uygulanarak yapilan normalizasyon

isleminde su degerlerin bilinmesi gerekmektedir;
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Xo:  Baslangigcta (damarin iginden gecen tellerin birbirlerine degmedigi,
aralarinda boslugun ve damara uygulanan kuvvetin olmadigi konum)

myografin mikrometresinde okunan deger

Y,: Baslangigta (damarin icinden gecen tellerin birbirlerine degmedigi,
aralarinda boslugun ve damara uygulanan kuvvetin olmadigi konum)

myografta okunan damar duvar gerimi (mN)

Xi; Damara gerim uygulandiktan sonra mikrometre {izerinde okunan
deger
Yi: Damarlara uygulanan gerim (mN)

delta: mm/okiiler birim (diseksiyon mikroskobunda belirli bir biiyiitme

altinda 1 mm’ lik uzunluga karsilik gelen okiiler birim)
aj: Damar parcasinin uzak ucunun okiilerde okunan degeri
ay: Damar parcasinin yakin ucunun okiilerde okunan degeri

[13%4]

Normalizasyon isleminde her bir gerim artisindan sonra “i” noktasindaki

damar duvar gerimi (T; :mN/mm) su sekilde hesaplanmaktadir;

Ti= (Y;-Y,) /2. [delta (a;-ay)]

Bu denklemde; [delta . (a;-a;)] damar boyunu (1) vermektedir. Ancak damara
uygulanan gerim damarin tellerle temas eden iki yiizii arasinda paylasilmaktadir. Bu
nedenle damarin boyu Olgiilen damar boyunun 2 katina esittir. Normalizasyon

[13%4]
1

isleminde her bir gerim artisindan sonra “i”” noktasindaki i¢ cevre (IC;: uM) ise;

IC; = 1C, + 2(X;-X,) denklemiyle hesaplanir.

IC,: Damarin icinden gecen tellerin birbirlerine degmedigi, aralarinda

boslugun ve damara uygulanan kuvvetin olmadig1 konum.

Telin cap1 40 pm olduguna gore IC, , 205.7’ye esittir. I¢ cevre ;

IC; = 205.7 + 2(Xi-X,)
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Damarlara uygulanan her bir basamak gerim i¢in “T;” ve “IC;” degerleri ayri
ayr1 hesaplanarak eksponansiyel bir egri elde edilir. Damarlara basamaklar halinde
giderek artan diizeyde gerim verme islemine, hedeflenen damar i¢i basinca (P;=100

mmHg; 13.3 kPa) ulasilana kadar devam edilir (Sekil 3B).

Pi =2n Ti f[Cl

100 l’Ill’Ing =2r. Tl()()/ ICl()()

Tioo: Laplace denkleminde hedeflenen efektif basinca (100 mmHg

=13.kPa) karsilik gelen damar duvar gerimi (mN/mm).

ICi00: Laplace denkleminde hedeflenen efektif basinga (100 mmHg
=13.kPa) karsilik gelen i¢ cevre (Lm).

ICipo’tin bulunmasinin ardindan normalize i¢ c¢evre (IC;) hesaplanir.
Normalize i¢ ¢evre ICjgo’tin “k” gibi bir faktorle carpilmasiyla elde edilir. Bu faktor
sican mezenterik arteri, sigir retinal arteri vb damarlar i¢in 0.9 olarak belirlenmis
olup farkli damarlar i¢in optimum cevapliligin elde edildigi deger olarak farklilik

gosterebilmektedir.

IC;=k.IC00 sigir retinal arterleri icin IC; = 0.9 . ICgo

Damarin i¢ cap1 (Wm) ise normalize oldugu andaki i¢ cevrenin m sayisina

boliinmesiyle hesaplanir;

di=ICi/7I

Bu degerlerin hesaplanmasinin ardindan mikrometre hesaplanan X; degerine

getirilerek normalizasyon islemi tamamlanir.

Xi =X, + [(IC; -IC,) / 2]
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3.7. istatistiksel Analiz

Veriler “ortalama * standart hata” seklinde gosterilmistir. Deney gruplarinda
belirtilen “n” c¢alisilan si@ir retinal arterlerinin sayisini gostermektedir. Kastirici
ajanlarin kasilma yanitlar1 “mN/mm”, prekontrakte edilen damarlarda retina ve
koroid dokusuna bagl olarak goriilen gevseme veya kasilma yOniindeki yanitlar ise
prekontraksiyona gore “%” cinsinden verilmistir. E.xs; kastirict ajanlarla elde edilen
maksimum kasilma yanitlar1 ile retina ve koroid dokusuna karsi olusan maksimum
gevseme veya kasilma yanitlarini, pD;; maksimum yanitin (kasilma veya gevseme)
%350’ sini olusturan konsantrasyonun, yani ECsy’nin (—) logaritmasin1 géstermektedir.
Istatistiksel analizde “Student’s t-testi (iki es arasindaki farkin anlamlilik testi ve
gruplar arast farkin anlamlilik testi) ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

kullanilmis ve “p” degeri 0,05 den kiiciik olan karsilastirmalar anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Izole Sigir Retinal Arterlerinin Reaktivesinin Incelenmesi

4.1.1. Kastiriaa Ajanlarin izole Sigir Retinal Arterleri Uzerine Etkileri

Noradrenalin (NA; 10%-10*M), tromboksan A, anologu U46619 (10°-
10'6M), endotelin-1 (ET-1; 10'10—10'7M) ve prostaglandin F," nin (PGF,q; 107-
3x10°M) artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak uygulanmasi izole sigir retinal
arterlerinde konsantrasyon-bagimli kasilma yanitlarina neden olmustur (Sekil 4).
Retinal arterlerde ET-1 ve U4619 ile elde edilen maksimum kasilma yanitlarinin NA
ve PGF,, ile karsilastirlldiginda daha yiiksek oldugu ancak istatistiksel olarak
anlamli farklihik gostermedigi belirlenmistir. Spazmojen ajanlarin ECsy degerleri
karsilagtirildiginda ise retinal arterlerin ET-1"e kars1 diger ajanlarla gore daha yiiksek
duyarlilik gosterdigi goriilmektedir. Ayrica retinal arterler U46619’a karsi
PGF,q,’dan daha duyarli bulunmustur. PGF,, ve NA’ nin ECsy degerleri arasinda ise

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamaktadir (Sekil 4, Tablo 1).
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Sekil 4: Cesitli spazmojen ajanlarin izole sigir retinal arterleri tizerine kiimiilatif olarak
uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri.

Tablo 1: Cesitli spazmojen ajanlarin izole sigir retinal arterlerinde elde dilen E,x ve pD,
degerleri.

Emaks
(mN/mm) pD; n
PGF;, 0.94+0.10 5.5320.35%*# 8
NA 0.74%0.12 6.341+0.36** 11
ET-1 1.1320.16 8.7620.047 6
U 46619 1.2610.22 6.9910.18* 8

pD;: Maksimum kasilma yanitinin %350’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri
(- log ECso).

Epnaks :Maksimum kasilma yaniti.

n : izole s181r retinal arteri sayisi.

*p<0.01 ve ** p<0.001: ET-1 ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.
#p<0.05: U46619 ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farkliligi gostermektedir.
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4.2. izole Sigir Retinal Arterlerinin Endotel ve Diiz Kas Gevseme Yamtlarimin
Incelenmesi

4.2.1. Asetilkolinin EtKkisi

Prostaglandin F,, (3X10'5M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal
arterleri iizerine kiimiilatif olarak asetilkolin (Ach; 10%-10*M) uygulanmasi
konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlar1 olusturmustur (Epyaks= %35.24+6.59 n=12,

Sekil 5 ve 6).

4.2.2. Sodyum Nitroprusiyatin Etkisi

Prostaglandin F,, (3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal
arterleri iizerine kiimiilatif olarak sodyum nitroprusiyat (SNP;10°®-10*M)
uygulanmasi konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlart olusturmustur (Epaxs=

%45.32+6.94 n=13, Sekil 5 ve 6).

Ach ve SNP sigir retinal arterlerinde zayif bir gevseme olusturmuslardir. Ach
ve SNP’ nin sigir retinal arterlerinde olusturdugu maksimum gevseme yanitlari
birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamaistir (p>0.05). Ach ve SNP ile
kismen gevsemis olan retinal arterlerin {izerine bir par¢a retina dokusunun

yerlestirilmesi ise retinal arterlerin tamamen gevsemesine neden olmustur (Sekil 5).
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Sekil 5: Prostaglandin F,, (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri
iizerine kiimiilatif olarak (A) asetilkolin (Ach; 10®-10*M) ve (B) sodyum nitroprusiyat
(SNP;10%-10*M) uygulanmas: ve ardindan damarlar iizerine retina dokusunun
yerlestirilmesi ile elde edilen gevseme yanitlar1 (orijinal trase).
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Sekil 6: Prostaglandin F,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri
iizerine kiimiilatif olarak (A) asetilkolin (Ach; 10®-10*M) ve (B) sodyum nitroprusiyat
(SNP; 10®-10*M) uygulanmast ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri.
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4.3. Retinanmin Etkisinin incelenmesi

4.3.1. Cesitli Spazmojen Ajanlar ile Prekontrakte Edilmis Retinal Arterler
Uzerine Retina Dokusunun Yerlestirilmesi

Retina dokusunun sigir retinal arterleri lizerine etkisi NA, U46619, ET-1 ve
PGF,, ile prekontrakte edilen preparatlarda incelenmistir. Bu kastirict ajanlarin sigir
retinal arterlerinde elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinden yararlanilarak benzer
diizeyde kasilma olusturan konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Kastiric1 ajanlar
belirlenen konsantrasyonlarda uygulanmis ve kasilma diizgiin bir platoya ulastiginda
retina dokusu retinal arterin iizerine yerlestirilmistir. Noradrenalin ile olusturulan
prekontraksiyon stabil kalmadigi i¢in KCI (30mM) ile kombine halde uygulanmustir.
Ayrica, bu kastirict ajanlardan farkli olarak reseptor aracisiz bir mekanizma ile
kasilma olusturan KCI prekontraksiyonu karsisinda da retina dokusunun etkisi
incelenmistir. KCI, retinal arterlerde diger spazmojen ajanlara gore daha zayif bir
kastiric1 etkiye neden olmustur. KCI’nin diisiik konsantrasyonlari retinal arterlerde
giiclii bir kasilma yaniti olusturmamustir. Bu nedenle KCI yiiksek konsantrasyonda
(120mM) uygulanmis ve boylece diger spazmojen ajanlar ile benzer diizeyde kasilma

elde edilmistir.

Noradrenalin (10'4M) + potasyum kloriir (30mM) kombinasyonu (NAK),
tromboksan A, anologu (U46619; 3x10'7M), endotelin-1 (ET-1; 10'8M) veya
prostaglandin F,, (PGFyq; 3x10’5M) ile benzer kasilma diizeyinde prekontrakte
edilmis izole sigir retinal arterleri iizerine retina dokusunun yerlestirilmesi akut
baslayan ve genellikle bifazik karakter gOsteren tam bir gevseme yanitina neden
olmustur (Sekil 7 ve 8). Farkli spazmojen ajanlar karsisinda retina ile elde edilen
bifazik gevseme yanitlarinin ilk faz, ikinci faz ve maksimum diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gortilmemistir (p>0.05; Tablo 2). Bununla
birlikte, NAK ile yapilan 7, PGF,, ile yapilan 12 ve U46619 ile yapilan 6 deneyden
birinde, ayrica ET-1 ile yapilan 7 deneyden iki tanesinde retinaya bagli gevseme
yanit1 bifazik karakter gostermemis ve tek fazda maksimum gevseme yanitim

olusturmustur. Ote yandan, retina dokusunun KCI (120mM) ile prekontrakte edilen
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retinal arterlerin iizerine yerlestirilmesi ise akut baslayan ancak bifazik karakter
gostermeyen ve daha diisiik diizeyde bir gevseme yanitina neden olmustur (Sekil 7
ve 8; Tablo 2). KClI ile prekontrakte edilen dokularda retina her zaman tek fazh

gevseme yaniti olusturmustur.

Retinaya bagli gevseme yaniti, retina dokusu retinal arter iizerinden
kaldirildiginda tamamen geriye donmektedir (Sekil 7). Calisilan retinal arterlerin
uzunluk ve i¢ cap degerleri ile spazmojen ajanlar ile olusturulan prekontraksiyon
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(Tablo 3).



67

A) B)
NAK +Retina “Retina PGF2a +Retina -Retina
! : " I o
! - ; ! oo
s ) ‘
g /
5 E
— Y %
B 4 —
15 dk. 15 di.
C) D)
U46619 +Retina -Retina
» : : ET-1 +Retina -Retina
: 1 ! 1 1 1
— | 1 1 1
. //"‘" ’v\ o H 1 1
e P
% v
/ \_\‘\\ f/ f
E ]'1 } E ,ﬂ"'dv
5 Lo 2 \ /
a N = R
15 dk. 15 dk.
E)
KCl +Retina -Retina

1 mN/mm

15 dk.

Sekil 7: (A) NAK [NA (10*°M) + KCl (30mM)], (B) PGF,, (3x10°M), (C) U46619
(3x10"M), (D) ET-1 (10'8M), (E) KCI1 (120mM) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal
arterleri lizerine retina dokusunun yerlestirilmesi ile elde edilen gevseme yanitlari (orijinal

trase).
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Sekil 8: Cesitli spazmojen ajanlarla benzer diizeyde prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterleri lizerinde retina dokusunun yerlestirilmesi ile elde edilen gevseme yanitlari.

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevgeme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E, ;) % cinsinden degeri.
*p<0.001: KCl ile prekontrakte edilen dokularda elde edilen maksimum gevseme yaniti ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fakliligi gostermektedir.
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Tablo 2: Cesitli spazmojen ajanlarla benzer diizeyde prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterler iizerine retina dokusunun yerlestirilmesi ile elde edilen gevseme yanitlari.

R1 (%) R2 (%) n RT (%)
NAK 46.60£2.88  50.074£5.85 6 96.83+4.24*
PGF;q 45.8414.38  49.24+4.02 11 94.45+£1.57*
U46619 59.39+6.22  47.224592 5 105.7£8.57*
ET-1 35.15£6.96  65.86£8.24 5 99.23+3.38%*
KCl - - - 48.30£2.70 8

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,s) % cinsinden degeri.
n: Retinal arter sayisi.

*p<0.001: KCI ile prekontrakte edilen dokularda elde edilen maksimum gevseme yaniti ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fakliligi gostermektedir.

Tablo 3: izole sigir retinal arterlerinin uzunluklari, i¢ ¢aplar1 ve cesitli spazmojen ajanlarla
olusturulan prekontraksiyon diizeyleri.

Uzunluk ic cap Prekontraksiyon diizeyi n
(mm) (um) (mN/mm)
NAK 1.61+0.06 243.91%18.39 0.6410.11 7
PGF;q 1.67£0.05 224.55+13.85 1.04+0.14 12
U46619 1.60+0.09 230.20+22.37 0.8320.17 6
ET-1 1.631£0.07 247.60£15.81 0.71£0.16 7
KCl 1.67£0.05 224.7619.34 0.63+0.12 8

n: Retinal arter sayst.
p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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4.3.2. Retinaya Bagh Gevsetici Etkinin Olusma Siiresi

Noradrenalin (10'4M) + potasyum kloriir (30mM) kombinasyonu (NAK),
U46619 (3x10"M), ET-1 (10°M), PGFa, (3x10°M) veya KCl (120mM) ile
prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterleri lizerine retina dokusunun
yerlestirilmesine bagli olarak meydana gelen ilk faz, ikinci faz ve toplam
(maksimum) gevseme yanitlarinin olugma siireleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmemistir (Sekil 9, Tablo 4).

20-
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% % EZxET-1
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\
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o N
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Retina kaynakh gevsetici etkinin olugsma siresi

Sekil 9: Cesitli spazmojen ajanlarla benzer diizeyde prekontrakte edilmis izole sigir retinal
arterleri iizerine retina dokusunun yerlestirilmesi ile elde edilen gevseme yanitlarinin olusma
siiresi.

T1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

T2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

TT: Retinaya baglh olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma
siiresi (T paks)-
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Tablo 4: Cesitli spazmojen ajanlarla benzer diizeyde prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterleri iizerine retina dokusunun yerlestirilmesi ile elde edilen gevseme yanitlarinin olugma

stireleri.

T1 (dk.) T2 (dk.) n TT (dk.) n
NAK 5.40£0.50 11.04£1.18 6 17.38%1.39 7
PGF3q 5.19+0.72 9.14+1.31 11 13.72+1.86 12
U46619 5.02£1.18 9.74£1.74 5 15.64+2.31 6
ET-1 4.91+£1.17 11.01£1.85 5 15.82£1.51 7
KCl - - - 11.94£2.62 8

T1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.
T2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.
TT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yamtinin (T,.s) dakika cinsinden

olusma siiresi.
n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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4.3.3. Retinaya Bagh Gevsetici Etkinin Tekrarlanabilirligi

Izole s1gir retinal arterleri iizerine retina dokusu yerlestirilmesine bagli gevseme
yanitinin tekrarlanabilir 6zellikte olup olmadigr incelenmistir. Bu amagla PGF,, (3x10°
M) ile prekontrakte edilmis retinal arterlerde retina dokusuna bagh ilk gevseme yaniti
elde edildikten sonra, damarlar 1 saat dinlenmeye birakilmis ve her 10 dakikada bir
ortamin soliisyonu degistirilmistir. Bekleme siiresinin ardindan damarlar yine PGF;,
(3x10°M) ile prekontrakte edilerek retinaya baglh gevseme yaniti tekrar elde edilmistir.
Retinaya bagli gevsetici etkinin maksimum diizeyi, profili ve olusma siireleri, ilk ve
ikinci uygulamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemistir (Sekil

10 ve 11; Tablo 5 ve 6).
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Sekil 10: PGF,, (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine retina
dokusunun yerlestirilmesine bagl olusan gevsetici etkinin tekrarlanabilirliginin incelenmesi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevgeme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam ( maksimum) gevseme yanitinin (E,,xs) % cinsinden degeri.
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Sekil 11: PGF,, (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine retina

dokusu yerlestirilmesine bagli olusan gevsetici etkinin tekrarlanabilirliginin zaman agisindan
incelenmesi.

T1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.
T2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

TT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Tp,) dakika cinsinden
olusma siiresi.
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Tablo 5: PGF,, (3)(10'5 M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine retina
dokusunun ilk ve ikinci uygulama olarak yerlestirilmesi sonucu elde edilen gevseme yanitlari ve
prekontraksiyon diizeyleri.

Prekontraksiyon R1 R2 RT n

(mN/mm) (%) (%) (%)
1. Uygulama 1.32+0.09 47.6917.34 49941779  96.89f1.10 6
2. Uygulama 1.31£0.16 47341526  45.38%3.25 92.60f£3.11 6

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.

Tablo 6: PGF,, (3)(10'5 M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine retina
dokusunun ilk ve ikinci uygulama olarak yerlestirilmesi sonucu elde edilen gevseme yanitlarinin
olusma siireleri.

T1 T2 TT n

(dk.) (dk.) (dk.)
1. Uygulama 3.651£0.04 9.77£1.58 13.64£2.06 6
2. Uygulama 3.70£0.6 10.55+1.38 14.45£1.87 6

T1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

T2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

TT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yamtinin (T,.s) dakika cinsinden
olusma siiresi.

n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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4.4. Koroidin Etkisinin incelenmesi

4.4.1. Cesitli Spazmojen Ajanlar ile Prekontrakte Edilen izole Sigir Retinal
Arterleri Uzerine Koroid Dokusunun Yerlestirilmesi

Noradrenalin (10'4M) + potasyum kloriir (30mM) kombinasyonu (NAK),
U46619 (3x10'M), ET-1 (10°M), PGF,, (3x10°M) veya KCl (120mM) ile
prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine retinal dokuya benzer boyutta
koroid dokusunun yerlestirilmesi retinadan farkli olarak zayif bir gevseme veya hafif bir
kasilma yanitina neden olmustur. NAK ve KCI ile prekontrakte edilen damarlarda
koroide ait yanitlarin genellikle kasilma seklinde U46619, ET-1 veya PGF,, ile
prekontrakte edilen damarlarda ise genellikle gevseme seklinde oldugu goézlenmistir
(Sekil 12 ve 13, Tablo 7). Sigir retinal arterlerinde koroid dokusu ile elde edilen
gevsetici etkinin, retina dokusu ile elde edilen gevsetici etkiye gore oldukca diisiik

diizeyde oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 12: (A) NAK [NA (10*M)+ KCI (30mM)], (B) PGF,, (3x10°M), (C) U46619 (3x10"M),
(D) ET-1 (10°*M), (E) KCI (120mM) prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine
koroid dokusunun yerlestirilmesinin etkisi (orijinal trase).
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Sekil 13: Cesitli spazmojen ajanlarla prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine
koroid dokusunun yerlestirilmesinin etkisi.

Tablo 7: Cesitli spazmojen ajanlarla prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde koroid
dokusunun etkisi.

Koroid

% Yanit n
NAK 19.54+4.51 6
PGF;, -16.26%3.78 6
U46619 -15.2446.78 6
ET-1 -15.28+8.95 9
KCl 11.10£5.17 8

Koroide bagli olusan toplam yanitin % cinsinden gosteriminde (-) degerler gevseme, (+) degerler ise
kasilma yoniindeki yanitlar1 ifade etmektedir.
n: Retinal arter sayisi.
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4.5. Retinata Bagh Gevsetici Etkinin Mekanizmasinin incelenmesi

4.5.1. Endotel Kaynakh Gevsetici Faktorlerin Roliiniin Incelenmesi

Bu deneylerde kullanilan retinal arterlerin uzunluklari, i¢c ¢ap Olciileri ve PGF,q
ile elde edilen prekontraksiyon diizeyleri birbiriyle uyumluluk gostermektedir (Tablo 8).
Bununla birlikte deendotelize damarlarda PGF,, ile elde edilen prekontraksiyon
diizeyinin endoteli intakt olan kontrolii ile karsilastirildiginda azaldigi gozlenmistir
(Tablo 8). Mekanizmaya yonelik calismalarda, prekontraksiyon ajani olarak stabil bir
kasilma olusturmasi ve hizla yanit vermesi nedeniyle PGF,, nin kullanilmasi tercih

edilmistir.

4.5.1.1. Siklooksijenaz Inhibitorii indometazinin Etkisi

Prostaglandin Fo, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
retina dokusu siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10'5M; 30 dk.) ile inkiibe
edilmistir. 1nkiibasyon siiresinin sonunda retinal arterler PGF,,, (3X10'5M) ile benzer
kasilma diizeyinde prekontrakte edilmis ve retinanin etkisi tekrar incelenmistir.
Retinaya baghh gevseme yanitlar1 ayn1 dokudaki kontrolii (inkiibasyon oOncesi retinal
gevseme yanitlari) ile karsilastinnldiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum)
gevseme ylizdeleri ve siireleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamastir

(Sekil 14, Tablo 9 vel0).

4.5.1.2. Nitrik Oksit Sentetaz inhibitorii L-NOARG’ n Etkisi

Prostaglandin  Fyq (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal

arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
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retina dokusu NO sentetaz inhibitdrii L-NOARG (10™*M; 30 dk.) ile inkiibe edilmistir.
1nki'1basyon suiresinin sonunda retinal arterler PGF,, (3x10’5M) ile benzer kasilma
diizeyinde prekontrakte edilmis ve retinanin etkisi tekrar incelenmistir. Retinaya bagh
gevseme yanitlart aynmi dokudaki kontrolii (inkiibasyon Oncesi retinal gevseme yanitlar)
ile karsilastirildiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum) gevseme yiizdeleri ve
siireleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamistir (Sekil 15, Tablo 9

velO).

4.5.1.3. Guanilat Siklaz inhibitérii ODQ’ nun Etkisi

Prostaglandin Fo, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
retina dokusu guanilat siklaz inhibitoric ODQ (10'5M; 30 dk.) ile inkiibe edilmistir.
1nkiibasyon siiresinin sonunda retinal arterler PGF,q (3x10'5M) ile benzer kasilma
diizeyinde prekontrakte edilmis ve retinanin etkisi tekrar incelenmistir. Retinaya baglh
gevseme yanitlart ayn1 dokudaki kontrolii (inkiibasyon oncesi retinal gevseme yanitlar)
ile karsilastirildiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum) gevseme yiizdeleri ve
siireleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamistir (Sekil 16, Tablo 9

vel0).

4.5.1.4. Deendotelize Edilmis izole Sigir Retinal Arterlerinde Retinamin Etkisi

Prostaglandin Fg (3x10'5M) ile prekontrakte edilen deendotelize sigir retinal
arterleri {izerine retina dokusunun yerlestirilmesi yine bifazik karakter gosteren akut bir
gevseme yamitina neden olmustur. Ik faz gevseme yamtlarinin endoteli intakt (kontrol)
retinal arterlerde elde edilen ilk faz gevseme yanitlar ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu buna karsin ikinci faz gevseme yanitlarinin ise
daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ancak retinaya bagli toplam (maksimum) gevseme
yanitlarinin % degerleri ve yanitlarin olusma siireleri ag¢isindan deendotelize ve endoteli

intakt retinal arterler arasinda istatsitiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil
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17, Tablo 9 ve 10). Bununla birlikte deendotelize damarlarda PGF,, ile elde edilen

prekontraksiyon diizeyinin endoteli intakt olan kontrolii ile karsilastirildiginda azaldigi

gozlenmistir (Tablo 8).
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Sekil 14: Retinaya bagli olarak goriillen gevseme yanitlarinda siklooksijenaz inhibitorii
indometazinin (10°M) etkisi.

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 15: Retinaya baglh olarak goriilen gevseme yanitlarinda NO sentaz inhibitorii L-NOARG'
m (10*M) etkisi.

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 16: Retinaya bagl olarak goriilen gevseme yanitlarinda guanilat siklaz inhibitorii ODQ’
nun (10°M) etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 17: Deendotelize edilen izole sigir retinal arterlerinde retinaya bagli olarak goriilen
gevseme yanitlari.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,s) % cinsinden degeri.

*p<0.01: Kontrol (endoteli intakt) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig
gostermektedir.
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Tablo 8: Deendotelize veya ¢esitli inhibitorler ile inkiibe edilen izole sigir retinal arterlerinin
uzunluklari, i¢ caplar1 ve PGF,, ile elde edilen prekontraksiyon diizeyleri.

Uzunluk ic cap Prekontraksiyon n

(mm) (nm) (mN/mm)
Kontrol 1.7540.02 233.00+11.35 1.204+0.20 6
+indo. (10°M) 1.16+0.15 6
Kontrol 1.7320.04 233.87£11.04 0.74%0.13 6
+L-NOARG (10*M) 0.81+0.15 6

Kontrol 1.58+0.30
+ODQ (10°*M)
Kontrol 1.68+0.05

Deendotelize 1.56%0.12

237.67£16.04 1.30£0.23

1.42+0.21 8
228.92+18.68  1.50+0.07 6
207.48%€11.65  1.02+0.21* 6

n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Kontrol (endoteli intakt) ile

gostermektedir.

karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig
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Tablo 9: Deendotelize veya cesitli inhibitorler ile inkiibe edilen izole sigir retinal arterlerinde
retina dokusuna bagli olarak olusan gevseme yanitlart.

Kontrol

+indo. (10°°M)

Kontrol

+L-NOARG (10*M)

Kontrol

+ODQ (10°M)

Kontrol

Deendotelize

R1 (%) R2 (%) n RT (%) n
51.1243.91 52.31¥7.84 6 103.43£7.19 6
54.74+5.69 42451472 6 98.22+7.79 6
52.2419.40 48.4315.63 4 89.94+8.83 6
50.20+4.79 52.14£3.99 4 97.47t6.33 6
42.95+3.75 52.83+3.56 6 94.15+2.33 8
38.04+2.61 43.68£9.30 6 83.13+7.23 8
49.7816.56 44.6616.37 4 94.43+0.61 6
73.98%+2.09* 24.33£1.78* 4 101.174£345 6

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,s) % cinsinden degeri.
*p<0.01: Kontrol (endoteli intakt) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig

gostermektedir.
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Tablo 10: Deendotelize veya cesitli inhibitorler ile inkiibe edilen izole sigir retinal arterlerinde
retinaya bagli gevseme yanitlarinin olusma siireleri.

Kontrol
+ Indo. (10°M)

Kontrol
+L-NOARG (10*M)

Kontrol
+ODQ (10°M)

Kontrol
Deendotelize

T1 (dk.) T2 (dk.) TT (dk.) n
6.40£0.86 9.45%1.19 16.51£1.61 6
6.9510.79 10.77£0.86 16.57£2.56 6
6.82%0.75 11.85%£0.96 15.66£2.60 6
6.05+0.71 15.28%2.56 19.3243.46 6
6.15+0.48 11.00£2.00 15.44£2.34 8
5.80%1.51 12.65%£3.26 17.38£3.51 8
5.85%1.28 6.40£1.26 10.69£1.58 6
5.23%20.75 7.91£1.16 13.27£1.17 6

T1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin olusma siiresi.
T2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin olugma siiresi.
TT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (T ) olusma siiresi.

n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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4.5.2. Potasyum Kanallarimin Roliiniin incelenmesi

Bu deneylerde kullanilan retinal arterlerin uzunluklari, i¢ ¢ap Olciileri ve PGF,q
ile elde edilen prekontraksiyon diizeyleri birbiriyle uyumluluk gostermektedir (Tablo

11).

4.5.2.1. K*,rp Kanal inhibitorii Glibenklamidin Etkisi

Prostaglandin Fo, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
retina dokusu K'atp kanalinin inhibitorii olan glibenklamid (Glib. 10'5M, 30dk.) ile
inkiibe edilmistir. Inkﬁbasyon siiresinin sonunda retinal arterler PGF5 (3x10'5M) ile
benzer kasilma diizeyinde prekontrakte edilmis ve retinanin etkisi tekrar incelenmistir.
Glibenklamid inkiibasyonu varliginda elde edilen retinaya baglh gevseme yanitlar1 ayni
dokudaki kontrolii (inkiibasyon oncesi retinal gevseme yanitlari) ile karsilastirildiginda
ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum) gevseme yiizdeleri ve siireleri acisindan

istatistiksel olarak anlamli1 farkli bulunmamustir (Sekil 18, Tablo 12 vel3).

4.5.2.2. K*carr Kanal inhibitorii Tetraetilamonyumun Etkisi

Prostaglandin  Fyq (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
retina dokusu K*c,.; kanallarinin nonspesifik inhibitdrii olan tetraetilamonyum (TEA;
10'2M; 30 dk.) ile inkiibe edilmistir. 1nkiibasyon siiresinin sonunda retinal arterler
PGF,,, (3)(10"5 M) ile benzer kasilma diizeyinde prekontrakte edilmis ve retinanin etkisi
tekrar incelenmistir. TEA inkiibasyonu varliginda elde edilen retinaya bagli gevseme
yanitlari, aym1 dokudaki kontrolii (inkiibasyon Oncesi retinal gevseme yanitlari) ile
karsilastirlldiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum) gevseme yiizdeleri ve
siireleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamistir (Sekil 19, Tablo 12

ve 13).
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4.5.2.2.i. BK*ca.. Kanal inhibitorii Karibdotoksinin Etkisi

Prostaglandin  Fyq (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
retina dokusu K'c,., kanallarinm bir alt tipi olan BK'c,, kanalinin inhibitorii olan
karibdotoksin (CTX; 10'M, 30 dk.) ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
retinal arterler PGF,q (3x10'5M) ile benzer kasilma diizeyinde prekontrakte edilmis ve
retinanin etkisi tekrar incelenmistir. CTX inkiibasyonu varliginda elde edilen retinaya
bagh gevseme yanitlar1 ayn1 dokudaki kontrolii (inkiibasyon Oncesi retinal gevseme
yanitlar1) ile karsilastirlldiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum) gevseme
yiizdeleri ve siireleri acgisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamistir (Sekil

20, Tablo 12 ve 13).

4.5.2.2.ii. SK* ¢4+ Kanali Inhibitorii Apaminin Etkisi

Prostaglandin  Fyq (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve
retina dokusu K¢, kanallarinin bir alt tipi olan SK'c..s kanalinmn inhibitorii olan
apamin (5x107M, 30 dk.) ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda retinal
arterler PGF, (3x10'5M) ile benzer kasilma diizeyinde prekontrakte edilmis ve
retinanin etkisi tekrar incelenmistir. Apamin inkiibasyonu varliginda elde edilen
retinaya bagli gevseme yanitlart ayni dokudaki kontrolii (inkiibasyon Oncesi retinal
gevseme yanitlari) ile karsilastirildiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum)
gevseme ylizdeleri ve siireleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamustir

(Sekil 21, Tablo 12 ve 13).
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4.5.2.2.iii. BK* .. Kanal inhibitorii Karibdotoksin ve SK*¢,., Kanal inhibitorii

Apamin Kombinasyonunun Etkisi

Karibdotoksin ve apaminin sirasiyla, BK .,y ve SK'c.., kanallarmin spesifik
inhibitorleri, birlikte kullanilmasinin bu kanallarin {izerinde daha giiclii bir inhibisyona
neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle PGF,, (3x10'5M) ile prekontrakte edilen
izole sigir retinal arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti alindiktan sonra
retinal arterler ve retina dokusu BK ¢, inhibitérii olan karibdotoksin (CTX 10'M, 30
dk.) ve SK*c,s, inhibitdrii olan apamin (5X10'7M, 30 dk.) kombinasyonu ile inkiibe
edilmistir. 1nkiibasyon siiresinin sonunda retinal arterler PGF,, (3X10'5M) ile benzer
kasilma diizeyinde prekontrakte edilmis ve retinanin etkisi tekrar incelenmistir. CTX ve
apaminin kombine inkiibasyonu varliginda elde edilen retinaya bagh gevseme yanitlari,
aynt dokudaki kontrolii (inkiibasyon Oncesi retinal gevseme yanitlar1) ile
karsilastinlldiginda ilk faz, ikinci faz ve toplam (maksimum) gevseme yiizdeleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamustir (Sekil 22, Tablo 12). Ancak,
retinaya bagli ilk faz ve toplam (maksimum) gevseme yanitinin olugsma siirelerinin

inhibitor kombinasyonu varliginda arttig1 gézlenmistir (Tablo 13).
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Sekil 18: Retinaya bagli olarak goriilen gevseme yanitlarinda K'yrp kanali inhibitorii
glibenklamidin (10°M) etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevgeme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 19: Retinaya bagli olarak goriilen gevseme yanitlarinda K*¢,,, kanali inhibitérii TEA’ nin
(10”°M) etkisi.

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 20: Retinaya bagl olarak goriilen gevseme yanmitlarinda BK ', kanali inhibitoriit CTX in
(107M) etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 21: Retinaya bagli olarak goriilen gevseme yamitlarinda SK'c,,, kanali inhibitorii
apaminin (5x107"M) etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,) % cinsinden degeri.
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Sekil 22: Retinaya bagl olarak goriilen gevseme yamtlarinda CTX (107M) ve apamin
(5x107M) kombinasyonunun etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E ) % cinsinden degeri.
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Tablo 11: K'sp veya K'c,,, kanallarinin inhibitorleri ile inkiibe edilen izole sigir retinal
arterlerinin uzunluklari, i¢ ¢aplar1 ve prekontraksiyon diizeyleri.

Uzunluk ic cap Prekontraksiyon n
(mm) (nm) (mN/mm)
Kontrol 1.7340.02 222.29+6.04 1.2540.16 9
+Glib. (10°°M) 1.10+0.12 9
Kontrol 1.67+0.07  226.07+8.53 1.3040.12 9
+TEA (10>M) 1.3040.13 9
Kontrol 1.6740.06  244.87+7.10 1.34+0.09
+CTX (10'M) 1.40+0.11
Kontrol 1.7240.03  226.21+9.72 1.06+0.20 6
+Apamin (5x107M) 1.0240.18 6
Kontrol 1.6940.05  230.69+9.43 1.20+0.18 6
+CTX (10'M) + 1.0440.19 6

Apamin (5x107M)

n: Retinal arter sayisi.
p> 0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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Tablo 12: K'yrp veya K'c,., kanallarimin inhibitorleri varhiginda retinaya bagl gevseme

yanitlart.
R1 (%) R2 (%) n  RT (%)

Kontrol 60.2144.20 52124738 5 109.03+7.99
+Glib. (10°M) 52.53+5.01 44874519 5 93.2247.30
Kontrol 50.2445.71 62.55+7.37 6 107.69%8.41
+TEA (10°M) 56.8247.28 44404543 6 96.3315.67
Kontrol 57.8842.61 41.60+4.84 5 97.9442.00
+CTX (107M) 40.56+10.33  41.99+11.49 5  85.5448.91
Kontrol 46.85+9.59  48.47+7.82 6 95824255
+Apamin (5x10"M) 50.97+7.77 40.12+47.81 6 96.16%1.06
Kontrol 62.8143.20  38.2246.17 6  95.52+1.77
+CTX (10'M) + 61.63+7.22 35462772 6 97.09+0.92
Apamin (5x10”M)

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,) % cinsinden degeri.

n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.



Tablo 13: K'srp veya K'c,., Kanallarimin inhibitorleri varhiginda retinaya bagh gevseme

yanitlarinin olusma siireleri.
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Kontrol
+Glib. (10°M)

Kontrol
+TEA (10>M)

Kontrol
+CTX (10"'M)

Kontrol
+Apamin (5x10"M)

Kontrol
+CTX (10'M) +
Apamin (5x10"M)

T1 (dk.) T2 (dk.) n TT (dk.) n
5.7910.27 8.74%0.89 15.7240.83
4.48+0.87 10.46£0.99 13.30+1.40
5.02+0.28 10.7320.7 6 15.89£0.62 9
7.1410.71 14.29+2.17 6 18.47£2.63 9
5.53%£1.05 7.81+£1.02 12.54£0.73
5.81%£1.53 13.81+4.43 16.65£3.80
4.60+0.74 6.49£1.00 6 10.44£1.10 6
6.54%1.68 8.91£098 6 12.93+1.45 6
3.47£0.45 5.95+0.86 6 9.630.75 6
5.76x0.59* 7.95%£1.26 6 13.77£1.80* 6

T1: Retinaya bagh olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin olugma siiresi.
T2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin olugma siiresi.

TT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (T ) olusma siiresi.

n: Retinal arter sayisi.

*p<0.05: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.
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4.5.3. Kalsiyum Kanallarimin Roliiniin incelenmesi

Bu grup deneylerde ¢alisilan retinal arterlerin uzunluklari, i¢ ¢ap olciileri ve elde
edilen prekontraksiyon diizeyleri birbiriyle uyumluluk gostermektedir (Tablo 14 ve 15).
Bununla birlikte, nifedipin inkiibasyonunun PGF,, ile olusturulan prekontraksiyon

diizeyinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Tablo 14).

4.5.3.1. L-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallarimin Etkisi

4.5.3.1.i. L-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanal Agonisti Bay k 8644’iin Etkisi

KCl1 (20mM) ile depolarize edilmis izole sigir retinal arterler {izerine kiimiilatif
olarak Bay k 8644’iin (10°-10°M) uygulanmas: konsatrasyon-bagimli kasilma
yanitlarina neden olmustur (Epaxs: 0.60£0.11 mN/mm, pD,: 8.52+0.13, n=8, Sekil 23).
Retinanin gevsetici etkisi Bay k 8644’°lin maksimum kasilma olusturan konstrasyonu ile
prekontrakte edilen arterlerde incelenmistir. Bay k 8644 (10°M) ile prekontrakte
edilmis retinal arterlerin iizerine bir parca retina dokusunun yerlestirilmesi akut
baslayan ve bifazik 6zellik gosteren gevseme yanitina neden olmustur (Sekil 24). Bay k
8644 (10°M) ile prekontrakte edilen retinal arterlerinde elde edilen maksimum gevseme
diizeyi PGF», (3x10°M) ile prekontrakte edilen arterlerde gdzlenen maksimum
gevseme yanitindan farkli bulunmamistir (sirasiyla; Enpaks: % 93.4913,36, n=8 ve %

94.45+1.57, n=12, p>0.05 ).

4.5.3.1.ii. L-Tipi Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanah inhibitorii Nifedipinin Etkisi

Prostaglandin Fpq (3x10'5M) ile prekontrakte izole sigir retinal arterlerinde
retinaya bagli gevseme yaniti alindiktan sonra retinal arterler ve retina dokusu L-tipi
voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin inhibitorii nifedipin (Nif. 10°M, 30 dk.) ile inkiibe

edilmistir. 1nki'1basyon suresinin ardindan retinal arterler PGF,q (3x10’5M) ile tekrar
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prekontrakte edilmis ve iizerine retina dokusu yerlestirilmistir. Nifedipin inkiibasyonu,
retinaya bagli olarak goriilen gevseme yanitinin ilk fazinda artma, ikinci fazinda ise
azalma olusturmus ancak toplam (maksimum) gevsemeyi degistirmemistir. Buna karsin,
nifedipin PGF, (3x10°M) ile olusturulan prekontraksiyon diizeylerinde ayn1 dokudaki
kontrolii ile (inkiibe edilmemis retinal arter ve retina dokusu) karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Retinaya bagl olarak
goriilen gevsemenin olusma siirelerinde ise anlamli bir farkliliga neden olmamustir

(Sekil 25, Tablo 16 ve 17).

4.5.3.2. SERCA Inhibitorii Siklopiyazonik Asidin Etkisi

Retinaya  bagli  olarak  goriilen gevseme  yamitinda  SERCA’nin
(sarkoplazmik/endoplazmik retikulum kalsiyumATP,,) rolii bu pompanin spesifik
inhibitorii siklopiyazonik asit (CPA) kullamlarak test edilmistir. ilk olarak kiimiilatif
CPA (10%-10°M) uyglanmas: ile retinal arterlerin CPA’ya karst reaktivitesi
incelenmistir. Retinal arterlere kiimiilatif olarak CPA (10®-10°M) uygulanmasi
herhangi bir yanita neden olmamustir (Sekil 26). Ardindan PGF, (3x10’5M) ile
prekontrakte izole sigir retinal arterlerinde retinaya bagli kontrol gevseme yaniti
alindiktan sonra retinal arterler ve retina dokusu SERCA inhibitorii CPA (10'6M, 30
dk.) ile inkiibe edilmistir. Inkﬁbasyon siiresinin sonunda retinal arterler PGF,, (3x
10°M) ile tekrar benzer diizeyde prekontrakte edilerek retinanin etkisi incelenmistir.
CPA inkiibasyonu, retinaya baglh olarak goriilen gevseme yanitlarinda ve yanitin
olusma siirelerinde kontrol ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farkliliga neden olmamustir (Sekil 27, Tablo 16 ve 17)

4.5.4. Kalsiyuma Kars1 Duyarhihgin incelenmesi

Kalsiyumsuz ortamda (kalsiyumsuz Krebs Ringer bikarbonat soliisyonu)
dengelendirilen ve KCI 20 mM ile depolarize edilen retinal arterler iizerine kiimiilatif
olarak CaCl, (107-10?M) uygulanmasi konsantrasyon bagimli kasilma yanitlarina

neden olmustur. Buna karsin, lizerine bir parga retina dokusu yerlestirilerek 20 dakika
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siireyle bekletilen retinal arterlerde CaCl,’ nin kastirict etkisi tamamen inhibe olmustur
(Sekil 28, 29). Ote yandan, CaCl, ile prekontrakte retinal arterlerin {izerine bir parca
retina dokusunun yerlestirilmesi ise akut baslayan ve bifazik karakter gosteren tam bir

gevseme yanitina neden olmustur (Sekil 28).

4.5.5. Ekstraseliiler Kalsiyumun Uzaklastirllmasimin Etkisi

Kalsiyumsuz ortamda (kalsiyumsuz Krebs Ringer bikarbonat soliisyonu) 30
dakika siireyle dengelendirildikten sonra PGF, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole
sigir retinal arterleri lizerine retina dokusunun yerlestirilmesi akut baslayan ve
genellikle bifazik karakter gosteren gevseme yanmitina neden olmustur (Sekil 29).
Gevseme yanitinin profili ve maksimum diizeyi, kalsiyumlu ortamda elde edilen
kontrolleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmamustir (Sekil

30, Tablo18 ve 19).
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Sekil 23: izole sigir retinal arterlerinde L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal agonisti Bay k
8644’iin konsantrasyon-yanit egrisi.



98

A)
KCl Bay k 8644
20mM (10-6M) + Retina -Retina
P i i
£
£
z
£
L
8 dak.
B)

Gevseme (%)
> &
o o
[ ] [ ]

-80=

-100-

Sekil 24: L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal agonisti Bay k 8644 (10°M) ile prekontrakte
edilen izole si1g1r retinal arterlerinde retinanin gevsetici etkisinin orijinal trase (A) ve bar grafik
(B) olarak gosterimi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 25: Retinaya bagh olarak goiiriilen gevsetici etkide L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanali

inhibitorii nifedipinin (10"M) etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
*p<0.05, ** p<0.01: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 26: izole sigir retinal arterlerinde SERCA inhibitorii CPA’ nin (10°%-10°M) etkisi (orijinal
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Sekil 27: Retinaya bagh olarak goriilen gevsetici etkide SERCA inhibitorii CPA’ nin (10°M)

etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevgeme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
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Sekil 28: Kalsiyumsuz ortamda iizerine retina dokusu yerlestirilmemis (A) ve yerlestirilmis (B)
izole s1g1r retinal arterlerinde CaCl,’nin (10”-10M) konsantrasyon-yanut iliskisi (orijinal trase).



1.0-
T 0.8+
£
2 0.6+
E
g 0.4-
F 0.2-
N4

0.0+

102

1 1 1
75 65 55 45 35 25 15

CaCl, (-Log M)

Sekil 29: Kalsiyumsuz ortamda iizerine retina dokusu yerlestirilmemis (m) ve yerlestirilmis (A )
izole sigir retinal arterlerinde CaCl,’iin (107-10”M) konsantrasyon-yanit egrileri.
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Sekil 30: Kalsiyumlu [Ca™(+)] ve kalsiyumsuz [Ca**(-)] ortamda PGF,, (sirasiyla; 3x10°M ve
3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde retinanin gevsetici etkisi.
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Tablo 14: L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal antagonisti nifedipin (Nif. 10°M) ) veya SERCA
inhibitorii CPA (10°M) ile inkiibe edilen izole sig1r retinal arterlerinin uzunluklari, i¢ caplari ve

prekontraksiyon diizeyleri.

Uzunluk ic cap Prekontraksiyon n

(mm) (pm) (mN/mm)
Kontrol 1.7320.02 242.47%5.33 1.3620.12 9
+Nif. (10°M) 0.99+0.09* 9
Kontrol 1.55%0.10 218.78+10.68 1.28%0.12 6
+CPA (10°M) 1.1040.19 6

n: retinal arter sayisi

*p<0.001: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farklilig1 ifade etmektedir.

Tablo 15: Kalsiyumlu [Ca™(+)] ve kalsiyumsuz [Ca*"(-)] ortamlarda PGF,, ile prekontrakte
edilen izole sig1r retinal arterlerinin uzunluklari, i¢ ¢aplari ve prekontraksiyon diizeyleri.

Uzunluk ic cap Prekontraksiyon n
(mm) (pm) (mN/mm)
PGFZa
Ca™ (+) 1.671£0.05 224.55+13.85 1.0410.14 12
Ca™ (-) 1.73+0.02 233.32+6..2 1.1320.15 6

n: Retinal arter sayisi
p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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Tablo 16: L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal antagonisti nifedipin (Nif. 10°M) veya SERCA
inhibitorii CPA (10°M) varliginda retinaya bagh gevseme yanitlari.

R1 (%) R2 (%) n RT (%) n

Kontrol 54.41+4.80 52.04+3.06 4 103.58%+3.86 9
+Nif. (10°M) 77.35+4.63**  21.1744.03* 4 99.03%1.69 9
Kontrol 59.41+6.41 37.19+6.35 6  96.60£2.62 6
+CPA (10°M) 74.03£12.13 19.32+10.10 3 93.45%1.81 6

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,) % cinsinden degeri.

n: Retinal arter sayisi.

*#*p<0.01; *p<0.05: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farklilig1 ifade etmektedir.

Tablo 17: L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal antagonisti nifedipin (Nif. 10°M) veya SERCA
inhibitorii CPA (10°M) varliginda retinaya bagl gevseme yamitlariin olusma siireleri.

T1 (dk.) T2 (dk.) n TT (dk) n
Kontrol 5.12+0.40 8.51%1.14 4 14.18%+1.00
+Nif. (10°M) 4.53%1.15 11.70£2.21 4 11.48£1.66
Kontrol 4.1910.43 6.3710.61 6 10.72+0.83 6
+CPA (10°M) 3.88£1.48 6.05£1.11 3 11.48+1.54 6

T1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

T2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

TT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yamtinin (T,.s) dakika cinsinden
olusma siiresi.

n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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Tablo 18: Kalsiyumlu [Ca™(+)] ve kalsiyumsuz [Ca™"(-)] ortamlarda PGF,, ile prekontrakte
edilen izole sig1r retinal arterlerinde retinaya bagli gevseme yanitlari.

R1 (%) R2 (%) n RT (%) n

PGFZa
Ca™ (+) 45.8414.38 49.24+4.02 11 94.45£1.57 12
Ca™ (-) 50.2449.03 43.31£11.86 6 93.54%4.12 6

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagli olarak goriilen toplam gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.
n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.

Tablo 19: Kalsiyumlu [Ca™(+)] ve kalsiyumsuz [Ca*"(-)] ortamlarda PGF,, ile prekontrakte
edilen izole sig1r retinal arterlerinde retinaya bagli gevseme yanitlarinin olusma siireleri.

T1 (dk.) T2 (dk) n TT (dk) n
PGFZa
Ca™ (+) 5.19+0.72 9.14%+1.31 11 13.72+1.86 12
Ca™ (-) 3.91+0.87 6.08+1.03 6 10.12£1.61 6

T1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

T2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin dakika cinsinden olusma siiresi.

TT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam gevseme yanitinin (T,,,) dakika cinsinden olusma siiresi.
n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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4.6. Diisiik Prekontraksiyon Diizeyinde Retinaya Bagh Gevsetici Etkinin
Incelenmesi

Bazi inhibitorler ile inkiibasyonun (6r. Nifedipin) ya da deendotelizasyonun
retinal arterlerde, PGF,, (3x10'5M) ile olusturulan prekontraksiyon diizeyinde kismen
azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Her iki durumda da retinaya bagli maksimum
gevsetici etki degismemis ancak ilk ve ikinci faz gevsemelerde istatistiksel olarak
anlamli benzer farkliliklarin olustugu gozlenmistir. Bu nedenle, bir grup sigir retinal
arterlerinde PGF,, ile daha diisiik prekontraksiyon diizeyi olusturularak retina kaynakl
gevsetici etkinin prekontraksiyon diizeyinin azalmasina bagli olarak degisip
degismedigi incelenmistir. Bu amacgla, Oncelikle maksimal konsantrasyonda PGF;,
(3x10°M) ile prekontrakte edilen retinal arterlerde retina dokusuna bagli kontrol
gevseme yaniti elde edilmis ve retinal arterler bir saat dinlenmeye birakilmistir.
Ardindan retinal arterler daha diisiik diizeyde kasilma olusturacak PGF,, dozu
(3x10°°M) ile tekrar kastirilmis ve retinaya bagli gevseme yaniti elde edilmistir. PGFyq
ile olusturulan iki farkli prekontraksiyon diizeyinde retina ile elde edilen gevseme
yanitlar1 karsilagtirilmistir. Retinaya bagli gevseme yanitinin maksimum diizeyi ve
olugsma siiresinin retinal arterin prekontraksiyon diizeyinin azalmasina bagli olarak
degisiklik gostermedigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, retinaya bagh ilk faz gevseme
yanitinin diisiik prekontraksiyon diizeyinde arttigi, ikinci faz gevseme yanitinin ise
azaldigi gozlenmistir (Sekil 31 ve 32, Tablo 20 ve 21). Retina kaynakli gevseme
yanitinda goriilen bu degisiklikler nifedipin uygulanmasi ve deendotelize edilen retinal

arterlerdeki degisiklikler ile benzerlik gostermektedir.
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Sekil 31: Diisiik prekontraksiyon diizeyinde retinanin gevsetici etkisi.

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevgeme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.

*p<0.01: Normal prekontraksiyon diizeyinde kastirilmig retinal arterlerde elde edilen retinal gevsemelere
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Normal: PGF,, (3x10’5M) ile olugturan prekontraksiyon diizeyi.

Diisiik: PGF,, (3x10'6M) ile olugturan prekontraksiyon diizeyi.
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Sekil 32: Diisiik prekontraksiyon diizeyinin retinaya bagli olusan gevsetici etkinin olugma
siirelerine etkisi.

T1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin olusma siiresi.

T2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin olugma siiresi.

TT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam gevseme yanitinin (T,,,) olusma siiresi.
p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.

Normal: PGF,, (3x10°M) ile olusturan prekontraksiyon diizeyi..

Diisiik: PGF,, (3x10°M) ile olusturan prekontraksiyon diizeyi.
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Tablo 20: izole sigir retinal arterlerinin normal (PGFyq; 3x10'5M) ve diisiik (PGF,; 3x10'6M)
prekontraksiyon diizeylerinde elde edilen retinaya bagli gevseme yanitlari.

Prekontraksiyon R1 R2 n RT n

(mN/mm) (%) (%) (%)
Normal 1.5240.07 39.1914.88 55.7245.03 5  94.58+0.71 7
Diisiik 1.16£0.10** 57.90+6.20*  37.8245.56* 5  97.61x1.28 6

R1: Retinaya bagh olarak gériilen ilk faz gevseme yamtinin % cinsinden degeri.

R2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevgeme yanitinin % cinsinden degeri.

RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam gevseme yanitinin (E,,,s) % cinsinden degeri.

n: Retinal arter sayisi.

*p<0.01, ** p<0.001: Normal prekontraksiyon diizeyinde kastirilmus retinal arterlerle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Tablo 21: izole sifir retinal arterlerinin normal (PGF,; 3x10°M) ve diisiik (PGF,q; 3X10’6M)
prekontraksiyon diizeylerinde elde edilen retinaya bagli gevseme yanitlarinin olusma siireleri.

T1 (dk.) T2 (dk.) n TT(dk.) n
Normal 6.30£0.93  10.33%£1.84 5 16.05£1.52 7
Diisiik 4.641+0.54 8.19£1.02 5 12.39£1.30 7

T1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin olusma siiresi.

T2: Retinaya bagl olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin olugma siiresi.

TT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam gevseme yanitinin (T,,,) olusma siiresi.
n: Retinal arter sayisi.

p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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4.7. Rho Kinaz Yolagimin Roliiniin incelenmesi

Bu grup deneylerde calisilan retinal arterlerin uzunluklari, prekontraksiyon

diizeyleri, i¢ ¢ap ol¢iileri ve birbiriyle uyumluluk gostermektedir (Tablo 22).

4.7.1. PGF,, ile Prekontrakte Edilen izole Sigir Retinal Arterlerinde Rho Kinaz
Inhibitorii Y27632’nin Etkisi

Prostaglandin Fpq (3x10'5M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerine
kiimiilatif olarak rho kinaz inhibitori Y27632nin (10®-10*M) uygulanmasi
konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlarina neden olmustur (Sekil 33, ve 34; Tablo 23 ).
Elde edilen maksimum gevseme yanmiti diizeyi retinaya bagli olarak goriilen gevseme
yanit1 ile benzerlik gostermektedir (Epaks; Y27632: %98.78 £ 2.58 ve Retina: %94.45 +
1.57; p>0.05).

4.7.2. KCl ile Prekontrakte Edilen izole Sigir Retinal Arterlerinde Rho Kinaz
Inhibitérii Y27632’nin Etkisi

Potasyum kloriir (120mM) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerine
kiimiilatif olarak rho kinaz inhibitéri Y27632’nin  (10®-10"M) uygulanmasi
konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlarina neden olmustur. Ancak, elde edilen
gevsetici etkinin maksimum diizeyi PGF,q (3x10°M) ile prekontrakte edilen retinal
arterlerle karsilastirldiginda daha diisiik bulunmustur (Sekil 33 ve 34, Tablo 23). Buna
karsin rho kinaz inhibitorii Y27632 ile elde edilen maksimum gevseme yanmiti KClI ile
prekontrakte edilen retinal arterlerde retinaya bagli olarak goriilen gevseme yaniti ile
benzerlik gostermektedir (Enaks; Y27632: %55.23 £ 5.85 ve Retina: %48.30 + 2.70;
p>0.05).
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Sekil 33: (A) PGF,, (3x10°M) ve (B) KCI (120 mM) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde rho kinaz inhibitérii Y27632’nin (10®-10*M) ve retinanin gevsetici etkisi (orijinal
trase).
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Sekil 34: PGF,, (3x10°M) ve KCl (120 mM) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde rho kinaz inhibitérii Y27632 nin (10°°-10*M) konsantrasyon-yanit egrisi.

*p<0.01, ** p<0.001: PGF,, ile prekontrakte retinal arterlerde elde edilen gevsemelerle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliligr ifade etmektedir.
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Tablo 22: PGF,, (3x10°M) ve KCI (120mM) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinin uzunluklari, i¢ caplar1 ve prekontraksiyon diizeyleri.

Uzunluk i¢ccap Prekontraksiyon n

(mm) (um) (mN/mm)
PGF;q 1.60£0.07 223.06£7.01 1.17£0.13 8
KCl 1.631£0.08 217.77£3.89  0.730.15 7

n: Retinal arter sayisi
p>0.05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.

Tablo 23: PGF,, (3x10°M) ve KCI (120 mM) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal
arterlerinde rho kinaz inhibitorii Y27632’nin olusturdugu maksimum gevseme yaniti (E,.s) ve
pD, degerleri.

Emaks
pD; (%) n
PGF;, 5.99+0.10 08.78+2,58 8
KCl 6.07+0.09 55.23+5.85%* 7

pD;: Maksimum kasilma yanitinin %50’sini olugturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri
(- log ECs).

Epaks ¢ Yiizde (%) cinsinden maksimum gevseme yaniti.

n : izole si81r retinal arter sayis1.

*p<0.0001: PGF,, ile prekontrakte retinal arterlerde elde edilen gevseme ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Retinal arterlerin toniisii retina ve/veya endotel kaynakli ¢esitli vazoaktif
maddeler (nitrik oksit, prostasiklin, endotelin-1 vb.) araciligiyla lokal olarak
diizenlenmektedir (11,12,18,19,29). Izole sigir retinal arterleri ve retinasinda yapilan bir
calismada retinadan yeni bir gevsetici faktoriin saliverildigi ve retinal arterlerin
toniisiiniin diizenlenmesinde roliiniin olabilecedi bildirilmistir (26). Calismamizda,
yapist ve etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis olan bu retina kaynakli yeni
gevsetici faktoriin (RRF) etkisini ve muhtemel etki mekanizmasini incelemeyi
hedefledik. Elde ettigimiz bulgular, retinadan retinal arteri gevseten bir faktoriin
saliverildigi goriisiinii desteklemis, ©Onceki arastirmacilarin sonuclar1 ile paralellik
gostermis ve retina kaynakli gevsetici etkinin mekanizmasina 1s1k tutacak yeni sonuclari

ortaya koymustur.

Calismamizda ilk olarak sigir retinal arterinin cesitli spazmojen ajanlara karsi
reaktivitesi, endotel fonksiyonu ve diiz kas gevseme kapasiteleri incelenmistir. Izole
sigir retinal arterlerine kiimiilatif olarak NA, tromboksan A, anologu U46619, ET-1 ve
PGF,, nin uygulanmasi konsantrasyon-bagimli kasilma yanitlarina neden olmustur. ET-
1 ve U46619 ile retinal arterlerde elde edilen maksimum kasilma yanitlarinin, NA ve
PGF,,, ile karsilastirlldiginda daha yiiksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermedigi gozlenmistir. Bununla birlikte ET-1"in, diger spazmojen ajanlarla,
U46619’un ise NA ve PGF,q ile karsilastirildiginda daha potent oldugu belirlenmistir.
Spazmojen ajanlarla elde ettigimiz bu bulgular retinal arterin reaktivitesini inceleyen
diger in vitro caligmalarin sonuglar ile uyumluluk gostermektedir (17,25,26,34,82). Bu
caligmalarda da endotelin-1, retinal arterlerin en ¢cok duyarli oldugu spazmojen ajan
olarak tanimlanmistir. Retinal arterlerin otonom sinir sistemi tarafindan innerve
edilmedigi bilinmektedir (11,12). Ancak izole sigir retinal arterleri iizerinde NA’in
diger spazmojen ajanlara yakin diizeyde kasilma olusturmasi retinal arterlerde
adrenerjik reseptorlerinin  bulundugunu gostermektedir. Daha Once sigir retinal
arterlerinde yapilan bir calismada da adrenerjik reseptorlerinin bulundugu bildirilmistir

(17).



114

Retinanin etkisi, spazmojen ajanlar ile benzer diizeyde kastirilmis sigir retinal
arterlerinde incelenmistir. Ancak, calisilan spazmojen ajanlardan NA ile olusturulan
prekontraksiyon diizeyinin stabil kalmadig1r gozlenmistir. NA, 30mM KClI ile kombine
edildiginde ise retinal arterlerde stabil bir prekontraksiyon diizeyi elde edilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, 30 mM KCl'nin retinaya bagh gevseme yanitini degistirmedigi
bildirilmistir (38). Biz de 6n deneylerimizde NA (10'4M) ile KCI 30mM’1n kombine
(NAK) edilmesinin retinanin gevsetici etkisini degistirmedigini gozlemledik. Bu
nedenle, retinanin NA ile prekontrakte damarlardaki etkisi KCI (30mM) varliginda test
edilmistir. Ayrica, bu kastiric1 ajanlardan farkli olarak reseptor aracisiz bir mekanizma
ile kasilma olusturan KCI (120mM) ile prekontrakte edilen retinal arterlerde de retina
dokusunun etkisi incelenmistir. KCI, retinal arterlerde diger kastiric1 ajanlara gore daha
zayif bir kasilma yanitina neden olmaktadir (26). Bizim ¢alismamizda da KCI’nin diisiik
konsantrasyonlart retinal arterlerde giiclii bir kasilma yamiti olusturmamistir. Bu
nedenle, KCl yiiksek konsantrasyonda (120mM) uygulanmis ve bdylece diger

spazmojen ajanlar ile benzer diizeyde kasilma yanit1 elde edilmistir.

Noradrenalin ve potasyum kloriir kombinasyonu (NAK), tromboksan A,
anologu U46619, ET-1 veya PGF,, ile benzer kasilma diizeyine prekontrakte edilmis
izole sigir retinal arterleri iizerine bir parca retina dokusunun yerlestirilmesi akut
baslayan ve genellikle bifazik karakter gosteren tam bir gevseme yanitina neden
olmustur. Retina kaynakli gevsetici etkiyi gosteren ilk caligmalardan farkli olarak
bulgularimiz, bu gevsetici etkinin iki fazda gerceklestigini ortaya koymustur. Retinaya
bagli gevseme yaniti, retina dokusu retinal arter iizerinden kaldirildiginda tamamen
geriye donmekte ve tekrarlanabilir 6zellik gostermektedir. Ayni retinanin ilk ve sonraki
uygulamalar1 arasinda elde edilen gevseme yanitlarinin profili, yiizdeleri ve olusma
siireleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaistir. Sican (37) ve fare
(38) retinalarinda yapilan c¢aligmalarda da retinaya bagli gevseme yanitinin

tekrarlanabilir 6zellikte oldugu bildirilmistir.

Retinaya bagli gevseme yamiti mekanik bir etki sonucunda ortaya
cikmamaktadir. Ciinkii, prekontrakte retinal arterler iizerine retina ile benzer biiyiikliikte

koroid dokusunun yerlestirilmesi retina ile benzer profilde ve diizeyde bir gevsetici
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etkiye neden olmamistir. Ayrica prekontrakte edilen retinal arterler de retina ile her
zaman gevseme yanitt alinirken koroid ile bazen zayif bir gevseme bazen de kasilma
yoniinde etkiler elde edilmistir. Retina kaynakli gevsetici etkiyi gosteren ilk ¢alisma da

koroidin retinal arter iizerindeki etkisinin retinadan farkli oldugunu gostermektedir (26).

Cesitli spazmojen ajanlarla prekontrakte edilen retinal arterlerde retinaya bagh
gevseme yanitlar1 profil ve maksimum acisindan farklilik gostermemistir. Ancak, KCl
(120 mM) ile prekontrakte retinal arterlerde retinanin gevsetici etkisinin daha diisiik
diizeyde ve tek fazli oldugu gozlenmistir. Bu bulgu, RRF’in ortaya konuldugu ilk
calisma ile de uyumluluk gostermektedir (26). NA, U44619, ET-1 ve PGF,, , damar diiz
kasinda reseptor aracili kalsiyum kanallarini, KCI ise yaptigi depolarizasyon sonucu
voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 acarak kasilma yaniti olusturan spazmojen
ajanlardir. KCl ile prekontrakte edilen retinal arterlerde retina kaynakli gevsetici etkinin
daha diisiik olmasi, KCI ile olusturulan depolarizasyonun retinadan RRF’in
serbestlenmesini ve/veya retinal arterlerin RRF’e duyarliligini azaltmis olabilecegini

diistindiirmektedir.

Spazmojen ajanlar ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterleri iizerine
retina dokusunun yerlestirilmesi, akut baslayan ve genellikle 4-6 dakika i¢inde stabil
olan gevsemeye neden olmakta ardindan bu ilk faza gore daha uzun siirede sonlanan ve
yine hizla baslayan ikinci bir gevseme fazi olusturarak kasilmayir tamamen geri
cevirmektedir. Calismamizda ilk kez ortaya konulan bu bifazik gevseme profili,
retinanin gevsetici etkisini iki farkli mekanizma ya da faktor araciligiyla gosterdigini
diisiindiirmektedir. Ilging olarak NAK ile yapilan 7, PGF,, ile yapilan 12, U46619 ile
yapilan 6 deneyden birer tanesinde, ET-1 ile yapilan 7 deneyden ise iki tanesinde
retinaya bagli gevseme yamiti bifazik karakter gostermemis ve maksimum gevseme
yanit1 tek fazda meydana gelmistir. Bu durum c¢alismamizin ilerleyen asamalarinda da
benzer siklikta gozlenmis ve bazi deneylerde retinaya bagli gevseme yaniti tek fazda
elde edilmistir. Ancak, KCl (120mM) ile prekontrakte edilen retinal arterlerde de retina
her zaman tek fazli bir gevseme yanitina neden olmustur. Calismamizda kullandigimiz
retinal arterler ve retina genellikle ayn1 bolgeden izole edilerek deneylerin standardize

edilmesine 6zen gosterilmistir. Ancak, retinaya bagh gevseme yanitinin, genellikle iki
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faz halinde meydana gelirken bazi dokularda tek fazli olmasi, dokusal veya bolgesel

varyasyonlarin olabilecegini de diistindiirmektedir.

Retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde NO’nun 6nemli bir roliiniin
oldugu ortaya konmustur (29,30). NO, L-argininden NO sentetaz enzimini araciliiyla
sentez edilmekte ve sentezlenen NO, guanilat siklaz enzimini aktive ederek sGMP
araciligiyla damar diiz kasinda gevsemeye neden olmaktadir. L-NOARG, NO sentetaz
enzimini inhibe etmekte ve NO olusumunu engellemektedir. ODQ ise guanilat siklazi
inhibe ederek SGMP olusumunu engellemektedir. izole sig1r retinal arterlerinin ve retina
dokusunun NO sentaz inhibitorii L-NOARG ve guanilat siklaz inhibitorii ODQ ile
inkiibasyonu, retinaya baglh gevsetici etkide istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige
neden olmamistir. Bu sonuglar, RRF’in NO’dan farkli oldugunu ve etki
mekanizmasinda guanilat siklaz enziminin aktivasyonunun roliiniin olmadigim
diisiindiirmektedir. Bulgularimiz sigir, sican ve fare retinasinda yapilan ilk ¢alismlar ile

de benzerlik gostermektedir (26,37,38).

Retinal arterlerin endotel ve diiz kas gevseme kapasitelerinin zayif oldugu
bildirilmektedir (13,14,15). Izole sigir retinal arterlerinde Ach ve SNP ile elde ettigimiz
zayif gevseme yanitlar1 da bu goriisii desteklemektedir. Ach ve SNP, sGMP araciligiyla
gevseme olusturan sirasiyla, endotel aracili ve direkt etkili vazodilator ajanlardir. Sigir
retinal arterlerinde retinanin gevsetici etkisinin bu ajanlarin etkilerinden farkli olarak
tam olmasi1 RRF’ in etkisinde NO ve guanilat siklaz aracili mekanizmalarin rol almadigi
gorilislinii desteklemektedir. Ayrica, retinal arterlerde Ach ve SNP kismen gevseme
olustururken, retinanin tam gevsemeye neden olmasi da RRF’ in farkli bir mekanizma

ile etki ettigini gostermektedir.

Vazodilator prostaglandinlerin izole sigir retinal arterler iizerine gevsetici
etkilerinin oldugu bilinmektedir (25). Retinal arterlerin ve retina dokusunun,
siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10°M) ile inkiibasyonunun retinanin gevsetici
etkisinde bir degisiklilige neden olmamasi, RRF’ in prostasiklin gibi siklooksijenaz

yolagi {riinii gevsetici bir madde olmadiginm gostermektedir (26,37). Ayrica
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prostasiklinin izole sigir retinal arterleri iizerinde gosterilen gevsetici etkisinin (25)
retina kaynakli gevsetici etki ile karsilastirildiginda daha diisiik olmas1 da bu bulgumuzu

desteklemektedir.

Retinanin olusturdugu gevsetici etki deendotelize edilen izole sigir retinal
arterlerinde incelenmis ve maksimum gevsetici etkinin endoteli intakt preparatlarda elde
edilen yanitlardan farkli olmadigi belirlenmistir. Calismamizin bu asamasinda elde
ettigimiz bulgular, retinanin gevsetici etkisinin endotel ile ilgili olmadigini gosteren ve
gevsetici faktoriin NO ve prostasiklin disinda bir vazodilator oldugunu bildiren diger
calismalar ile de parallellik gostermektedir (26,38,39). Ancak ilgin¢ olarak,
deendotelize edilen izole sigir retinal arterlerinde, retinaya bagh ilk faz gevseme
yanitinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttifi, ikinci faz gevseme yanitinin ise
azaldigr gozlenmistir. Bu nedenle, deendotelize preparatlardaki gevseme yanitinin
fazlarinda elde ettigimiz bu farkliligin baska bir mekanizma ile iliskili olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu arada, deendotelize edilen izole sigir retinal arterlerinde PGF,, ile
olusturulan prekontraksiyon diizeyinin endoteli intakt preparatlarla karsilastirildiginda
daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bunun iizerine, diisiik prekontraksiyon diizeyinde
kastirilan retinal arterlerde yaptigimiz bir grup deneyde, retinaya bagli gevseme
yanitinin deendotelize damarlardakine benzer bir sekilde degistigi, ilk fazinin arttigi,
ikinci fazinin ise azaldigi, gozlenmistir. Bu sonug, deendotelize retinal arterlerde
retinanin  gevsetici etkisinde goriilen bu degisikligin prekontraksiyon diizeyinin

azalmasi ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Potasyum kanallarinin ag¢ilmasinin damar diiz kasinda hiperpolarizasyona neden
olarak gevsemeye aracilik ettigi bilinmektedir (44,83-85). Retina kaynakli gevsetici
etkide bu kanallarin aktivasyonunun da rol oynayabilecegi diisiiniilmiis ve K ap ve
K'cas+ kanali inhibitorleri varh@inda retinanin etkisi incelenmistir. Retinal arterler ve
retina dokusunun K*arp kanali inhibitérii glibenklamid ve nonspesifik K'c,., kanali
inhibitorii, TEA ile inkiibasyonu retinanin gevsetici etkisinde istatistiksel olarak anlaml
bir farkliliga neden olmamustir. Bununla birlikte, K¢,y kanallarimin temelde iki farkls
alt tipinin olmasi (44,48,85), TEA’nin bu kanallara nonspesifik (86) olarak etki

gostermesi nedeniyle retinanin gevsetici etkisi BK a4 ile SK¥cayr kanallarinin spesifik
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inhibitorleri varliginda incelenmistir. Retinanin gevsetici etkisinin BK cais kanali
inhibitorii CTX, SK'c,; kanali inhibitérii apamin veya CTX ile apaminin
kombinasyonu varlifinda da degisiklik gostermemesi TEA ile elde edilen bulgulari
desteklemistir. Bu bulgular retinanin gevsetici etkisinde K*atp ve K'c.ys kanallarmim

aktivasyonunun roliiniin olmadigin1 gdstermektedir.

Calismamizda retinanin gevsetici etkisinde kalsiyum ile iligkili mekanizmalarin
etkisi de ayrintili olarak incelenmistir. Bu amagla hiicre icine kalsiyum girisi, hiicre
icinde kalsiyum depolanmasi, diiz kasin kalsiyuma kars1 duyarlhilifi, ektraseliiler
kalsiyumun rolii ve kalsiyum duyarlilagsmasi ile iligkili mekanizmalarin retina kaynakli

gevsetici etkideki olasi rolleri arastirilmstir.

Hiicre icine kalsiyum girisine aracilik eden temel mekanizmalardan birisi L-tipi
voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin acilmasidir (50,51). Bu kanallarin kapanmasi hiicre
disindan kalsiyum girisini engelleyerek damarlarda gevsemeye neden olmaktadir.
Retinanin gevsetici etkisinde bu kanallarin kapatilmasinin rolii olabilecegi diistiniilmiis
ve bu kanallarin spesifik agonisti ya da antogonisti varliginda retinaya bagh gevsetici
etki incelenmistir. KCl (20mM) ile depolarize edilmis izole sigir retinal arterlerine
kiimiilatif olarak L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarmin spesifik agonisti Bay k
8644 (86-88) uygulanmasi, konsatrasyon-bagimli kasilma yanitlarina neden olmustur.
Retinaya bagl gevsetici etki, Bay k 8644’iin maksimum kasilma olusturan konstrasyonu
ile prekontrakte edilen retinal arterlerde incelenmistir. Bay k 8644 ile prekontrakte
edilen retinal arterlerin iizerine retina dokusunun yerlestirilmesi, PGF,, ile prekontrakte
edilen arterlere benzer sekilde, akut baslayan ve bifazik karakter gOsteren tam bir
gevseme yanitina neden olmustur. Bu durumda, retinanin gevsetici etkisinin Bay k 8644
ve KCl ile prekontrakte edilmis retinal arterlerde farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bay
k 8644’tin L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarini1 dogrudan, KCl’nin ise
depolarizasyon olusturarak acgtigi bilinmektedir (87,88). Bununla birlikte, bazi
caligmalarda KCI’nin hem depolarizasyon olusturak hem de kalsiyum duyarlilagsmasina
neden olarak kasilma olusturdugu bildirilmistir (69-72). llging olarak, kalsiyumsuz
ortamda yaptigimiz 6n deneylerde Bay k 8644’iin herhangi bir kasilmaya neden

olmadigt KCl’'nin ise kalsiyum igeren ortamdakine yakin kasilma olusturdugu
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gozlenmistir (veriler gosterilmemistir). Bu durum, Bay k 8644 ve KCl’nin retinal
arterleri kastirici etkisinde farkliliklar olabilecegini, KCI’nin kalsiyum duyarlilagsmasina,
Bay k 8644’iin ise ekstraselliiler kalsiyuma bagimli bir mekanizma araciligi ile kasilma
olusturdugunu diistindiirmektedir. Ayrica, gerek retinal arterde gerekse diger damar
yataklarinda Bay k 8644 ile olusturulan kasilmalar1 sadece bu kanallar1 kapatarak etki
gosteren ajanlarin degil nitrovazodilatorler gibi baska mekanizmalarin araciligr ile diiz
kas1 gevseten ajanlarinda etkin olarak geriye dondiirdiigii goriilmektedir (87). Buna
gore, retinal arterlerde Bay k 8644 ile olusturulan kasilmanin retina ile tamamen geriye
dondiiriilmesi, RRF’in bu kanallar1 kapatarak etki gosterdigini tam olarak ortaya

koymamaktadir.

Retinanin gevsetici etkisinde L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin rolii,
daha ayrintili olarak incelenmek iizere bu kanallarin spesifik inhibitorii nifedipin
(50,52,89) varliginda incelenmistir. Retina dokusunun ve retinal arterlerin nifedipin ile
inkiibasyonu, retinaya bagli maksimum gevseme yanitin1 degistirmemistir. Ancak,
gevseme yanitinin ilk fazinda artmaya, ikinci fazinda ise azalmaya neden olmustur.
Bununla birlikte, nifedipin inkiibasyonunun retinal arterlerin PGF,, ile olusturulan
prekontraksiyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden oldugu da
gozlenmistir. Diisiik  prekontraksiyon diizeyinde retinanin  gevsetici  etkisini
inceledigimiz deneylerin sonuglart dikkate alindiginda, nifedipin inkiibasyonu
sonrasinda retina yamtinda gozlenen bu degisikligin prekontraksyon diizeyinin
diismesiyle ilgili olabilecegi goriilmektedir. Buna gore bulgularimiz, retinanin gevsetici
etkisinde L-tipi voltaj bagimhi kalsiyum kanallarinin bir roliiniin olmadigini
diisiindiirmektedir. Bulgularimiz sican retinasinda elde edilen sonuglart (37)

desteklemektedir.

Sarkoplazmik/endoplazmik retikulum, hiicre i¢inde kalsiyum deposu olarak
gorev yapan bir organeldir. Cesitli agonistler veya kalsiyum iyonu bu depodan kalsiyum
serbestlenmesine neden olarak kasilma olusturmaktadir. Sarkoplazmik/endoplazmik
retikulum membraninda bulunan SERCA pompast ise hiicre i¢indeki kalsiyumun bu
organel icinde depolanmasini saglamaktadir (87,90). Retinanin gevsetici etkisinde

SERCA pompasinin aktivasyonunun bir rolii olabilecegi diisiiniilmiis ve bu pompanin
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spesifik inhibitorii varliginda retinanin etkisi incelenmistir. Calismamizda retina
dokusunun ve retinal arterlerin SERCA inhibitorii CPA (87,90) ile inkiibasyonu RRF’in
gevsetici etkisinde herhangi bir farkliliga neden olmamistir. Bu bulgu, retinanin
gevsetici etkisine bu pompanin aracilik etmedigini gostemekte ve sican retinasinda
yapilan calismayr da desteklemektedir (37). Ayrica, izole sigir retinal arterleri iizerine
kiimiilatif olarak CPA’nin uygulanmasi retinal arterlerde kasilma yanitina neden
olmamistir. izole sigir retinal arterinde SERCA pompasinin rolii iizerine yapilmis
caligmalar sinirlidir. Sicanlarda yapilan bir ¢calismada CPA’nin femoral, mezenterik ve
karotid arterlerinde akut baglayan ve hizla geriye donen bir kasilma yanitina neden
oldugu gosterilmistir (90). CPA’nin kastirici etkisinin karotid arterlerde digerlerine gore
daha diisiik olmas1 SERCA’nin karotid arterlerdeki fonksiyonel roliiniin femoral ve
mezenterik arterler ile karsilastirlldiginda daha diisiik olmasi ile yorumlanmistir (90).
Calismamizda, CPA’nin izole sigir retinal arterlerinde herhangi bir kasilmaya neden
olmamasi, sarkaoplazmik retikulumun kalsiyum depolayict etkisinin bu arterde diisiik
oldugunu diisiindiirmekte ve retinanin gevsetici etkisinde SERCA pompasinin roliiniin

olmadig1 goriisiinii giiclendirmektedir.

Retinanin gevsetici etkisinde ekstraseliiler kalsiyumun 6nemi de arastirilmistir.
Ekstraseliiler kalsiyumun ortamdan uzaklastilmasi ile retinanin gevsetici etkisinde
herhangi bir azalmanin olmadig1 gozlenmistir. Gevseme yanitinin profili ve maksimum
diizeyi, kalsiyumlu ortamda elde edilen kontrolleri ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli farkli bulunmamistir. Bu bulgu, retina kaynakli gevsetici etkinin

ekstraseliiler kalsiyuma bagimli olmadigin1 ortaya koymaktadir.

Cesitli vazoaktif ajanlarin, diiz kasta kontraktil proteinlerin kalsiyuma karsi
duyarliligim1 azaltarak gevsemeye neden oldugu bildirilmistir (91,92). Retina kaynakl
gevsetici faktoriin, retinal arterlerde kontraktil proteinlerin kalsiyuma kars1 duyarliligi
azaltarak gevsemeye neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle retinal arterlerde,
ekstraseliiler kalsiyumun yoklugunda, CaCl, ile olusturulacak kasilmalarin retina
varligindaki degisimi incelenmistir. Kalsiyumsuz ortamda dengelendirilen ve KCI (20
mM) ile depolarize edilen retinal arterler lizerine kiimiilatif olarak CaCl, uygulanmasi

konsantrasyon-bagimli kasilma yanitlar1 olusturken iizerine bir parca retina dokusu
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yerlestirilen retinal arterlerde CaCl,’nin kastirict etkisinin tamamen inhibe oldugu
gozlenmistir. Ote yandan, CaCl, ile prekontrakte retinal arterlerin iizerine bir parca
retina dokusunun yerlestirilmesi yine, akut baslayan ve bifazik karakter gosteren
gevseme yanitina neden olmus ve CaCl, kasilmasini tamamen geriye dondiirmiistiir. Bu
bulgular dogrultusunda retinanin, diiz kasta kontraktil proteinlerin kalsiyuma karsi

duyarliliginin azaltarak gevsemeye neden oldugu ileri siiriilebilir.

Calismamizda retina kaynakli gevsetici etkinin kalsiyum duyarlilagmas ile ilgili
mekanizmalardan birisi olan rho kinaz yolag ile iligkisi de arastirilmistir. Rho kinaz
enziminin aktivasyonunun diiz kaslarda, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki
artistan bagimsiz bir mekanizma ile kasilmaya neden oldugu ortaya konmustur (60,63).
Buna bagli olarak cesitli calismalarda rho kinaz enzimin inhibe edilmesinin diiz
kaslarda gevsetici etkiye aracilik ettigi gosterilmistir (64,93). Calismamizda, rho kinaz
enziminin spesifik inhibitérii Y27632’nin izole sigir retinal arterlerindeki etkisi
incelenmis ve retina kaynakli gevsetici etki ile karsilastirnllmistir. PGF,, veya KCl ile
prekontrakte edilen retinal arterler iizerine kiimiilatif olarak rho kinaz inhibitorii
Y27632’nin uygulanmasi konsatrasyon-bagimli gevsemelere neden olmustur. Y27632,
retinal arterlerde PGF,, ile olusturulan kasilmalar1 tamamen, KCI ile olusturulan
kasilmalar1 ise kismen geriye dondiirmiistiir. Y27632’nin retinal arterleri gevsetici etki
profilinin retinanin gevsetici etkisi ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bu bulgular,
retina kaynakli gevsetici etkinin rho kinaz yolaginin inhibisyonu ile iligkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Sonug¢ olarak izole sigir retinal arterlerinde yapilan bu calisma, retinanin
gevsetici etkisini ortaya koymaktadir. Bulgularimiz retina kaynakli gevsetici etki
gosteren kisitli sayidaki calismanin sonuglari ile benzerlik gostermekte ve RRF’in
varligin1 desteklemektedir. Calismamizda ©zgiin olarak, retina kaynakli gevsetici
etkinin bifazik bir karakter gosterdigi ortaya konmustur. Retinanin gevsetici etkisinde
damar endotelinin ve endotel kaynakli vazoaktif maddelerin rolii incelenmis ve onceki
caligmalara paralel olarak retina kaynakli gevsetici etkide, endotelden bagimsiz
mekanizmanin rol oynadigi ve NO, prostasiklin gibi endojen vazodilator maddelerin

aracilik etmedigi gosterilmistir. Ayrica, K'arp ve K'car kanallarinin acilmasinin,
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SERCA pompasinin aktivasyonunun ya da L-tipi voltaj bagimlh kalsiyum kanallarinin
kapanmasinin retina kaynakli gevsetici etkide rol oynamadig1 belirlenmistir. Retina
kaynakli gevsetici etkinin ekstraseliiler kalsiyuma ihtiyac duymadigir gézlenmis ancak
diiz kasin kalsiyuma karsi duyarhligin1 azalttign belirlenmistir. Ilging olarak, retina
kaynakli gevsetici etkinin rho kinaz enzimini inhibe eden bir ajanin olusturdugu
gevsetici etki ile benzerlik gosterdigi ortaya konmustur. Calismamizda elde ettigimiz
tiim bu bulgularin dogrultusunda retinanin retinal arterdeki gevsetici etkisine, diiz kasin
kontraktil proteinlerinin kalsiyuma karsi duyarliligini azaltmasinin ve/veya rho kinazi
inhibe ederek diiz kasta kalsiyum duyarlilasmasinin engellemesinin aracilik ettigi
diistiniilmektedir. Calismamizin bundan sonraki asamasinda, retinanin gevsetici
etkisinde rho kinaz ile iliskili mekanizmalarin daha ayrintili olarak incelenmesi
hedeflenmistir. Bu c¢alisma bilinen vazodilatorlerden farkli bir maddenin retinadan
saliverilerek retinal arterlerin toniisiinii regiile ettigini gostermektedir. Caligmamizin
RRF’in yapisinin ve patofizyolojik Oneminin arastirilmasina yonelik bir¢cok yeni
caligmaya da aracilik edecegini diisiinmekteyiz. Bu dogrultuda biz de goz ile iliskili ya
da gozii etkileyebilecek diyabet, hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda bu

yeni gevsetici faktoriin etkinligini incelemeyi planlamaktay1z.
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