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1,3-PBIT

1,4-PBIT
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20-HEDE

20-HETE

5,14-HEDGE

5-LO

a’h

ADP
AE-TIUs
AGEs

AMP
AMT

ANOVA
ANP
AP-1
Apaf-1

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZIiNi

N-asetil-Asp-Glu-Val-Asp-aldehit
(N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde)
Fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir
(phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea] dihydrobromide)
Fenilen-1,4-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir
(phenylene-1,4-bis[ethane-2-isothiourea] dihydrobromide)

7-Nitroindazol (7-nitroindazole)

20-Hidroksieikoza-6(Z),15(Z)-dienoik asit
(20-hydroxieicosa-6[Z],15[Z]-dienoic acid) (WIT002)

20-Hidroksieikozatetraenoik asit

(20-hydroxyeicosatetraenoic acid)

N-[20-Hidroksieikoza-5(Z),14(Z)-dienoil]glisin
(N-[20-hydroxyeicosa-5(Z),14(Z)-dienoyl] glycine)

5-Lipoksijenaz (5-lipoxygenase)

Agirlik/hacim

Adenozin difosfat (adenosine diphosphate)
Aminoetil-izotiyotireler (aminoethyl-isothioureas)
Ileri glikosilasyon son iiriinleri

(advanced glycosylation end products)

Adenozin 5¢monofosfat (adenosine 5¢monophosphate)
2-Amino-5,6-dihidro-6-metil-4H-1,3-tiyazin
(2-amino-5,6-dihydro-6-methyl-4H- 1, 3-tiazine)
Varyans analizi (analysis of variance)

Atriyal natriiiretik peptit (atrial natriuretic peptide)

Etkinlestirici protein-1 (activating protein-1)

Apoptoz etkinlestirici faktor-1 (apoptosis activating factor-1)
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ASK1

ATP
ATPaz
Bcl-2
BH4
BNP
CAPON

CD
C/EBP
CNP
COX
COX-2
CREB

CYP
¢GS
DMSO
DNA
EDTA
E. coli
ECsg

EET
ELISA

Emaks
eNOS

ERK

ET

Apoptoz sinyal diizenleyici kinaz (apoptosis signal-regulating
kinase)

Adenozin trifosfat (adenosine triphosphate)

Adenozin tripfostfataz (adenosine triphosphatase)

B-cell leukemia/lymphoma-2

Tetrahidrobiyopterin (tetrahydrobiopterin)

Beyin natriiiretik peptit (brain natriuretic peptide)
COOH-terminal postsynaptic density-95/discs large/zona
occludens-1 ligand of neuronal nitric oxide synthase

Cluster of differentiation

CCAAT enhancer binding protein

C tiirli natritiretik peptit (C type natriuretic peptide)
Siklooksijenaz (Cyclooxygenase)

Indiiklenebilir siklooksijenaz (inducible cyclooxygenase)
Siklik adenozin 5¢monofosfat yanit elementini baglayici protein
(cyclic adenosine 5¢monophosphate response element-binding
protein)

Sitokrom P450 (cytochrome P450)

Coziinebilir guanilil siklaz (soluble guanylyl cyclase)
Dimetilsiilfoksit (dimethysulphoxide)

Deoksiribontikleik asit (deoxyribonucleic acid)
Etilendiamintetraasetik asit (ethylenediaminetetraacetic acid)
Escherichia coli

Derisim-yanit egrilerinden hesaplanan %50 etki olusturan
derisim

Epoksieikozatrienoik asit (epoxyeicosatrienoic acid)
Enzyme-linked immunosorbent assay

Derigsim-yanit egrilerinden hesaplanan maksimum etki
Endoteliyal nitrik oksit sentaz (endothelial nitric oxide synthase)
Ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz (extracellular signal-
regulated kinase)

Endotoksin
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ETPI

FAD
FADD
FDA
PFK
FGF
FLA,
FLC
FMN
Foxp3
GAPDH

GMP

GS

GTP
GW274150

h/h
HIF1
hsp90
ICso
IGF1
IFN
IL

1P

IP;
IRAK

IRF1

5-Etil-N-[4-trifloro(metil)fenil]-izotiyoiire
(5-Ethyl-N-[4-trifluoro(methyl)phenyl]-isothiourea)
Istatistiksel analizlerde tek-yonlii varyans analizi sonrasinda
hesaplanan anlamlilik diizeyi (probability)

Flavin adenin diniikleotit (flavin adenine dinucleotide)
Fas-associated death domain

Food and Drug Administration

Fosfofruktokinaz (phosphofructokinase)

Fibroblast biiytime faktorii (fibroblast growth factor)
Fosfolipaz A, (phospholipase A>)

Fosfolipaz C (phospholipase C)

Flavin mononiikleotit (flavin mononucleotide)

Forkhead box 3

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

Guanozin 5émonofosfat (guanosine 5¢monophosphate)
Guanilil siklaz (guanylyl cyclase)

Guanozin 5'-trifofosfat (guanosine 5'-triphosphate)
(S)-2-amino-(1-iminoetilamino)-5-tiyoheptanoik asit
(/S]-2-amino-[1-iminoethylamino]-5-thioheptanoic acid)
Hacim/hacim

Hipoksi ile indiiklenebilen faktor 1 (hypoxia-inducible factor 1)
Heat shock protein 90

Enzim etkinligini %50 oraninda azaltan derisim

Insiiline benzeyen biiyiime faktérii (insulin-like growth factor 1)
Interferon (interferon)

Interldkin (interleukin)

Intraperitoneal (intraperitoneal, intraperitoneally)
Inozitol-1,4,5-trifosfat (inositol-1,4, 5-triphosphate)
Interldkin-1 reseptor ile iliskili kinaz (interleukin-1 receptor-
associated kinase)

Interferon diizenleyici faktdr 1 (interferon regulatory factor 1)
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iNOS
JNK
KH
K

KT5823

LBP

LCy
L-NAME
L-NA
L-NAA
L-NIL
L-NIO
L-NMMA

LPS

LTA

MAPK

MAPKK

MAPKKK

MEG
MEK1

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase)
c-jun N-terminal kinase

Kalp hiz1

Enzim-inhibitor etkilesmesinde ayrisma degismezi

(dissociation constant for enzyme-inhibitor interaction)
(9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-hekzahidro-10-metoksi-2,9-dimetil-
1-0kso-9,12-epoksi-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3',2",1'-kl]pirrolo
[3.,4-1][1,6]benzodiazosin-10-karboksilik asit metil ester
(/9S,10R,12R]-2,3,9,10,11,12-hexahydro-10-methoxy-2,9-
dimethyl-1-oxo-9,12-epoxy-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3",2",1"-
kl]pyrrolo[3,4-i] [1,6] benzodiazocine-10-carboxylic acid
methyl ester)

Lipid baglayici protein (/ipid binding protein)

20 kDa myosin light chain

N nitro-L-arjinin metil ester (N“-nitro-L-arginine methyl ester)
N-nitro-L-arjinin (N-nitro-L-arginine)

N-amino-arjinin (N-amino-arginine)

L-N°-(1-iminoetil)-lizin (L-N°-/I-iminoethyl]-lysine)
L-N°-(1-iminoetil)-ornitin (L-N"-/I-iminoethy[)-ornithine)

N metil-L-arjinin hidrokloriir (546C88)

(N®-methyl-L-arginine hydrochloride)

Lipopolisakkarit (lipopolysaccharide)

Lipoteikoik asit (/ipoteichoic acid)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz (mitogen-activated
protein kinase)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz (mitogen-activated
protein kinase kinase)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz kinaz (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase)

2-Merkaptoetilguanidin (2-mercaptoethylguanidine)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz 1 (mitogen-

activated protein kinase kinase 1)

xxiii



MEK?2 Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz 2 (mitogen-
activated protein kinase kinase 2)
MEKK Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz kinaz 1

(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1)

MLCK Miyozin hafif zincir kinazi (myosin light chain kinase)
MLK Mixed lineage kinase

mRNA Haberci riboniikleik asit (messenger RNA)

MTKI1 Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz kinaz 4

(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4)

MyD88 Miyeloit farklilasma faktorii 88 (myeloid differentiation factor 88)

NAD Nikotinamit adenin diniikleotit (nicotinamide adenine
dinucleotide)

NADPH Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat (nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate)

NAPI10 Nitrik oksit sentaz ile iliskili protein 110
(nitric oxide synthase-associated protein 110)
NMDA N-Metil-D-aspartik asit (N-methyl-D-aspartic acid)
NF-kB Niikleer faktor-kB (nuclear factor-kB)
nNOS Noronal nitrik oksit sentaz (neuronal nitric oxide synthase)
NO Nitrik oksit (nitric oxide)
NOS Nitrik oksit sentaz (nitric oxide synthase)
NOSIP Endoteliyal nitrik oksit sentaz ile etkilesen protein

(endothelial nitric oxide synthase-interacting protein)

NOSTRIN Endothelial nitric oxide synthase traffic inducer
NS-398 N-(2-siklohekziloksi-4-nitrofenil)-metansiilfonamit
(N-[2-cyclohexyloxy-4-nitrophenyl]-methansulphonamide)
OAB Ortalama arter basinci
ODQ 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on
(1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one)
P Istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi (probability)
PARP PoliADP-riboz polimeraz (polyADP-ribose polymerase)
PARS Poli (ADP-riboz) sentaz (poly [ADP-ribose] synthase)
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PD98059

PDK

PDZ
PG
PGI,
PI3K
PIN
PK
PKG
PKB
PMCA

PSD
SAPK

SC

SDS
SEK1
SERCA

siklik GMP
sitozolik FLA,
SMTs

SNAP

SOD

SSA

SSS

STAT-3
STAT-1a

N-Metil-4-(2-siyanofenil)piperazinil-3-metilbenzamit
(N-Methyl-4-(2-cyanophenyl)piperazinyl-3-methylbenzamide)
Fosfoinozitide bagimli protein kinaz (phosphoinositide-dependent
protein kinase)

Postsynaptic density-95/discs large/zona occludens-1
Prostaglandin (prostaglandin)

Prostasiklin (prostacyclin)

Fosfoinozitit-3-kinaz (phosphoinositide-3-kinase)

Dynein light chain

Protein kinaz (protein kinase)

Protein kinaz G (protein kinase G)

Protein kinaz B (protein kinase B)

Plazma membrani kalsiyum/kalmoduline bagimli Ca**-ATPaz
(plasma membrane calcium/calmodulin-dependent Ca’*-ATPase)
Postsynaptic density

Stres ile etkinlestirilen protein kinaz (stress-activated protein
kinase)

Subkiitan (subcutaneous, subcutaneously)

Sodyum dodesil siilfat (sodium dodecyl sulfate)

SAPK/ERK kinase 1

Sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca**-ATPaz
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca’*-ATPase)

Siklik guanozin monofosfat (cyclic guanosine monophosphate)
Sitozolik fosfolipaz A, (cytosolic phospholipase A;)
S-metilizotiyoiireler (S-methylisothioureas)
S-Nitrozo-N-asetil-penisilamin (S-nitroso-N-acetyl-penicillamine)
Stiperoksit dizmutaz (superoxide dismutase)

S1g1r serum albumini (bovine serum albumin)

Santral sinir sistemi

Signal transducer and activator of transcription-3

Signal transducer and activator of transcription-1o
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TAK

TEF
TEMED
TGF
TLR
TNF
TRAF
TRIM

TTC
U0126

UV
VASP

VEGF

vynil-L-NIO

W1400

YKST
yNOS

Transforme edici biiylime faktorii ile etkinlestirilen kinaz
(transforming growth factor-activated kinase)

Trombosit etkinlestirici faktor (platelet activating factor)
Tetrametiletilendiamin (N, N,N',N'-tetramethylethylenediamine)
Transforme edici biiylime faktorii (transforming-growth factor)
Toll-like receptor

Timor nekroze edici faktor (fumor necrosis factor)

TNF reseptorii ile iliskili faktor (TNF receptor-associated factor)
1-(2-triflorometilfenil)-imidazol
(1-[2-trifluoromethylphenyl]-imidazole)

Tris tampon ¢ozeltisi
1,4-Diamino-2,3-disiyano-1,4-bis[2-aminofeniltiyo]biitadien
(1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio] butadien
Ultraviyole (ultraviolet)

Vazodilator ile uyarilan fosfoprotein

(vasodilator-stimulated phosphoprotein)

Vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (vascular endothelial
growth factor)

N°-(1-imino-3-butenil)-L-ornitin
(N’-[1-imino-3-butenyl]-L-ornithine)
N-3-aminometil-benzilasetamidin
(N-3-aminomethyl-benzylacetamidine)

Yagsiz kurutulmus siit tozu (non-fat dry milk)

Yapisal nitrik oksit sentaz (constitutive nitric oxide synthase)
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OZET

Endotoksemik Sicanlarda Ekstraseliiler Sinyal ile Diizenlenen Kinaz 1/2 ve
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Yolu Aracihikh Vaskiiler Hiporeaktivitenin
Mekanizmalarinin Arastirilmasi

Bu calismada, secici indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz (iNOS) veya
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2) inhibitorii uygulanan
endotoksemik sicanlardan izole edilen torasik aortada olusabilecek (1) a-
adrenerjik reseptor aracihkhi kasilma yanitlarindaki degisikliklere coziinebilir
guanilil siklaz (¢GS) ve protein kinaz G (PKG)'nin katkisinin olup olmadigi ve (2)
gelisebilecek kaspaz-3 ile iliskili apoptotik/antiapoptotik olaylarda NO/siklik
guanozin monofosfat yolunun katkisimin olup olmadigr arastirildi. In vivo
calismalarda kontrol grubu olarak serum fizyolojik ve endotoksik sok grubu
olarak endotoksin (ET), deney grubu olarak da tek basina veya ET ile birlikte
secici iINOS inhibitorii 1,3-PBIT ile mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz 1
(MEK1) tarafindan ERK1/2 fosforilasyonun secici inhibitorii U0126 uygulanan
sicanlar kullanildi. Serum fizyolojik veya ET enjeksiyonundan once ve birinci,
ikinci, ticiincii ve dordiincii saatlerde ortalama arter basinci ve kalp hizi kayitlar
alindi. Deneyler sonunda sicanlar oldiiriilerek kan ve torasik aortalar1 alindi.
Alman kandan hazirlanan serum orneklerinde nitrit ve nitrat diizeyleri olciildii.
Vaskiiler kontraktilite calismalarinda endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilms
torasik aorta kapah halka preparatlar1 kullanildi. Ortamda segici ¢GS inhibitorii
ODQ ya da secici PKG inhibitorii KT5823 yoklugunda ve varhi@inda noradrenalin
ile kiimiilatif derisim-yanit egrileri ¢ikarildi. Doku homojenatlarindan hazirlanan
siipernatantlarda MEK1, ERK1/2, iNOS, ¢GS ve PKG protein ekspresyonu ve
etkinligi ozgiil antikorlar veya Kkitler kullanilarak ol¢iildii. Bu ¢alismanin bulgular:
(1) endotoksemik sicanlardan izole edilen torasik aortada etkinligi artan MEK1'in
ERK1/2'yi etkinlestirmesinin ardindan iNOS protein ekspresyonu ve etkinligi ile
¢GS ve PKG enzimlerinin etkinligindeki artmanin a-adrenerjik reseptor aracilikh
kasilma  yamitlarindaki  azalmaya  katkida  bulundugunu ve (2)
MEKI1/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG yolundaki enzimlerin etkinligindeki artmanin
apoptotik olaylarda rol oynayan enzimlerden biri olan kaspaz-3 etkinliginde
azalmaya neden olabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Endotoksin, hipotansiyon, vaskiiler hiporeaktivite,
apoptoz, MEK1, ERK1/2, iINOS, ¢GS, PKG, sican, torasik aorta
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ABSTRACT

Investigation of mechanisms of vascular hyporeactivity mediated by
extracellular signal-regulated kinase 1/2 and inducible nitric oxide synthase
pathway in endotoxemic rats

In this study, it was investigated whether (1) soluble guanylyl cyclase (sGC)
and protein kinase G (PKG) contribute to the alterations in a-adrenergic receptor-
mediated contractions in thoracic aorta isolated from endotoxemic rats treated
with selective inducible nitric oxide (NO) synthase (iINOS) or extracellular signal-
regulated kinase 1/2 (ERK1/2) inhibitor and (2) NO/cyclic guanosine
monophosphate  pathway contributes to caspase-3-mediated apoptotic/
antiapoptotic events. In in vivo studies, saline and endotoxin (ET)-injected rats
were used as control and endotoxic shock groups, respectively. Rats treated with a
selective iNOS inhibitor, 1,3-PBIT, and a selective inhibitor of ERK1/2
phosphorylation by MEK1, U0126, alone or in combination with ET were used as
experimental groups. Mean arterial pressure and heart rate were measured from
rats received either saline or ET at time 0, 1, 2, 3 and 4 h. At the end of the
experiments, rats were sacrificed and blood and thoracic aortas were collected.
Sera obtained from the blood samples were used for measurement of nitrite and
nitrate levels. Endothelium-intact and endothelium-denuded thoracic aortas were
used in vascular contractility experiments. Contractile responses of the rings were
determined by addition of cumulative concentrations of norepinephrine in the
absence and presence of a selective sGC inhibitor, ODQ, or a selective PKG
inhibitor, KT5823. MEK1, ERK1/2, iNOS, sGC and PKG protein expression and
activity were measured in the supernatants prepared from tissue homogenates by
using specific antibodies or Kits. The results of the study demonstrated that (1)
increased activity of sGS and PKG enzymes following by an increase in iNOS
protein expression and activity by MEK1/ERK1/2 pathway contributed to the
alterations in a-adrenergic receptor-mediated contractions in the thoracic aorta
isolated from endotoxemic rats, and (2) an increase in the activity of the enzymes
involved in MEK1/ERK1/2/iNOs/sGC/PKG pathway would cause a decrease in the
activity of caspase-3, one of the enzymes having a role in apoptotic events.

Keywords: Endotoxin, hypotension, vascular hyporeactivity, apoptosis,
MEKI1, ERK1/2, iNOS, sGS, PKG, rat, thoracic aorta
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1. GIRIS

Sepsis, enfeksiyon ve bu enfeksiyona karst olusan sistemik yangili
(inflamatuvar) yanit sendromunun birlikte goriildiigli klinik bir sendromdur. Septik sok
ise septik hastalarda gozlenebilen direngli arteriyal hipotansiyon ile belirgin bir sendrom
olarak tanimlanmaktadir (1). Sepsisli insan ve hayvanlarda 6liim nedeni olarak, akciger
ve bobrek zedelenmesi, miyokart depresyonu, vazopresor maddelere karsi yanitsiz kalan
periferik vazodilatasyonun neden oldugu refrakter hipotansiyon veya c¢oklu organ
yetersizligi goriilmektedir. Yogun bakim birimlerinde septik sok nedeni ile goriilen
mortalitenin yiiksek oldugu bilinmektedir. Antimikrobiyal tedavi ve hemodinamik
destegin yetersiz kaldigi sepsis tedavisindeki gelismelerin yavas ilerlemesinin nedenleri
olarak, septik sok patojenezinin pek c¢ok mediyatoriin katkisi nedeni ile karmasik
olmasi, mediyatorlerin birbirleri ile etkilesmeleri, semptomlar ve prognozun bireyler
arasinda degiskenlik gdstermesi sayillmaktadir (2-12). Son bir ka¢ yilda yapilan
caligmalar, endotoksin (ET)nin konake¢ida tetikledigi sinyal ileti mekanizmalarinin ve
etkinlestirdigi cogu enzim sisteminin diizenlenmesine dayanan nedene yonelik ve

molekiiler diizeyde 6zgiil terapdtik yaklasimlar tizerinde yogunlasmistir (2, 13-22).

Septik sok patofizyolojisinde cesitli yangt gelismesinde rolii olan enzimlerin
genlerin ekspresyonunda transkripsiyonel diizeyde degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir.
Escherichia coli (E. coli) gibi Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin bir bileseni
olan ve ET olarak da adlandirilan (23) lipopolisakkarit (LPS)'ye maruziyet sonucunda
konake¢ida cesitli yangiya neden olan (proinflamatuvar) sitokinler, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz (MAPK)'lerin bulundugu cesitli sinyal ileti yollarinin
uyartlmasmin ardindan, niikleer faktor-kB (NF-kB) gibi c¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin etkinlesmesine ve sonugta indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz (iNOS),
siklooksijenaz (COX), sitozolik fosfolipaz A, (sitozolik FLA,) ve 5-lipoksijenaz (5-LO)
gibi enzimlerin olusumunda artisa ve bdylece vazodilator mediyatdrler olan NO ile

prostasiklin (PGIl,) ve PGE, gibi prostaglandinlerin agir1 miktarlarda olusumuna neden



olmaktadir. Olugumu artan bu vazodilator metabolitlerin yani sira, sitozolik FLA;
enziminin de katkida bulundugu arakidonik asitten sitokrom P450 (CYP) yolu ile olusan
20-hidroksieikozatetraenoik asit (20-HETE) gibi vazokonstriktor iirlinlerin olusumunun
azalmasi ve epoksieikozatrienoik asit (EET)'ler gibi vazodilator iirlinlerin olusumunun
artmasi da kardiyovaskiiler sistemin baskilanmasina neden olmaktadir (1, 2, 19, 24-29).
Sonug olarak, septik sok patojenezinde vazodilatdr/vazokonstriktor denge vazodilator
metabolitlerin olusumunun artis1 yoniinde bozulmustur. Bozulan bu dengenin yeniden
kurulmasi i¢in de iirlinler ve/veya enzimler diizeyinde birbirlerinin olusumlarini ve/veya
etkilerini onleyecek bigimde etkilesmeler de goriilmektedir (30-34). Biitiin bu olaylar
sepsiste vazokonstriktor tedaviye karsin geri c¢evrilemeyen vaskiiler hiporeaktiviteyi

aciklamaktadir.

Endotoksemik sicanlarda in vivo olarak yaptigimiz ¢alismalarin sonuglarina gore
(35-42), 10 mg/kg intraperitoneal (IP) dozda ET enjeksiyonu ile olusturulan
endotoksemi sirasinda ortalama arter basinci (OAB) diismekte, kalp hiz1 (KH) artmakta
ve dort saat sonra iNOS ve indiiklenebilir siklooksijenaz (COX-2) etkinligindeki artis
ile birlikte ayni zamanda renal CYP 4A1/A3 proteinleri ve CYP 4A etkinligi
azalmaktadir. ET'nin neden oldugu bu degisiklikler, ayrica, serum, bobrek, kalp, torasik
aorta ve/veya siiperiyor mezenterik arterde eNOS protein ekspresyonu, 20-HETE
diizeyleri ve antioksidan enzim etkinliklerinde azalma oldugu kadar, iNOS protein
ekspresyonu ile nitrit, nitrotirozin ve prostaglandin diizeylerinde artma ile birliktedir.
iINOS ve/veya COX-2 enzimlerinin inhibisyonu ile de antioksidan enzimlerin etkinligi
ve nitrotirozin diizeyleri oldugu kadar, renal CYP 4A protein diizeyi ve CYP 4A
etkinligi normal diizeylere getirilebilmekte ve gii¢lii bir vazokonstriktor olan 20-HETE
olusumunun artmasi ile OAB ve KH'deki degisiklikler diizelmektedir. Ayrica, ET
torasik aorta ve siiperiyor mezenterik arterde noradrenaline kars1 vaskiiler hiporeaktivite
gelismesine, asetilkolin ve gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlarinda
azalmaya neden olmaktadir. ET ile olan OAB, KH, vaskiiler kontraktilite, endotele
bagimli ve endotelden bagimsiz gevseme yanitlari ile serum ve/veya doku iNOS protein
ekspresyonu, antioksidan enzimlerin etkinligi ile 20-HETE, nitrit, nitrotirozin ve
prostaglandin diizeylerindeki bu degisiklikler, dayanikli bir 20-HETE analogu olan N-
[20-hidroksieikoza-5(Z),14(Z)-dienoil]glisin (5,14-HEDGE) (30 mg/kg, SC), segici



olmayan COX inhibitorii indometasin, COX-1 inhibitorii piroksikam veya COX-2
inhibitori N-(2-siklohekziloksi-4-nitrofenil)-metansiilfonamit (NS-398) ile
onlenebilmekte, 5,14-HEDGE'nin iNOS protein ekspresyonu disindaki biitiin bu etkileri
ise, 20-HETE'in vazokonstriktor etkilerinin yarigmali bir antagonisti olan 20-
hidroksieikoza-6(Z),15(Z)-dienoik asit (WIT002; 20-HEDE) (30 mg/kg, SC) ile geri
cevrilebilmektedir. Bulgularimiz, endotoksemi sirasinda NOS, COX ve CYP 4A yollar
ile antioksidan enzimler arasinda etkilesmeler oldugunu, prostaglandinlerin renal iNOS
protein diizeyi ve NO olusumunu artirdigini, ancak CYP 4A1/A3 protein diizeyi ile
CYP 4A etkinligini azalttigini, asir1 miktarlarda olusan NO'nun renal ve/veya vaskiiler
dokularda eNOS, CYP 4A protein ekspresyon ve etkinligi ile antioksidan enzimlerin
etkinligini baskiladigini, 20-HETE'in de NO, peroksinitrit ve prostaglandin olusumunu
onledigini ve antioksidan enzimlerin etkinliginin yeniden saglanmasina katkida

bulundugunu gostermektedir.

Sican izole torasik aortasinda in vitro olarak yaptigimiz bir caligmada (43), a-
adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlar1 iizerinde ET'nin olusturdugu etkilere
iNOS, sitozolik FLA;5, COX-2 ve ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 1/2
(ERK1/2) enzimlerinin katkis1 arastirilmistir. Bu caligmanin bulgulari, torasik aorta
preparatlarinin ET ile dort saat inkiibasyonu sonucunda noradrenalin ile elde edilen
derisim-yanit egrilerinin saga kaymasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde
ET'nin etkisi ile mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz 1 (MEKI1) ve ardindan
ERK1/2'nin etkinlesmesi sonucunda ekspresyon ve etkinligi artan iNOS ve ondan
olusan NO ile sitozolik FLA,/COX-2 etkinliginin artmasi ile olusan prostaglandinlerin
sorumlu olabilecegini gostermistir. Bu bulgulara dayanarak yaptigimiz in vivo
caligmalarin sonuglarina gore ise bulgularimiz (42, 44), ET enjeksiyonundan dort saat
sonra OAB'de azalma, KH'de artma ile serum, torasik aorta ve/veya siiperiyor
mezenterik arter nitrit ve nitrotirozin diizeylerindeki artis ve antioksidan enzimlerin
etkinligindeki azalma ile birlikte olan degisikliklerin, secici iNOS inhibitorii fenilen-
1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir (1,3-PBIT) (10 mg/kg, IP) ile oldugu kadar,
MEKI1 tarafindan ERKI1/2 fosforilasyonunun seg¢ici inhibitérii 1,4-diamino-2,3-
disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien (U0126) (5 mg/kg, IP) ile Onlenebilmistir.

Bu caligmalarimizin bir bagka énemli bulgusu ise, torasik aortada ET ile artan ERK1/2



etkinliginin U0126 ile oOnlenebilmesidir. Bu sonuglar, MEKI1/ERK1/2 yolunun
sistemik/doku diizeyinde iNOS aracilig1 ile NO ve peroksinitrit olusumunu artirarak ET

ile olusan hipotansiyona katkida bulundugunu géstermektedir.

Hiicre Olimiiniin nekrotik veya apoptotik mekanizmalardan biri ile oldugu
bilinmektedir. Apoptoz veya programlanmis hiicre 6limii gereksiz, yaslanmig veya
zedelenmis hiicrelerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan mekanizmalar ile siki bir
bigimde diizenlenmektedir. Apoptotik olaylarin biyokimyasal temel 6zellikleri arasinda
bir dizi kaspaz ailesi proteazlarmin etkinlesmesi ve mitokondriyal sitokrom c'in
sitozole saliverilmesi bulunmaktadir. Ote yandan, hiicre nekrozu fizyolojik olmayan
kemoterapotikler gibi uyaranlar ile tetiklenen, enerji veya protein ve niikleik asit
sentezini gerektirmeyen ve dilizenlenmesi olmayan pasif bir olaydir. NO'nun ise
derisimine ve hiicre tiirline gore gore degisen bicimde proapoptotik ve antiapoptotik
etkilerinin oldugu bilinmektedir (45-48). iNOS indiiksiyonunu baskilayan ve etkinligini
onleyen maddelerin ET ile olusan endoteliyal apoptozu 6nledigi gosterilmistir (49, 50).
NO aracilig1 ile gelisen apoptozda hiicreye 6zgii duyarliligr etkileyen etkenlerin, hiicre
icindeki redoks durumu ve kaspazlar gibi apoptotik sinyal kaskadinin etkinlesmesi,
mitokondriyal sitokrom c¢ saliverilmesi veya hiicre canliligi ve apoptotik gen
regiilasyonu ile birlikte olabilecegi diistiniilmektedir. NO ile olusan apoptoza karsi
hiicresel duyarlilig1 aciklayabilen yeterli bir mekanizma heniiz bulunmamasina karsin,
NO'mun proapoptotik etkilerinin bazilarinin ¢6ziinebilir guanilil siklaz (¢GS)'nin
etkinlesmesi sonucunda siklik guanozin 5¢monofosfat (siklik GMP) olusumundaki
artmaya bagl olarak ortaya ¢ikti1 ve bu olayda protein kinaz (PKG)'nin de 6nemli bir
rol oynadig1 bildirilmistir (51). Ote yandan, NO tiimdr nekroze edici faktdér (TNF)-a
(52), oksidatif stres (53), serum deprivasyonu (54) ve anoksi (55) gibi ¢esitli uyaranlar
ile olusan apoptozdan bazi hiicreleri korumaktadir. Bu bulgular, NO'nun bazi hiicre
tirleri ve deneysel kosullarda in vitro ve in vivo olarak apoptozu Onledigini
gostermektedir. Ayrica, hiicre tiirline ve apoptotik uyariya goére degisen bir bi¢cimde
demir-siilfiir kompleksleri, ¢GS, kaspazlar ve glutatyon gibi bazi molekiiler hedeflerin
NO'nun antiapoptotik etki mekanizmasinda rol oynadig1 disiiniilmektedir (45-48, 56).
NO'nun siklik GMP olusumunu artirarak hepatositler (57), néronal PC12 hiicreleri (58),

embriyonik motor sinirler (59), B lenfositleri (60) ve over folikiilleri (61) gibi bazi



hiicre tiirlerinde de apoptozu oOnledigi bildirilmistir. Ancak, NO'nun antiapoptotik
etkisinin baska hiicrelerde ¢GS inhibitorii 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on
(ODQ) ile 6nlenemedigini gosteren caligmalar da bulunmaktadir. Siklik GMP analogu
8-bromo-sGMP de NO'nun etkisinden hiicreleri koruyamamaktadir (62). Bu bulgular,
NO'nun antiapoptotik etki mekanizmalarinin hiicreye 6zgii bir bigimde siklik GMP'ye
bagimli ve siklik GMP'den bagimsiz olmak {izere iki degisik bicimde olabilecegini
gostermektedir. Giliniimiizde, NO'nun proapoptotik ve antiapoptotik etkilerinin
molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve patofizyolojik 6neminin belirlenmesi ile,
apoptozda degisiklik oldugu bilinen sepsis ve septik sok, ateroskleroz, irradyasyon ile
olusan doku zedelenmesi ve hipoksi ile olusan sinirsel hiicre 6liimii gibi durumlar i¢in

yeni terapotik yaklasimlar yapilabilecegine inanilmaktadir (25, 45, 46, 48, 63).

Endotoksemik hayvan (64-68) ve insanlarda (69-72) p38 MAPK inhibitorlerinin
hipotansiyon ve vaskiiler hiporeaktivitenin de eslik ettigi sepsis ve septik sok gibi yangi
ile belirgin hastaliklarin tedavisinde yararli olabileceginin bildirildigi pek ¢ok caligsma
bulunmaktadir. Ote yandan, bu hastaliklarin patojenezinde énemli rol oynadig1 bilinen
NO ile iligkili olaylar tetikleyen MEK1/ERK1/2 yolunun 6nemini arastiran herhangi bir
caligma bulunmamaktadir. Sekil 1.1'de de 6zetlendigi gibi bu tez ¢calismasinda (1) segici
iNOS veya ERK1/2 inhibitorii uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen torasik
aortada olusabilecek a-adrenerjik reseptdr aracilikli  kasilma  yanitlarindaki
degisikliklere ¢GS ve PKG'nin katkisinin olup olmadigi ve (2) segici iNOS veya
ERK1/2 inhibitorii uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen torasik aorta
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde gelisebilecek kaspaz-3 ile iligkili
apoptotik/antiapoptotik olaylarda NO/siklik GMP yolunun katkisinin olup olmadig:

arastirilmistir.



ET

'

MEK1 -
¢ X U0126

ERK1/2 -

'

iINOS -
b X 1,3-PBIT

NO -

'

¢GS -
? X 0DQ

sGMP -
¢ X KT5823

PKG -
Vaskiiler Hiporeaktivite - Kaspaz-3 |
OAB Apoptoz

Sekil 1.1. ET ile olusan MEKI1/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG yolu aracilikli hipotansiyon, vaskiiler
hiporeaktivite ve apoptozun molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasinda kullanilan arastirma protokolii.
1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ¢GS, ¢oziinebilir guanilil siklaz; ERKI/2,
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 1/2; ET, endotoksin; GMP, guanozin monofosfat; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; KT5823, (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-hekzahidro-10-metoksi-2,9-
dimetil-1-okso-9, 12-epoksi-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3"2" 1"-kl] pirrolo[3,4-i] [ 1,6]-benzodiazosin-10-
karboksilik asit metil ester; ODQ, 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on;, MEKI, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz kinaz 1; NO, nitrik oksit; PKG, protein kinaz G; OAB, ortalama arter
basinci;, U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)butadien.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Septik Sok

2.1.1 Epidemiyolojisi

Sepsis ve septik soka neden olan Gram-negatif bakterilerin basinda E. coli
gelmektedir (73, 74). Gram-negatif bakteremisi olan hastalarin biiyiik bir kisminda
sepsis gelismektedir. Gram-negatif bakterilerin sepsis olusturma olasiliklar1 %50
olmasina karsin, Gram-pozitif bakterilerin sepsis olusturma 6zellikleri %25'tir. Fungal,
viral ve protozoal enfeksiyonlar da sepsis ve septik soka neden olabilmektedir (75).
Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda yaklasik 700.000 kadar sepsis olgusu ve ortalama
%30'luk bir mortalite oran1 goriilmektedir (76). Sepsisin yillik goriilme sikligr ise her
100.000'de 50-95 olgu olarak goriilmekte ve bu goriilme sikligi her yil %9 oraninda
artmaktadir (77). Sepsis i¢in yapilan hastane bagvurulari tiim basvurularin %2'sini
olusturdugu, sepsisli hastalarin yaklagik %9'unda siddetli sepsis, siddetli sepsis
hastalarinin  %3'linde ise septik sok gelistigi bildirilmistir (78). Yogun bakim
birimlerinde bulunan hastalarin yaklagik %10'Tuk bir boliimiinii de septik soklu hastalar
olusturmaktadir. Septik sokun goriilme siklig1 altmish yaglarda pik yapmaktadir (79).
Kanser, bagisiklik sisteminin yetersizligi, siiregen organ yetersizligi ve genetik etkenler

de septik sokun olusmasini artiran etkenler arasinda yer almaktadir (80).



2.1.2 Etiyolojisi

Sok, viicudun yasamsal organlara ve dokulara yeterli kan ve oksijenin
saglanamamasi sonucu yasami tehdit eden bir durum olarak tanimlanmaktadir. Sokun
baslica tiirleri arasinda septik sok, hemorajik sok, travmatik sok, kardiyojenik sok,
norojenik sok ve anafilaktik sok bulunmaktadir. Sepsis ve septik sok, genellikle Gram-
negatif bakterilerin neden oldugu, kanda vazopresor katekolamin diizeylerinin artmasina
karsin, vazokonstriktor maddelere kars1 hiporeaktivite ve kan basincinda ileri derecede
bir diismenin eslik ettigi, mikrosirkiilatuvar islev bozuklugu ile birlikte akciger,
karaciger, bobrek ve beyin gibi yasamsal organlarda doku perfiizyonu ve oksijen
kullaninminda bozulma sonucu bu organlarin islevlerinde bozukluk ve ardindan 6liimiin
goriildiigli karmasik bir sistemik yangili yanittir. Sepsisli insan ve hayvanlarda 6liim
nedeni olarak, akciger ve bobrek zedelenmesi, miyokart depresyonu, vazopresor
maddelere kars1 yanitsiz kalan periferik vazodilatasyonun neden oldugu refrakter
hipotansiyon veya ¢oklu organ yetersizligi goriilmektedir (2-12). Konakgida
enfeksiyona maruziyet ile baslayan ve coklu organ yetersizligine kadar gidebilen
durumlarin tanimi 1992'de Society of Critical Medicine Consensus Conference'da

yapilmistir (81) (Cizelge 2.1).

Septik sokun ortaya ¢ikmasindan yirmi dort-kirk sekiz saat sonra 6liim oraninin
hizla artmasina karsin, siddetli sepsisin ortaya ¢ikmasindan yedi-on dort giin sonra

coklu organ yetmezligi gelisebilmektedir (82).



Cizelge 2.1. Sepsis ve septik sok ile ilgili tanimlar.

Enfeksiyon

Bakteriyemi

Sistemik yangih yanit sendromu

Sepsis

Siddetli sepsis

Septik sok

Hipotansiyon

Coklu organ yetersizligi

Normalde steril olan konak¢ida mikroorganizmanin varligi
veya mikroorganizmanin yayilmasina karsi verilen yangili
yanit ile belirgin mikrobiyal durum.

Kanda canli bakteri bulunmasi1 durumu.

Siddetli klinik belirtiler ile kendini gdsteren sistemik yangili
yanit. Sayilan durumlardan en az ikisi olmali: Sicaklik > 38

°C veya < 36 °C; kalp hiz1 > 90 atim/dk; solunum hizi1 3 20

solunum/dakika veya Pacg, < 32 torr (< 4.3 kPa); 1okosit >
12.000 hiicre/mm’ veya > %10 olgunlasmamus hiicre.

Enfeksiyona verilen sistemik yanit. Enfeksiyona yanit olarak
sayilan durumlardan en az ikisi olmali: Sicaklik > 38 °C veya
<36 °C; kalp hiz1 > 90 atim/dk; solunum hiz1 3 20
solunum/dk veya Pacq, < 32 torr (< 4.3 kPa); 16kosit >
12.000 hiicre/mm’ veya > %10 olgunlasmamus hiicre.

Organ islev bozuklugu, hipoperfiizyon veya hipotansiyon ile
birlikte olan sepsis. Hipoperfiizyon ve perflizyon
anormallikleri, her zaman degil ise de, laktik asidoz, oligotiri
veya mental durumda ivegen bir degisiklik ile birlikte
goriilebilir.

Yeterli siv1 resiisitasyonuna karsin hipotansiyon ve
perfiizyon anormalliklerinin de birlikte oldugu sepsis. Her
zaman degil ise de, laktik asidoz, oligoiiri veya mental
durumda ivegen bir bir degisiklik ile birlikte goriilebilir.
Inotropik veya vazopresor ilaglar kullanan hastalar
perflizyon anormalliklerinin 6l¢iildiigii sirada hipotansif
olmayabilirler.

Sistolik kan basincinin 90 mmHg'den diisiik olmasi veya
hipotansiyona neden olabilecek bir durum olmamasina
karsin, kan basincinda normalden 40 mmHg'den daha ¢ok bir
azalma olmas1 durumu.

Girisim ile homeostazin saglanamadig1 hastalarda organ
islevlerinin degismesi.




2.1.3 Patofizyolojisi

Sepsis patofizyolojisinde bazi onemli olaylar gelismektedir. Bunlardan birincisi
monosit, makrofaj, notrofil ve endotel hiicrelerinin sepsise karsi yanitin baslatilmasi ve
stirdiiriilmesinde O6nemli rol oynamasidir (83-88). Sepsis patofizyolojisinde yer alan
oteki onemli olaylar ise yangi ve koagiilasyon olaylarinin baslamasidir (89). Yangi1 ve
koagitilasyon olaylar1 bir kez basladiginda birbirleri ile etkileserek konak¢inin sepsise
karst olan yanitin1 giiclendirirler; Orne8in, yanginin gelismesine neden olan
mediyatorler, dolasimda bulunan monositlerin, doku makrofajlarinin, nétrofillerin ve
endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan doku faktoriiniin ekspresyonunu indiikleyerek
koagiilasyon olaymni artirabilmektedirler (90-96). Yangmin baslamasi ile birlikte
sitokinler, kemokinler, adezyon molekiilleri, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi
mediyatorlerin asir1  ve Kkontrolsiiz bir bi¢gimde olusumunun artmasi sepsisin
patofizyolojisine katkida bulunmaktadir. Sepsiste olusumlar1 artan TNF-a, interlokin
(IL)-1 ve interferon (IFN)-g gibi yanginin baslamasina aracilik eden sitokinlerin yani
sira, IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi yangi olusmasini 6nleyen (antiinflamatuvar) sitokinlerin
de olusmasmna karsin, yanginin baslamasina aracilik eden mediyatorler sepsis

patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (97).

Sepsiste ¢esitli metabolik degisiklikler de goriilmektedir. Karbonhidrat
metabolizmasi ile ilgili olarak hiicre icine glukoz alimi, glikoliz, insiilin direnci ve
glikoneojenez artarken, lipit metabolizmas: ile ilgili olarak lipolitik etkinlik ve
karacigere yag infiltrasyonu artarken, ketojenez azalmaktadir. Protein metabolizmasinda
ise protein katabolizmasi, ivegen faz proteinlerinin sentezi artarken, homeostaz da rol

oynayan albumin gibi proteinlerin sentezi ise azalmaktadir (1).

Sepsiste kardiyovaskiiler sistemin islevleri de bozulur. Septik sokta kalp atim
hiz1 ve kalp debisi genellikle artmaktadir. Sistemik damar direnci, arteriyel gerimin
azalmasindan dolay1 azalmig durumdadir, buna karsin pulmoner damar direnci artmigtir.
Kalp debisindeki artisa karsin, doku hipoperfiizyonu, kanda laktat derisiminin artis1 ile
belirgindir. Damar gerimindeki azalma arteriyel ve vendz dolagimi etkilemektedir.

Arteriyel gerim, sistemik hipotansiyona yol acacak kadar azalmistir. Genis kapasitans
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damarlarinda gerimin azalmasi vendz gollenmeye neden olmaktadir. Arteriyel ve vendz
gerimdeki degisiklikler damar yataklar1 arasinda degiskenlik gosterdiginden, bu durum
kan akiminin ve hacminin esit olmayan bir bigimde dagilimina neden olmaktadir.
Hipovolemi, septik soktaki baslica hemodinamik degisikliklerden biridir. Septik soklu
bircok hastada miyokardiyal islev bozuklugu da goriilmektedir (75). Sepsiste hiicre
icinde kalsiyum derisiminde belirgin bir artis oldugunun bilinmesine karsin,
hiporeaktivite gelismektedir; bu durumda da kalsiyum duyarlhiliginda bir sorun séz

konusu olabilir (98).

Her ne kadar Gram-negatif aerobik basilin endotoksini, bakteriyel toksinler
arasinda en iyl ¢alisilmis olam1 da olsa, oteki bakteriyel iirlinler de mediyator yaniti
baslatabilmektedir. Bunlar arasinda formil peptitler, endotoksinler, proteazlar,
hemolizin peptidoglikanlar ve Gram-pozitif organizmalarin lipoteikoik  asit
(LTA)'lardir. LPS, yalnizca Gram-negatif bakterilerde bulunurken, LTA yalnizca
Gram-pozitif bakterilerde bulunmaktadir (85).

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan LPS, molekiile polar ve
amfipatik 06zelliklerini kazandiran ii¢ degisik bolgeden olugmaktadir (Rietschel ET ve
ark 1994). Bu bolgeler; lipit A, cekirdek oligosakkarit ve yineleyen polisakkarit
zincirlerinden olusmaktadir. Dig kisminda bulunan O-antijen yapisinin bakteri tiirlerine
bagl olarak antijenitesi bulunmaktadir. Orta kisimda yer alan ¢ekirdek bolge daha az
antijenik degiskenlik gostermektedir. En icteki bolgede ise lipit A yapist bulunmaktadir
(83) (Sekil 2.1).

LN

Polisakkarit zinciri O-antijen Cekirdek Lipit A

Sekil 2.1. LPS'nin yapisi. LPS, lipopolisakkarit.
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Lipit A, yiiksek derecede immiinreaktiftir ve Gram-negatif sepsiste gozlenen
toksik etkilerin bir¢ogundan sorumludur. Lipit A'nin baglica etkisi, makrofajlar
etkinlestirmesi ve yangiya neden olan olaylar1 tetiklemesidir. Monositler, makrofajlar,
noétrofiller ve endotel hiicreleri enfeksiyona karsi gelisen yanitta 6nemli rol oynarlar;
ayrica, bu hiicrelerde LPS i¢in reseptorler bulunur. Cluster of differentiation (CD)14 ve
Toll-like receptor (TLR)4 biitiin bakteriyi veya LPS gibi bakteriyel {iriinleri tantyan ve
onlara baglanan hiicre yiizeyindeki reseptorlerdir. TLR'ler 16sin yinelenmesi bulunan
ekstraseliiler zincir ve IL-1 reseptorii ile homoloji gostenen sitoplazmik kismi olan bir
reseptordiir. TLR'lerin insanlarda yaklasik on degisik tiirii oldugu bildirilmistir (80).
Monositler, makrofajlar, notrofiller ve endotel hiicrelerinde bulunan TLR4, LPS ile
baslayan sinyal ileti olaylarinda yer almaktadir. CD14 reseptorlerinin membrana bagh
ve c¢oOziinebilir olmak tizere iki alt tiiri bulunmaktadir ve her ikisi de LPS ile
etkilesmektedir. Glikozil fosfotidilinozitole bagli hiicre ylizey molekiilii olan membrana
bagli CD14 monositler, makrofajlar ve notrofillerde bulunmaktadir. CD14'in plazmada
bulunan ¢oziinebilir tiirli ise, insanlar1 da igeren memelilerin serumunda MM derigimde
bulunmaktadir. Coziinebilir CD14, LPS ve &teki bakteriyel ligantlara baglanmaya ve
endotel ve epitel hiicreler gibi CD14 tasimayan hiicrelerin uyarilmasina aracilik

etmektir (87, 88).

LPS, lipit baglayict protein (LBP) adi verilen yaklasik 55 kDa molekiil
agirhiginda ve hepatositler tarafindan sentezlenen bir protein ile etkilesmektedir. Bu
kompleks daha sonra makrofaj yiizeyindeki LPS reseptorlerinden CD14 ile etkilesir.
CDI14'ln kendisi sinyal iletiyi baslatamamaktadir. LBP-LPS kompleksinin CD14'e
baglanmasi TLR4'lin etkinlesmesine neden olmaktadir. TLR4'lin etkinlesmesinin
ardindan miyeloit farklilasma faktorii (MyD)88 adaptor proteinleri, IL-1 reseptorii ile
iliskili kinaz-1 (IRAK)1/4, TNF reseptori ile iliskili faktor (TRAF)-6 ve transforme
edici biiyiime faktorii (TGF) ile etkinlestirilen kinaz (TAK) gibi kinazlar aracilif1 ile
PKC ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin indiiksiyonu ger¢eklesmektedir (97).
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Sekil 2.2. LPS'nin TLR'lerden TLR2/TLR4 reseptorleri araciligr ile olusan sinyal ileti yolu. CD, cluster of
differentiation; IRAKI1/4, IL-1 reseptorii ile iligkili kinaz-1/4; LBP, LPS baglayici protein;, LPS,
lipopolisakkarit; MAPK, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz;, MyD, miyeloit farklilagma faktorii; NF-
KB, niikleer faktor-kB,; PKC, protein kinaz C; TAK, transforme edici biiyiime faktorii ile etkinlestirilen
kinaz; TLR, toll-like receptor; TRAF, tiimér nekroze edici faktir reseptorii ile iliskili faktor.

Etkinlesen NF-kB ¢ekirdege ge¢meden Once etkin olmayan durumda kalmasini
saglayan IkB molekiiliinden ayrilmaktadir. Cekirdege gegen NF-kB, ¢ok sayida yangiya
neden olan enzimlerin genlerinin transkripsiyonel diizeyde ekspresyonlarinin artmasina
neden olabilmektedir. Bu genlerin arasinda sepsis patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan
iNOS, COX-2, FLA,;, 5-LO, g¢esitli sitokin ile kemokinler ve akut faz proteinleri yer
almaktadir (97).
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2.1.4 Tedavisi

Sepsis tedavisinin baslica hedefleri arasinda patojenin zamaninda tanimlanmast,
enfeksiyon kaynaginin yok edilmesi, antimikrobiyal tedavi, septik soka neden
olabilecek olaylar zincirinin engellenmesi ve organlardaki islev bozuklugunun
diizeltilmesi bulunur. Septik sokun olagan tedavisi ile bilgiler Cizelge 2.2'de verilmistir

(99-101).

Septik soklu hastalarin yaklasik yarisinin 6liim nedeni ¢oklu organ yetmezligi
oldugu icin, hemodinamik destek olduk¢a 6nemlidir. Hemodinamik destek sivi tedavisi,
vazopresor tedavi ve inotropik tedavi olarak {i¢ tlirde yapilabilir. S1vi tedavisi tek bagina
kan basincim1 ve organ perfiizyonunu diizeltemedigi zaman dopamin, dobutamin,
noradrenalin, adrenalin ve fenilefrin gibi vazopresor ve inotropik ilaglar kullanilmalidir.
Dopamin ve dobutamin gibi inotropik ilaglar kalp debisindeki bozuklugu genellikle
diizeltirler; vazopresorler, inotropik tedaviye karsin ortalama kan basinci diizelmiyor ise

kullanilmalidir (85, 102).

Noradrenalin kan basinci lizerindeki etkisini kalp debisi ve KH'de belirgin
degisiklikler yapmadan olusturdugundan, dopamine kars1 takikardi ile yanit veren veya
yiiksek dozdaki dopamine yanit vermeyen hastalarda, periferik damar yataklarinda

giiclii vazokonstriksiyon istenildigi zaman kullanilabilmektedir (75, 85).

Sepsis ve ilgili durumlarin tedavisinde ongoriilen yaklasimlar Cizelge 2.3'te
Ozetlenmistir (89). Septik kaskatta yaklasik otuz-kirk kadar degisik mediyatoriin
bulunmasi ve birbirleri ile etkilesmelerinden dolayi, septik sokun tek bir ilag ile tedavisi
olas1 gibi goriinmemektedir; mediyatdr veya zarar goren organa Ozgl tedavi
yaklasimlarina gerek duyulmaktadir. Bundan dolayi, bakteriyel bilesenler, konakei
kokenli yangi gelismesinde rol oynayan mediyatorler ve doku zedelenmesine neden
olan mediyatorlere karsi uygulanacak uygun tedavi yaklasimlari, yangi sirasinda
gelisen olaylar1 azaltarak, hemodinamik bozukluklar1 diizelterek, doku zedelenmesini
ve organ yetersizligi gelismesini Onleyerek septik sokun tedavisinde yarar

saglayabilecektir (103-105).
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Cizelge 2.2. Septik sokun olagan tedavisi.

Anormallik

Tedavi

Terapotik Amag

Enfeksiyon

Uygun antibiyotikler ve cerrahi

Enfeksiyonun uzaklastirilmasi

drenaj (gerekli ise)

Kardiyovaskiiler sistem ve
organ islev bozuklugu

Yogun bakimda izleme, hacim Ortalama arteriyel kan basinci en az 60

Hipotansiyon ckspansivonu. vazopresér ilaclar mm/Hg; pulmoner arter wedge basinci
panstyonu, vazop ¢ 1418 mm/Hg
Hemoglobin diizeyi 10 g/dI'nin
iizerinde
Yogun bakimda izleme, hacim ~ Oksijen satlirasyonu %92'nin tizerinde
Doku hipofiizyonu ekspansiyonu, inotropik ilaglar,  Normal kan laktat derisimleri

vazopresorler .
Ozgiil olmayan sokta kardiyak indeks

2.2 L/dk.m” ve septik sokta 4.0
L/dk.m*nin iizerinde

Normal degerler veya asagidaki
sistemlerde islev bozuklugunun
diizeltilmesi:

Renal (kan iire nitrojeni, serum

Yogun bakimda izleme, hacim ~ Kreatinini, Giriner debi)

ekspansiyonu, inotropik ilaglar,
vazopresorler

Organ islev bozuklugu Hepatik (serum bilirubini)
Pulmoner (alveolar-arteriyel gradiyent)

Kardiyovaskiiler (ortalama kan
basinci, kardiyak indeks)

SSS (mental durum)

SSS, santral sinir sistemi.

Yeni tedavi yaklasimlar1 temeli bakteri toksinleri ve konakg¢i hiicrelerinden
saliverilen mediyatdrlerin nétralize edilmesi yolu ile sendromun ilerleyisini durdurmak
veya yavaglatmak esasina dayanmaktadir. Bu amaglar ile yapilan caligmalarda, bakteri
toksinleri (ET gibi), TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler, ndtrofiller gibi hiicreler, NO,
trombosit etkinlestirici faktor (TEF) ve bradikinin gibi yanginin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayan mediyatorler iizerinde durulmaktadir (74, 83). Sepsis ve septik sok
patojenezindeki tek bir yolu hedefleyen antikor tedavisi genellikle etkisiz kalmaktadir.
Ayrica, cesitli tedavi yaklasimlarinin arasinda olan glukokortikoitler, anti-LPS
antikorlar, TNF-a ve IL-1b reseptor antagonistleri ile yapilan klinik ¢aligmalarda basari

elde edilememistir (106). Sitokinler ve sepsiste saliverilen 6teki mediyatorler hiicresel
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hedeflerini c¢abuk bir bi¢imde etkiledikleri icin yiiksek risk altindaki kisilere

immdiinoterapi, erken donemde veya profilaktik olarak uygulanmalidir (107).

Cizelge 2.3. Sepsiste hedeflere yonelik eski ve yeni tedavi segenekleri.

Konakgi ile patojen etkilesimlerini  Antibiyotikler, anti-LPS antikorlari, TLR reseptdr blokaji

hedefleyen tedaviler (E5564) ve CD14 antagonistleri
Anti-TNF antikorlari, TEF asetilhidrolazi, bradikinin
Yangiy1 hedefleyen mediyatore antagonistleri, anti-faktor XII antikorlari, prostaglandin
ozgii tedaviler reseptor antagonistleri, anti-C5a antikorlari, yangiya kars1 etkili
ilaclar ile IL-1, TNF ve C5a reseptorlerinin antagonistleri
Yangiy1 hedefleyen mediyatore Antioksidanlar, glukokortikoitler, etkin protein C, antitrombin
6zgii olmayan tedaviler IIT ve doku faktorii yolu inhibitorii

Hiicrelerin birbirleri ile olan

etkilesimlerini hedefleyen tedaviler Antitrombositer ilaglar

Heparin, hirudin, antitrombin III, faktdr VII inhibisyonu, doku
Koagiilasyonu hedefleyen tedaviler faktorii yolu inhibisyonu, etkin protein C ve doku plazminojen
etkinlestiricisi

Apoptoz, transkripsiyon faktorleri, elastaz, PARS, PARP-1,
NO, p38 MAPK, PKC, oksijenlenme, kan akim1 ve
hemodinamik gii¢ler, fosfolipit oksidasyon iiriinleri ve
VEGF/anjiyopoietin dengesi

Olasi, gelistirilmeye uygun hedefler

LPS olusumunun 6nlenmesi veya immiin temizleme (lipit A
sentez inhibitorleri, LPS asilari, anti-LPS antikorlar) ve
LPS'nin kandan veya bagka viicut sivilarindan uzaklastirilmasi
(filtrasyon veya emilim ile LPS'nin veya baska mikrobiyal
iceriklerin uzaklastirilmasi, LPS baglayici proteinler ve
fosfolipitler)

LPS'yi hedefleyen tedaviler

CD, cluster of differentiation; IL, interlokin; LPS, lipopolisakkarit; MAPK, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz; NO, nitrik oksit; PARP, poliADP-riboz polimeraz; PARS, poliADP-riboz sentaz; PKC,
protein kinaz C; TLR, toll-like receptor; TNF, timor nekroze edici faktér; VEGF, vaskiiler endoteliyal
biiyiime faktori.
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2.2 MAPK'ler

2.2.1 Ozellikleri

Serin ve treonin protein kinazlar olarak MAPK'lerin islevleri ve diizenlenmeleri,
mayalar gibi son derece basit organizmalardan insan gibi kompleks organizmalara kadar
evrimsel olarak korunmustur (108). Klasik olarak MAPK ailesi ERK1, ERK2, c-Jun N-
terminal kinase (JNK1, JNK2 ve JNK3) ve p38 MAPK kinaz (a, B, d ve g) olmak iizere
ii¢ alt aileden olugmaktadir. Ayrica, ERK alt ailesinde islevleri ve diizenlenmeleri tam
aciklanmamis olan ERK'in 3-8 alt tiirleri de bulunmaktadir (109). Memeli hiicrelerinde
MAPK'lerin on iki, MAPK kinaz (MAPKK)lerin yedi, MAPKK kinaz
(MAPKKK)'lerin ise yirmi kadar varyanti bulunmaktadir.

2.2.2 Ekspresyon ve Etkinliklerinin Diizenlenmesi

MAPK!'ler tiim okaryotlarda {i¢lii kinaz diizenleyici yolda yer almaktadir. Bu
icli kinaz yolunda MAPK'ler, MAPKK'ler tarafindan tirozin ve treonin kalintilari
iizerinden fosforillenerek etkinlesirler. MAPKK'ler ise, MAPKKK'ler olarak
adlandirilan bir grup serin/treonin kinazlar tarafindan fosforillenerek etkinlesirler (110).
Bu iglii kinaz diizenleyici yol, yalnizca sinyali hedef efektorlere ulagtirmakla kalmaz,
ayrica paralel sinyal ileti yollarindan gelen bilgiyi koordine ederek sinyalin
amplifikasyonuna da neden olmaktadir. Biiylime faktorleri, mitojenler, forbol esterleri,
ozmotik sok, iyonize radyasyon, stres uyarilar1 ve sitokinler gibi c¢esitli uyarilar

MAPK!'lerin etkinlesmesine neden olabilmektedir (111).

MAPK'nin etkinlesebilmesi i¢cin hem treonin hem de tirozin yapilarinin
fosforillenmesi gerekmektedir. Bu treonin ve tirozin yapilar1 her bir MAPK i¢in degisik
tripeptit yapilar1 iizerinde yer almaktadir. Bu tripeptit yapilar1 ise ERK i¢in treonin-
glukagon-tirozin, p38 icin treonin-glisin-tirozin ve JNK i¢in treonin-prolin-tirozindir

(112).
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Her iki bolgeden de fosfatin cesitli fosfataz enzimleri ile uzaklastirilmasi ile
MAPK'lerin etkinligi ortadan kalkar (113). MAPK'ler yer aldiklar1 iiclii kinaz
diizenleyici yolda degisik MAPKKK'ler ve MAPKK'ler tarafindan fosforile edilerek
etkinlesirler. Ornegin, ERK1/2 raf tarafindan fosforile edilen MEK1/2 tarafindan
etkinlestirilirken, JNK1/2 MAPKKK1 (MEKK)'ler ve mixed lineage kinase (MLK)'ler
tarafindan fosforile edilen MAPK4/7 tarafindan, p38 MAPK ise TAKI ve MAPKKK4
(MTK1) tarafindan fosforile edilen MAPK3/6 tarafindan etkinlestirilmektedir (114).

Biiyiime faktorii gibi hiicre disindan gelen bir uyar1 sonucunda etkinlesen
MAPK!'ler sitoplazmadan c¢ekirdege gecerek c¢esitli transkripsiyon faktorlerinin
etkinlesmesine neden olduktan sonra bir sonraki uyari i¢in sitoplazmaya geri donerler
(115). Forbol esterleri ile de ERK'in etkinlestigi ve hiicre tiiriine bagli olarak kalsiyum
ve siklik adenozin 5¢monofosfat (siklik AMP) yollarinin da ERK sinyalizasyonu ile
inhibe edici veya etkinlestirici bigimde etkilestigi bildirilmistir (116).

2.2.3 inhibitorleri

Glinlimiizde MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunu segici bir bigimde
inhibe eden U0126 gibi bilesikler gelistirilmistir. Yalnizca etkin olmayan MEK1/2'nin
etkinlesmesini Onleyen N-metil-4-(2-siyanofenil)piperazinil-3-metilbenzamit
(PD098059)'un tersine, U0126 hem etkin hem de etkin olmayan MEKI1/2'nin
inhibisyonuna neden olmaktadir. U0126, PD098059'dan daha giiclii ve daha az toksiktir
(117, 118). SB203580, RWJ 67657 ve BIRB 796 BS gibi 6zgiil p38 MAPK inhibitorleri
de gelistirilmigtir. SB203580 ve RWJ 67657'nin, ET'min neden oldugu TNF-a
olusumundaki artmay1 6nledigi gosterilmistir (64, 67). Klinik deneylerde ise agiz yolu
ile kullanilan BIRB 796 BS'nin ET'nin neden oldugu p38 MAPK'nin etkinlesmesini ve
sitokin olusumunu 6nledigi gosterilmistir (69). SP600125 ve CEP1347 gibi MAPK

ailesinden bir bagka enzim olan JNK'yi etkisizlestiren maddeler de gelistirilmistir (14).
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2.2.4 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

MAPK'ler hedef protein substratlarinin 6zgiil serin ve treonin kalintilarim
fosforile ederek hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, gen ekspresyonu, mitoz, hiicre hareketi,
metabolizma, hiicre canliliginin siirdiiriilmesi, apoptoz ve embriyojenez gibi ¢esitli

fizyolojik olaylarda rol oynarlar (119, 120).

Etkinlestirilmis MAPK'ler ¢ekirdege gecerek 6zgiil transkripsiyon faktorleri
aracilif1 ile apoptoz, proliferasyon ve gen ekspresyonu gibi gesitli hiicresel olaylarin
kontroliinde rol oynarlar (121). MAPK!'ler aracilig1 ile gergeklesen apoptoz olayinda,
apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASK1) tarafindan etkinlestirilen JNK ve p38 gibi
MAPK!'ler kaspaz-3'ii etkinlestirmesi rol oynamaktadir (122).

MAPK!'ler ile damar diiz kas kasilmas1 arasinda bir iligki oldugu da bildirilmistir.
Noradrenalin ile a;-adrenerjik reseptdrlerin uyarilmasinin zamana bagimli olarak
ERK1/2 fosforilasyonunda artisga neden oldugu gosterilmistir (123). Kalsiyum ile
olusturulan 20 kDa light chain (LCy) fosforilasyonundan bagimsiz bir olarak olusan
diiz kas kasilmasinda, ERK'in etkinlesmesi ile kasilma arasinda bir iligki oldugu ve bu
iliskinin kaldezmon fosforilasyonu araciligi ile olabilecegi gosterilmistir. Ayrica,
MAPK fosforilasyonunun kalsiyumdan bagimsiz mekanizmalarda yer alarak diiz kas
kasilmasinin olusturulmasindan ¢ok, damar geriminin korunmasinda rolii oldugu ileri
siirtiilmiistiir (124). MAPK'lerin diiz kasta kalsiyum duyarlilasmasinda rolii olabilecegi
de bildirilmistir (125). ERK1/2 tarafindan kaldezmon proteinin fosforilasyonunun,
damar diiz kasinda kasilmanin siirekliligine katkida bulundugunu ileri siiren bagka

caligmalar da bulunmaktadir (126).
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2.2.5 Patolojik Olaylardaki Rolii

MAPK!'ler c¢esitli patolojik olaylarda rol oynamaktadirlar. Alzheimer hastaligi
(127), Crohn hastalig1 (128), yang1 (129), artrit (130), miyokardiyal zedelenme (130),
noropatik agr1 (131), kanser (132) ve astim gibi durumlarda (133) MAPK yolunun
etkinlestigi bildirilmistir.

Sepsis patolojisinde de MAPK'ler rol oynamaktadir. ET gibi mikrobiyal iirtinler
ile TNF-a ve IL-1b gibi sitokinler kendi reseptorleri araciligi ile hiicre igi
sinyalizasyonunun baglamasina ve bdylece MAPK'nin etkinlesmesine (134-137),
ardindan da bir transkripsiyon faktorii olan ve iNOS gibi ¢esitli enzimlerin genlerinin
ekspresyonunu baglatan NF-kB'nin etkinlesmesine neden olurlar (134, 138). ERK'nin
ET ile etkinlesmesi Raf-1'e bagimli ve bagimsiz bir bi¢imde olabilmektedir. Raf-1'e
bagiml yolda Ras tarafindan etkinlestirilen Raf-1, MAPK/MEK1 ve MAPK/MAPKK2
(MEK2)'yi fosforile etmektedir; ERK1/2 ise MEK1/2 tarafindan
etkinlestirilebilmektedir. Raf-1'den bagimsiz yolda ise, PKC'nin MAPKK'lerin MEK alt

grubunu etkinlestirilmesi rol oynamaktadir.
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2.3 NOS'ler

2.3.1 Ozellikleri

NO, suda ¢oziinebilen ve dayanikli olmayan renksiz bir gazdir. NO molekiiler
oksijen, siiperoksit anyonlar1 ve hem proteinleri etkilesebildiginde dolay1r biyolojik
sistemlerdeki yarilanma omrii oldukga kisadir; 6rnegin kan gibi fizyolojik sivilardaki
yarllanma Omrii 10-20 saniye kadardir. NO yaklagik 140 kDa molekiil agirliginda,
sitokrom P450 rediiktaz enzimine benzerlik gosteren karmasik bir enzim olan NOS
tarafindan sentezlenmektedir. NOS enziminin noéronal NOS (nNOS, NOS I), endoteliyal
NOS (eNOS, NOS III) ve indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS II) olmak {izere ii¢ degisik
izoformu bulunmaktadir. nNOS ve eNOS'un ikisi de yapisal NOS (yNOS)'yi olusturan
yapisal enzimlerdir; iNOS ise ¢esitli uyarilar ile indiiklenebilmektedir. NOS substrat
olarak yar1 esansiyel bir amino asit olan L-arjinini kullanir ve iiriin olarak NO ile L-
sitriilin olusur. Bu olayda molekiiler oksijen ve nikotinamit adenin dintikleotit fosfat
(NADPH) ise yardimci faktorlerdir. Flavin adenin diniikleotit (FAD) ve flavin
mononiikleotit (FMN), NO sentezi i¢in yardimci faktorlerdendir. NOS enzimlerinin
hiicre i¢i dagilimlar1 degiskenlik gostermektedir; yNOS'un hiicre membraninda

bulunmasina karsin, iNOS sitozolde yerlesmistir (Cizelge 2.4) (19, 139-157).
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Cizelge 2.4. Memeli NOS izoformlarinin 6zellikleri.

Ozellikleri nNOS eNOS iNOS
Makrofaj, 16kosit, kondrosit,
hepatosit, astrosit, fibroblast,
nétrofil, eozinofil, lenfosit ve
Sinir ve iskelet kast Trombositler ilg endotel keratinositler ile darpar diz kasi,
Yerlesim ve endokart/miyokart endotel, endokart/ miyokart, mast,

Hiicre i¢i yerlesim

Molekiil agirhg:
Gen yapis1 ve
bityiikliigii
Kromozomal
yerlesim

Predominant
durumda amino
asit sayisi
indiiklenebilirlik

Yardimc faktorler

Substratlar

Kalsiyuma
bagimhhk

Kalmoduline
bagimhihik

Protein
varyasyonu

Siiperoksit
olusturma
kaynaklari

Uyaranlan

Saliverilme

Baslica fizyolojik
islevi

Patofizyolojik
olaylardaki rolii

hiicreleri

Membrana bagimli

161 kDa?
29 exon, 28 intron,
> 200 kbp*
12 numarali kromozom
iizerinde 12q24.2-
12q24.3%

1434

Yapisal
BH,, FAD, FMN,
hem, ¢inko
L-Arjinin,
NADPH, oksijen

Bagimlh

Bagimh

Dokuya 6zgii
m a, b ve gizoformlari

Hem domain,
rediiktaz domain

Eksitator amino asitler
(glutamat, NMDA vd.)

Dakikalar i¢inde, gegici,
pM diizeyde

Sinirsel agirim

Miiskiiler distrofi,
iskemi-reperfiizyon

hiicreleri

Membrana bagimli
(etkisiz) veya sitozolik
(etkin)

133 kDa®
26 exon, 25 intron,
21-22 kbp*

7 numarali kromozom
tizerinde 7q35-7q36*

1203*

Yapisal
BH,, FAD, FMN,
hem, ¢inko
L-Arjinin,
NADPH, oksijen

Bagimlh

Bagimh

Genellikle
hem domain

Asetilkolin, ATP, ADP,
bradikinin, trombin,
shear stress
Dakikalar i¢inde, gegici,
pM diizeyde

Vazodilatasyon
Endoteliyal islevsizlik,

hiperkolesterolemi,
hipertansiyon

mikrogliya, lenfoit/miyeloit
dendritik, Langerhans, Kupfter,
bronkiyal epitel, mezengiyal,
Schwann ve sinir hiicreleri

Sitozolik

131 kDa?
26 exon, 25 intron, 37 kbp*

7 numarali kromozom tizerinde
17cen-q11.2%

1153*

Indiiklenebilir
BH,, FAD, FMN,
hem, ¢inko
L-Arjinin,

NADPH, oksijen
Bagimsiz gibi gériinmekte,
ancak bazi hiicrelerde < %20 veya
%350-70 oraninda bagimli
Bagimsiz gibi goriinmekte, ancak
bazi hiicrelerde %50 oraninda
bagimli

Genellikle rediiktaz domain

Endotoksin ve sitokinler

Uzun siireli, stirekli, biiyiik
miktarlarda (nmM)

Sitotoksisite

Yangi ile belirgin hastaliklar

* Insan icin. ADP, adenozin monofosfat; ATP, adenozin trifosfat; BH,, tetrahidrobiyopterin; eNOS,
endoteliyal nitrik oksit sentaz; FAD, flavin adenin diniikleotit; FMN, flavin adenin mononiikleotit; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; NADPH, nikotinamit adenin diniikleotit fosfat; NMDA, N-metil-D-

aspartik asit; NOS, nitrik oksit sentaz; nNOS, néronal nitrik oksit sentaz.
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yNOS'un etkinligi hiicre i¢ine kalsiyum girisine bagli olmasina karsin, iNOS'un
etkinliginin artmas1 i¢in dinlenme durumundaki hiicrelerde hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri
yeterlidir. yNOS etkinligi hiicre i¢inde kalsiyum derisimindeki artis ile tetiklendiginden
dolay1 etkinligi gecicidir ve diisiik miktarlarda (pM diizeyde) NO olusumuna neden
olur. Tersine, iNOS etkinligi birkac giin boyunca siirer ve daha biilyiik miktarlarda (nM
diizeyde) NO olusumuna neden olur. Kalsiyuma bagimli yNOS ile olusan az miktardaki
NO, sinirsel asirim ve vazodilatasyon gibi gesitli fizyolojik olaylarda rol alir. Bazal
diizeylerde NO olusumu arterlerde venlere oranla ve kiigiik damarlarda biiyiik damarlara
oranla daha ¢oktur. Asetilkolin, bradikinin, histamin, adenin niikleotitler ve serotonin
gibi reseptore bagimli ve serbest yag asitleri gibi reseptorden bagimsiz agonistler ile
eNOS araciligi ile olusan NO saliverilmesi uyarilabilir. iNOS ise akcigerde epitel
hiicreleri, trombositler ve ince bagirsak hiicreleri gibi bazi hiicre tiirlerinde eksprese
edilmesine karsin normalde etkin degildir. Ancak, bazi hiicreler endotoksin, TNF-a,
IFN-g IL-1b, IL-2 ve IL-6 gibi 0zgiil maddeler tarafindan uyarildiklarinda iNOS
etkinligi artar (Cizelge 2.4) (19, 139-157).

Kanda NO hizli bir bigimde nitrit ve nitrata donlismektedir. Kandaki NO'nun
asil dayanikli olan metaboliti nitrattir. Ayrica, NO amino asit ve proteinlerdeki tiyol
gruplar ile de etkilesmekte ve nitrozotiyol bilesikleri bi¢iminde depolanabilmektedir.
NO bir serbest radikal olmasindan dolayr oldukca reaktiftir ve cesitli yapilar ile
etkilesmektedir. NO'nun serbest oksijen radikalleri ile de etkilesebilme 6zelliginden
dolay1, serbest radikal yakalayicis1 ve dolayist ile hiicre koruyucusu oldugu
diisiiniilmektedir. Ote yandan, siiperoksit anyonu ile NO'nun etkilesmesi sonucunda
niikleik asitler, lipitler ve proteinler iizerinde toksik etki gosteren giiglii bir oksidan
molekiil olan peroksinitrit olusur. Peroksinitrit ve onun parcalanma iiriinleri ise lipit
peroksidasyonu, degisik molekiillerin nitrosilasyonu veya sodyum kanallarinin

etkisizlesmesine neden olarak hiicre zedelenmesine neden olabilir (19, 139-157).

NO'nun dogrudan ve dogrudan olmayan etkileri bulunur. NO'nun dogrudan olan
etkileri biyolojik bir molekiil veya hedef ile etkilesmesi sonucunda ortaya ¢ikar; bu
etkiler ise NO olusumunun diisiik oldugu fizyolojik kosullarda hizla olusmaktadir.

NO'nun bu etkileri hem demiri igeren veya icermeyen hedefler (guanilil siklaz, CYP,
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COX, katalaz, sitokrom oksidaz, NOS, tromboksan sentaz ve hemoglobin) hipervalan
metaller, mitokondriyal ve sitoplazmik akonitazlar ve lipit hidroperoksitler ile olan
etkilesmeleri igerir. Bu etkilesmeler ise NO'nun vazodilatasyon, trombosit ve
l16kositlerin yapismasinda azalma, sinir sisteminde sinyal iletimi, steroit ve eikozanoit
metabolizmasinin diizenlenmesi, ilag metabolizmasinin degismesi, yangili yanitin
degistirilmesi, hidrojen peroksit aracilikli toksisitenin artirtlmasi, hiicre solunumunun
fizyolojik kontrolii, NO olusumunun otoregiilasyonu, iNOS veya nNOS aracilikli
endoteliyal islev bozuklugu, hemoglobin tarafindan oksijen saliverilmesinin alosterik
diizenlenmesi, yangi gelismesinde rolii olan l6kotrienlerin olusumunda azalma,
methemoglobin olusumu, NO katabolizmasi, oksidatif stres, mitokondriyal solunum ile
ferritin sentezinin azalmasi ve transferrin reseptdr sentezinin artmasi gibi etkilerinin

ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir (19).

NO'nun dogrudan olmayan etkileri, dogrudan etkilerini olusturdugu
derisimlerden daha yiiksek derisimlerde oldugunda ortaya ¢ikar; NO'nun bu kadar
yiiksek derisimleri ise ekspresyonu artan iNOS araciligi ile siirekli NO olusumu ile
saglanir. NO'nun S-nitrozasyon tepkimeleri aracilig1 ile ortaya ¢ikan dogrudan olmayan
etkileri arasinda NO'nun siiperoksit radikali, reseptorler (glukokortikoit reseptdrii gibi),
iyon kanallar (riyanodin reseptdrleri, kardiyak L tiirii kalsiyum kanallar1 ve kalsiyuma
bagimli potasyum kanallar1 gibi), metabolik proteinler (gliseraldehit-3-fosfataz
dehidrojenaz, kreatin kinaz, alkol dehidrojenaz, ornitin dekarboksilaz ve indirgenmis
glutatyon metabolizmasinda rol oynayan enzimler gibi), sinyal artiric sistemler (PKC
ve PKG gibi), transkripsiyon faktorleri (NF-kB, etkinlestirici protein-1 [AP-1], c-jun ve
cMyb gibi) ve kanda bulunan proteinler (hemoglobin ve faktér XIII gibi) ile olan
etkilesmeleri bulunur. Bu etkilesmeler sonucunda ise NO'nun steroitlerin yangiyi
onleyici etkilerinde azalmasi, kalp ve iskelet kasinda sarkoplazmik retikulumdan
kalsiyum saliverilmesinin uyarilmasi, kardiyomiyositlerin elektriksel 6zelliklerinin
degismesi, vazodilatasyon, glikolizin Onlenmesi, ATP'mnin anaerobik kosullarda
olusumunun azalmasi, inotropik ilaglara karst miyokardin kasilabilirliginin azalmasi,
etanol metabolizmasi, poliamin ve indirgenmis glutatyon olusumunun azalmasi, PKC'ye
bagimli sinyalleyici yolun inhibisyonu, sinaptik modiilasyon, KH'nin diizenlenmesi,

yangiya neden olan olaylarin diizenlenmesi, transkripsiyonel etkinligin azalmasi,
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hemoglobin tarafindan oksijen saliverilmesinin alosterik modiilasyonu, siklik GMP'ye
bagli bigimde olan trombosit kiimelenmesinin inhibisyonu ve pihtilasmanin 6nlenmesi
gibi etkileri ortaya ¢ikar. NO'nun peroksinitritin aracilik ettigi olaylar ile ortaya c¢ikan
dogrudan olmayan etkileri DNA, tiyoller, lipitler ve mitokondriyel enzimlerin
oksidasyonu ve ¢esitli proteinlerin (mangan siiperoksit dizmutaz [SOD], PGI, sentaz,
tirozin hidroksilaz, hiicre iskeleti proteinleri ve kinaz substratlart gibi) tirozin
kalintilarinin nitrasyonu ile iliskilidir. Peroksinitrit araciligi ile olusan bu etkiler ise
poliADP-riboz polimeraz (PARP)nin etkinlesmesi, mutajenez, antioksidan savunma
sistemlerinin etkinliinin azalmasi, transkripsiyon faktorlerinin ve DNA onariminin
baskilanmasi, hiicre membrani zedelenmesi, sitokrom c saliverilmesi, demiyelinizasyon,
diisiik yogunluklu proteinlerin oksidasyonu, hiicre solunumunun baskilanmasi, PGI,'nin
trombosit kiimelenmesini Onleyici ve vazodilator etkisinin engellenmesi, dopamin
yetersizligi, hiicre yapisinin degigmesi ve sinyalleyici yollarin baskilanmasina neden

olur (19).

2.3.2 Ekspresyon ve Etkinliklerinin Diizenlenmesi

nNOS ekspresyonunu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenleyen fizyolojik ve patofizyolojik uyarilar arasinda 1s18a maruziyet, gebelik,
hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilen faktor 1 (HIF1), heat shock, shear stress,
iskemi/reperfiizyona bagli zedelenme, hiicresel stres, iskemi, norotransmiterler
(glutamat), steroit hormonlar (Ostrojen, testosteron ve glukokortikoitler), bakteriyel
iirinler (LPS), interferonlar (IFN-g), interlokinler (IL-12), anjiyotensin II, glukoz,
biliylime faktorleri (fibroblast biiylime faktorii [FGF], insiiline benzeyen biiylime faktorii
1 [IGF1] ve vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii [VEGF]), melatonin, siklik GMP
analoglar1 ve ¢esitli ilaclar (steroit yapida olmayan yangiya karsit kullanilan ilaglar,
statinler, siklosporin A ve AT, reseptor antagonistleri) bulunmaktadir. eNOS etkinligi
ise fosforilasyon, dimerizasyon ve protein-protein etkilesmesi (kalmodulin, postsynaptic
density-95/discs large/zona occludens-1 [PDZ] bolgesine baglanan postsynaptic density
95 [PSD95], COOH-terminal PDZ ligand of nNOS [CAPONY], dynein light chain [PIN]
ve fosfofruktokinaz [PFK], heat shock protein 90 [hsp90], kaveolin ve plazma
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membrani kalsiyum/kalmoduline bagimli Ca**-ATPaz 4 [PMCA4]) gibi olaylar ile
diizenlenmektedir (158-163).

eNOS ekspresyonunu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenleyen fizyolojik ve patofizyolojik uyarilar arasinda laminar shear stress, dongiisel
sus (cyclic strain), hiicre biiyiimesi, hidrojen peroksit, TGF-b1, lizofosfatidilkolin,
okside diisiik yogunluklu lipoprotein, okside linoleik asit, TNF-a, bakteriyel iirtinler
(LPS), hipoksi, statinler, dstrojen, PKC, trombin, Rho GTPaz, VEGF, histon deasetilaz
inhibisyonu ve hiperkolesterolemi bulunmaktadir (158). eNOS etkinligi ise asilasyon,
kalsiyum kalmodulin baglanmasi, fosforilasyon, S-nitrosilasyon gibi olaylar, kaveolin
ve endoglin gibi kaveolar proteinler, G proteinleri ile kenetli reseptorler, hsp90,
fosfoinozitit-3-kinaz (PI3K), protein kinase B (PKB), eNOS ile etkilesen protein
(NOSIP) ve endothelial nitric oxide synthase traffic inducer (NOSTRIN) gibi proteinler
tarafindan diizenlenmektedir (159, 160, 162-165).

iINOS ekspresyonunu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenleyen fizyolojik ve patofizyolojik uyarilar arasinda bakteriyel iriinler (LPS),
trankripsiyon faktorleri (NF-kB, oktamer faktdr, PPAR, interferon diizenleyici faktor 1
[IRF1], signal transducer and activator of transcription-lo. [STAT-1a], signal
transducer and activator of transcription-3 [STAT-3], siklik AMP yanit elementini
baglayici protein [CREB], CCAAT enhancer binding protein [C/EBP], HIF-1, AP-1,
Forkhead box 3 [Foxp3] ve tiimdr baskilayici p53 geni), gebelik, ultraviyole (UV)-
ABAs181, heat shock, oksidatif stres, NO vericileri, peroksinitrit, PKC'ler, ileri
glikosilasyon son iriinleri (AGEs), hipoksi, TNF-a, interferonlar (IFN-g ve -b),
interlokinler (IL-1b, -2, -4, -6, -8, -10, -12, -13 ve -17), insiilin, glukagon, anjiyotensin
II, endotelin, Ostrojen, projesteron, prostaglandinler (PGlL, PGD, ve PGE,)
glukokortikoitler, etanol, glukoz ve gesitli ilaglar (siklosporin A, statinler ve steroit
yapida olmayan yangiya karsi kullanilan ilaglar) bulunmaktadir. iNOS etkinligi ise
fosforilasyon ve dogrudan (inhibitdr proteinlerden kalirin ve nitrik oksit sentaz ile
iliskili protein 110 (NAP110) ile uyaric1 proteinlerden Rac GTPaz'lar, kaveolin-1 ve
ezrin-radiksin-moezin baglayici fosfoprotein 50 ile) ya da dolayli (NF-kB ve STAT
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proteinleri ile) olarak protein-protein etkilesmesi gibi olaylar ile diizenlenmektedir (145,

159, 160, 162, 163, 166).

2.3.3 inhibitorleri

Aragtirmalarda veya tedavi amaci ile kullanilmak iizere gelistirilen cesitli NO

sentezini veya etkilerini onleyen maddeler ile ilgili bilgiler Cizelge 2.5'te verilmistir (19,

141).

Cizelge 2.5. NO'nun sentezini veya etkilerini 6nleyen maddeler.

A) NO Sentezini Onleyen Maddeler
Kortikosteroitler

B) NOS'un Dimerizasyonu Onleyen Maddeler
BBS-2 (segici iNOS inhibitdrii)

C) L-Arjininin Yarismah Analoglar
1) Amino Asit Tiirevleri
L-Arjinin tiirevleri (segici olmayan NOS inhibitorleri)
L-NAME
L-NMMA
L-NA
L-NAA
Asetamidin iceren arjinin analoglari (se¢ici iNOS inhibitdrleri)
L-NIL
GW274150
ONO1714
Indazoller (yalnizca in vivo kosullarda segici nNOS inhibitdrleri)
7-NI
2) Amino Asit Tiirevi Olmayanlar (secici INOS inhibitorleri)
Guanidinler
Aminoguanidin
MEG
Izotiyoiireler
SMTs
AE-TIU
Bis-tiyotireler
W1400

D) NO Siipiiriiciileri
Hiicre icermeyen hemoglobin
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Cizelge 2.5. (devam) NO'nun sentezini veya etkilerini 6nleyen maddeler.

Inhibitér nNOS iNOS eNOS
1,3-PBIT K; 0.25 nM 0,47 MM 9mM
1,4-PBIT Oran 25 5.000 1
2-Imino-4-metilpiperidin IG5 0.2 MM 0.1 "M I.1mM
3-Bromo-7-nitroindazol 1Csy 170 nM » 200 nM

7-NI 1Cs 0.71 M 0.80 ™M
Aminoguanidin Ki 157 M 75 ™M

AMT ICs 0.036 MM

ETPI K; 0.32 M 37 "M 9.4 MM
GW274150 K; 8 MM 100 nM 25 nM
L-NIL ICs 92 MM 33 M

L-NIO K; 1.7 "M 3.9 MM 3.9mM
L-tiyositriilin K; 0.06 nM 3.6 MM
N"-propil-L-arjinin K; 0.057 MM 180 nM 8.5 MM
S-(2-aminoetil)-izotiyolire K; 6 ™M

S-etil-izotiyoiire K; 0.029 ™M 0.017mM 0.036MV
S-izopropil-izotiyotire K; 0.01 MM
S-metil-izotiyoiire K; 6 ™M
S-metil-L-tiyositriilin 1C5 0.3 MM 54 M
TRIM  (OF 28.2 MM 27.0 M 1.06 mM
vinil-L-NIO K; 0.1 MM 60 MM 12 MM

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis[etan-2-izotiyoiire] dihidrobromiir; 1,4-PBIT, fenilen-1,4-bis[etan-2-izotiyoiire]
dihidrobromiir; 7-NI, 7-nitroindazol; AE-TIUs, aminoetil-izotiyoiireler; AMT, 2-amino-5,6-dihidro-6-
metil-4H-1,3-tiyazin; ETPI, 5-etil-N-[4-trifloro(metil)fenil]-izotiyolire; GW274150, (S)-2-amino-(1-
iminoetilamino)-5-tiyoheptanoik asit; ICs,, enzim etkinligini %50 oraninda azaltan derisim; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; K;, enzim-inhibitor etkilesmesinde ayrigsma degismezi; L-NA, N-nitro-
L-arjinin; L-NAA, N-amino-arjinin; L-NAME, N-nitro-L-arjinin metil ester; L-NIL, L-N6-(1—iminoeti1)-
lizin; L-NIO, L-NS-(l—iminoetil)-ornitin; L-NMMA, NG—metil—L-arjinin hidrokloriir (546C88); MEG, 2-
merkaptoetilguanidin, nNOS, ndronal nitrik oksit sentaz; NO, nitrik oksit; SMTs, S-metilizotiyoiireler;
TRIM, 1-(2-triflorometilfenil)-imidazol; vinil-L-NIO, NS—(l-imino—3-butenil)—L-ornitin; W1400, N-3-
aminometil-benzilasetamidin.

Secici olmayan NOS inhibitérii L-NAME ile yapilan c¢esitli klinik ¢alismalar
bulunmaktadir. Siddetli kardiyojenik soku olan hastalarda L-NAME gibi NOS
inhibitorlerinin yararli oldugu gosterilmistir (167). Ortostatik hipotansiyon omurilik
yaralanmalarinin sonucu olarak o6zellikle tetraplejili hastalarda goriilebilmektedir; bu
hastalarda L-NAME ile NOS enziminin inhibe edilmesi sonucunda hipotansiyonun

onlenebilmesi bakimindan olumlu sonuglar alinmistir (168).

Siddetli sepsisli hastalarda da NO sentezinin L-NAME ile inhibisyonu ile
kardiyovaskiiler parametrelerin diizelmesine (169) ve asir1 sitokin olusumunu
onlenebilmesine (170) karsin, yapilan cesitli klinik oncesi ve klinik caligmalarda

sepsiste ortaya c¢ikan renal hipoperflizyonu kotiilestirmesi (171), renal protein
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metabolizmasi lizerinde olumsuz etkileri olmasi (172), pulmoner hipertansiyona (173,
174) ve akcigerlerde yangi tablosununun daha da kétiilesmesine neden olmasindan

dolay1 (175) L-NAME sepsis tedavisinde rutin uygulamaya girememistir.

Endotoksemide olusan pulmoner 6demi iNOS araciligi ile olusan NO
siddetlendirirken, yNOS aracilig1 ile olusan NO koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(176) bundan dolayi, L-NAME gibi se¢ici olmayan NOS inhibitorleri yerine,
aminoguanidin ve tiyoiire tiirevleri gibi segici iNOS inhibitdrlerinin yeglenmesi daha
uygun olacaktir (177). Segici iNOS inhibitdrii aminoguanidin ile yapilan bir ¢calismada,
insanda gelisen endotoksemide iNOS'un segici inhibisyonunun bobreklerde proksimal

tiibiil zedelenmesini onleyebilecegi ileri siirtilmiistiir (178).

2.3.4 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

Degisik hiicre tiirleri tarafindan sentezlenen NO'nun otokrin ya da parakrin
hiicresel mediyator olarak islevi bulunmaktadir. NO'nun cesitli fizyolojik olaylardaki

rolii Cizelge 2.4 ve Sekil 2.3'te 6zetlenmistir (19, 139-157).

NO bir¢ok etkisini siklik GMP olusumuna neden olan ve ¢6ziinebilir hem grubu
tastyan bir enzim olan guanilil siklaz enzimi araciligi ile olusturmaktadir. Siklik GMP
olusumundaki artma ise, hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin azalmasina neden olan olaylar
zincirinin tetiklenmesine neden olmaktadir. Siklik GMP'in aracilik ettigi olaylar
arasinda vazodilatasyon, miyokart kasinin gevsemesi ve trombosit kiimelenmesinin
onlenmesi bulunur. NO'nun neden oldugu vazodilatasyonda, PKG c¢esitli mekanizmalar
aracilifi ile hiicre i¢i kalsiyum derisiminin azalmasina neden olmaktadir. Bu
mekanizmalar arasinda fosfolipaz C (FLC)'in inhibisyonu (179, 180), hiicre igci
kalsiyum depolarindan inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) reseptor aracilikli kalsiyum ¢ikiginin
onlenmesi (181, 182), iyon kanallarindan kalsiyumun hiicre i¢ine girisinin engellenmesi
(183, 184) veya cikisinin artirilmasi (185, 186), sarkoplazmik retikuluma Ca’*'-ATPaz
araciligl ile girisinin artirilmast (187, 188) ve RhoA'ya bagimli yolun inhibisyonu

iizerinden miyozin hafif zincirin fosfataz etkinliginin artirilmasi (189) bulunur.
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L-ARJININ
TNF-a
ET — iNOS mRNA —P iNOS yNOS (eNOS, nNOS)
IL-1, IFN-g

T NO 0T

I xoruvvucy NN [/ puzenievici ]

HHHHHHH\HUHH\“ I \H\H HH\HHHHHHH [l _
‘ omb “ sit kiimelenmesnin onlenmesi
I

HHHHH slevlerinin diizenlenmesi
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Asir1 vazodilatasyon
DNA zedelenmesi

Lipit peroksidasyonunun uyaril

HHHHHH tioksidan depolarin titkenme

Sekil 2.3. NO'nun fizyolojik ve patofizyolojik olaylardaki rolii. DNA, deoksiriboniikleik asit; eNOS,
endoteliyal NO sentaz; ET, endotoksin; GIS, gastrointestinal sistem; IL, interlokin; iNOS, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz; mRNA, haberci riboniikleik asit; nNOS, noronal nitrik oksit sentaz; NO, nitrik oksit;
SSS, santral sinir sistemi; TNF, tiimér nekroze edici faktor; yNOS, yapisal nitrik oksit sentaz.
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NO'nun siklik GMP araciligi ile olmayan etkileri de bulunmaktadir. Bunlara
ornek olarak, NO'nun fizyolojik derisimlerde mitokondriyal sitokrom oksidazi inhibe
ettiginin (190, 191), yiliksek derisimlerde ise damar diiz kasinda kalsiyuma bagiml
potasyum kanallarii etkinlestirerek diiz kas gevsemesine neden oldugunun (192),
Na'/K'-ATPaz etkinligini artirarak (193), sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum
saliverilmesini engelleyerek (194), 20-HETE olusumunu onleyerek (195-197) ve
sarkoplazmik retikulumda Ca’"-ATPaz'n etkinligini artirarak diiz kas gevsemesine
neden oldugunun (198, 199), NF-kB'nin etkinlesmesini 6nlediginin (200, 201), solunum
yollar1 diiz kasinda miyozin gibi kasilmada yer alan proteinlerin tiyol gruplarim
oksitleyerek gevsemeye neden oldugunun (202), deoksiriboniikleik asit (DNA)
zedelenmesine yol agarak PARP'nin etkinlesmesine ve gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) modifikasyonuna neden olarak hiicre oliimiine yol actiginin

bildirildigi ¢caligsmalar (203-206) verilebilir.

2.3.5 Patolojik Olaylardaki Rolii

Iskemi ve reperfiizyona bagli zedelenme, inme, sepsis, norotoksisite, makrofaj
kaynakli hiicre zedelenmesi, vaskiiler hastaliklar, diyabet, otoimmiin hastaliklar, yangi
ile belirgin hastaliklar, agri, kanser, respiratuvar hastaliklar ve pulmoner hipertansiyon
gibi c¢esitli patolojik olaylarda NO o6nemli bir rol oynamaktadir. NOmun g¢esitli
patofizyolojik olaylardaki rolii Cizelge 2.4 ve Sekil 2.3'te 6zetlenmistir (19, 139-157).
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2.4 Guanilil Siklazlar

2.4.1 Ozellikleri

1970'li yillarin ortalarinda guanilil siklaz etkinliginin bir¢cok hiicrede ¢oziinebilir
ve membranal fraksiyonlarda bulundugu (207-209) ve enzim etkinliginin degisik
proteinlere bagli oldugu gosterilmistir (210-212). Guanilil siklaz enziminin sitozolik
kompartimandan izolasyonu ile ¢dziinebilir izoformun (¢GS) a ve B alt birimlerinden
olusan bir heterodimer oldugu gosterilmistir. Guanilil siklazin B alt biriminin yaklagik
70 kDa molekiil agirliginda olmasina karsin, o alt birimi 73-82 kDa molekiil

agirhigindadir (213, 214).

Guanilil siklazin hem o hem de f alt birimlerinin a,, o, az ve By, B2 ve B3 olmak
iizere degisik dokularda {i¢ ayr1 izoformunun oldugu bilinmektedir (215, 216) (Cizelge
2.6). Memelilerde guanilil siklazin A'dan G'ye kadar yedi degisik izoformu olan
membranal tiirii ise ligant Ozgiilliklerine bagli olmak iizere natriiiretik peptit
reseptorleri, intestinal peptit baglayici reseptorler ve yetim (orphan) reseptorler olmak

iizere li¢ ayr1 gruba ayrilmistir (215, 217) (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.6. ¢GS izoformlarmin 6zellikleri ve dokulardaki dagilimu.

. Molekii Agirhg: -
¢GS izoformlan (kDa) Doku Dagilim
oy 73 (s1g1r) / 82 (sigan)  Genel
B1 70 Genel
Sigan bobregi, damar dokusu, kemosensor hiicreler, dorsal
053 82 . .
kok gangliyon
B> 76 Sigan karacigeri
o3 81 Insan damar diiz kas ve endotel hiicreleri
B3 70 Insan damar diiz kas ve endotel hiicreleri

¢GS, ¢oziinebilir guanilil siklaz.
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Cizelge 2.7 Membranal guanilil siklaz izoformlari, ligantlar1 ve dokulardaki dagilimu.

Reseptor Ligant Doku Dagilinmm

Adipoz doku, adrenal bez, ileum, bobrek,

GS-A ANP, BNP plasenta, kalp, timus, yumurtalik, koklea

Plasenta, adrenal medulla, adrenal bez, aorta,
GS-B CNP atriyum, akciger, testis, uterus, yumurtalik,
timus, bagirsak

Istya dayanikli enterotoksin,

GS-C guanilin, iiroguanilin Bagirsak mukozasi, karaciger

GS-D ---* Burunda epitel hiicreleri

GS-E ---* Retina, pineal bez

GS-F B Retina

GS-G - Bagirsak, bobrek, akciger, iskelet kasi

* Heniiz bilinen bir ligand1 yok. ANP, atriyal natriliretik peptit; BNP, beyin natriiiretik peptit; CNP, C
tiirii natriiiretik peptit; GS, guanilil siklaz.

Cesitli dokularda yapilan incelemeler ¢GS'nin a,; ve B; alt birimlerinin 6tekilere
gore en ¢ok oranda oldugunu gostermistir (218-220). Bu alt birimler ilk olarak si¢an ve
sigir akcigerinde tanimlanmistir (221-224). ¢GS'm her bir alt birimi hem grubu
baglayici, dimerizasyon ve katalitik olmak iizere ii¢ degisik bolgeden olusmaktadir

(225) (Sekil 2.4).
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Amino ucu

Hem grubu
baglayic1 bolge

Dimerizasyon bolgesi

Katalitik bolge

Karboksil ucu

Sekil 2.4. ¢GS'nin molekiiler yapisi. ¢GS, ¢oziinebilir guanilil siklaz.

2.4.2 Ekspresyon ve Etkinliklerinin Diizenlenmesi

Hem grubunu baglayict bolge ¢GS'min NO tarafindan etkinlestirilebilmesi i¢in
gereklidir (226-230). 1970'li yillarin sonlarina dogru NO'nun ¢GS enziminin gii¢lii bir
etkinlestiricisi oldugu gosterilmistir (231-234). NO ¢GS'yi hem grubuna baglanarak ve
hem-demir-nitrozil kompleksi olusturarak etkinlestirmektedir (225). Bir bagska ¢GS
etkinlestiricisi olan karbon monoksit ¢GS'nin hem grubuna baglanarak enzimi
etkinlestirebilse de, NO kadar giiclii etkinlestirebilme yetenegi yoktur. ¢GS enzimi NO
tarafindan yiiz-iki yiiz kat kadar etkinlestirilebilirken, karbon monoksit tarafindan ise
yalnizca dort yliz kat oraninda etkinlestirilebilmektedir (235). Glisinden sentezlenen
dogal bir bilesik olan ve hemin prekiirsorii olan protoporforin IX de ¢GS'yi
etkinlestirebilmektedir.
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2.4.3 inhibitorleri

¢GS enzimini etkinlestirebilen veya inhibe edebilen c¢esitli kimyasal maddeler
gelistirilmistir. Bir benzil indazol tiirevi olan YC-1 ¢GS enzimini yaklasik on kat kadar
etkinlestirebilmektedir (236, 237). YC-1 analogu olan BAY 41-2272 de ¢GS enzimini
otuz kat kadar etkinlestirebilmektedir (238). YC-1 analoglarinin gelecekte koroner kalp
hastaliklarinda, hipertansiyonda ve erektil islev bozuklugunda kullanilabilecekleri
distintilmektedir (239). 1995 yilinda kinoksalin tiirevi ODQ beyin dokusunda giiclii ve
secici bir ¢GS enzimi inhibitdrii oldugu gosterilmis ve NO sinyalizasyonunda siklik
GMP'ye bagimli ve siklik GMP'den bagimsiz etkilerin arastirilmasinda énemli bir arag
oldugu ortaya konmustur (240). ODQ'nun bu etkisi ¢esitli dokularda da gosterilmistir
(240-243). Bu bilesik ¢GS enzimine NO ile yarismali olarak baglanmakta ve enzimin
bazal etkinligini pek etkilemeden NO ile artan etkinligini geri doniisiimsiiz olarak
onlemektedir. Spektrofotometrik analizler sonucunda ODQ'nun inhibitdr etkisinin hem
grubundaki demirin oksidasyonuna baghi oldugu gosterilmistir (244). ODQ ile
inkiibasyondan ii¢ dakika sonra Fe™ atomunun Fe™ atomuna oksitlenmesi ile yarismali
olmayan bir inhibisyon ortaya ¢iktigi, on dakika igerisinde ise oksidasyon olaymnin
tamamlandig1 bildirilmistir (244). ODQ in vitro ¢aligmalarda etkin olarak kullanilirken,
in vivo caligmalarda hemoglobin gibi hem grubu igeren yapilar ile etkilesebildigi i¢in
degeri goreceli olarak daha azdir (215). Secici olmayan inhibitorler olan metilen mavisi
ve LY-83583 NOS enzimini (246) ve niikleotit ile diizenlenen iyon kanallarini (246) da

etkileyebildigi i¢in giiniimiizde ¢GS enzim inhibitdrleri olarak kullanilmamaktadirlar.
2.4.4 Fizyolojik Olaylardaki Rolii
¢GS neredeyse biitin memeli hiicrelerinin sitoplazmalarinda eksprese
edilmektedir ve trombositlerin kiimelesmesinin onlenmesi, diiz kas gevsemesi,

sinirlerde uyarmin iletilmesi ve immiinomodiilasyon gibi birgok Onemli fizyolojik

olayda rol oynamaktadir (247).
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Otokoitler, hormonlar, nérotransmiterler ve toksinler gibi endojen ve ekzojen
bilesikler guanilil siklaz aracilif1 ile olusan siklik GMP aracilig1 ile hiicresel etkilerini
olusturmaktadirlar. Siklik GMP'nin etkilestigi lic degisik hedef bulunmaktadir; bunlar
siklik GMP bagimli protein kinaz (248), siklik GMP'nin 3¢ fosfodiester baginin
hidrolizini katalize eden siklik niikleotit fosfodiesteraz ve ¢esitli dokularda bulunan
0zgiil olmayan katyon kanallarindan olan siklik niikleotit aracilikli iyon kanallaridir
(249). siklik GMP'nin diiz kas gevsemesi disinda bagirsak sivi ve elektrolit
homeostazinin saglanmasinda (250-252) ve retinada fototransdiiksiyonda (253) rol

oynamaktadir.

2.4.5 Patolojik Olaylardaki Rolii

Her ne kadar ¢GS yapisal bir enzim ise de, etkinligi veya ekspresyonu kan
basinct degisikliklerinin olustugu hipertansiyon veya septik sok gibi cesitli
patofizyolojik durumlarda degisebilmektedir. Beyinde ¢GS etkinliginin artirilmasinin
Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneretif hastaliklarin tedavisinde basarili olabilecegi
ileri striilmistiir (254). Karaciger hastaliklarinda olusan asir1 amonyak birikiminin de
¢GS etkinligini degistirdigi ve sonugta beyinde sinir zedelenmesine ve hepatik
enselopatiye neden olabildigi gosterilmistir (255). Prostat kanserinde dokuda ¢GS

ekspresyonunun arttigini bildiren ¢aligsmalar da bulunmaktadir (256).

36



2.5 Protein Kinazlar

2.5.1 Ozellikleri

Protein kinazlar substrat proteinlere fosfat gruplari ekleyerek bircok proteinin
etkinligini, yerlesimini ve islevini diizenleyerek bir¢ok hiicresel olayda rol oynayan
enzimlerdendir. Insanlarda yaklasik bes yiiz degisik tiirde protein kinaz tanimlanmistir.
Protein kinazlar fosforile ettikleri gruplara gore siniflandirilmaktadir. Cogu genellikle

serin ve treonin gruplarini fosforile ederken, tirozin kinazlar tirozin gruplarini fosforile

ederler (257).

Protein kinazlara 6rnek olarak PKA, PKC, PKG, adenozin kinaz, kalsiyum
kalmodulin kinaz, p38 MAPK, ERK1/2 MAPK, JNK, Rho-kinaz, fosfoinozitide bagimli
protein kinaz (PDK) ve miyozin hafif zincir kinazi (MLCK) gibi enzimler verilebilir

(257).

PKG siklik GMP'nin baglanmasi snucunda etkinlesen bir serin/treonin kinazdir.
PKG'nin PKG I (258) ve PKG 1II (259) olmak {izere iki degisik izoformu tanimlanmastir.
PKG T sitozolik bir formdur ve PKG Ia ve PKG 1b olmak iizere iki izoformu
bulunmaktadir; PKG 1II ise membrana bagli bir proteindir. PKG Ia'nin yogun olarak
serebellum, dorsal kok gangliyonlar1 ve akcigerlerde bulunmasina karsin, PKG 1b daha
cok diiz kas, trombosit ve beyinde koku alma bdlgesinde bulunmaktadir. PKGII ise ince

bagisakta, bobrekte, kondrositlerde ve beyinde eksprese edilmektedir (260).

2.5.2 Ekspresyon ve Etkinliklerinin Diizenlenmesi

Kinazlar etkilerini ATP'den bir fosfat grubunun hedef proteindeki serbest
hidroksil grubu igeren serin, treonin veya tirozin amino asitlerinden birisine aktararak

olustururlar. Protein kinazlarin hiicrelerde onemli etkilere aracilik etmelerinden dolay1

etkinliklerinin diizenlenmesi 6nem tasimaktadir. Kinazlar1 etkinlikleri fosforilasyon
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aracilif1 ile, etkinlestirici veya inhibitér proteinlerin ya da kiiclik molekiillerin
baglanmasi ile veya substratlarina gore hiicredeki yerlesimlerinin kontrolii araciligr ile
diizenlenmektedir. Kinazlarin etkinligindeki diizenlenmesinde ortaya c¢ikabilecek
herhangi bir sorun ise kanser patolojisine neden olabilmektedir. Protein kinazlarin
olusturdugu fosforilasyon hedef enzimin etkinligini, hiicresel yerlesimini veya oteki
proteinler ile etkilesimini etkileyerek islevsel bir degisiklige neden olabilmektedir.
Biitiin proteinlerin yaklasik %30 kadar1 kinazlar tarafindan degistirilebilmektedir;
ayrica, kinazlar Ozellikle sinyal ileti gibi gesitli hiicresel olaylarda rol oynamaktadir

(257, 261).

PKG siklik GMP'nin aracilik ettigi olaylarda 6nemli bir hiicre i¢i mediyatordiir.
Ligant ile indiiklenen hiicre i¢i siklik GMP artist PKG'nin etkinlesmesinin ardindan
ATP'den gfosfatin hedef proteindeki serin veya treonin kalintisina aktarilmasina neden
olur; fosforillenen protein ise daha sonra hiicresel yanitin olusturulmasina aracilik eder.
PKG 1b'nin etkinlestirilmesi igin gerekli olan siklik GMP derisimi PKG 1a igin gerekli
olan derisimin yaklasik on katidir (262). PKG I substrati olan vazodilatér ile uyarilan
fosfoprotein (VASP)nin Ser”’ bélgesinden fosforillenmis olan formunu 6zgiil olarak

tantyan antikorlar araciligi ile PKG I etkinligi 6l¢iilebilmektedir (263).

2.5.3 inhibitorleri

Calismalarda kullanilmak tizere cesitli protein kinaz inhibitorleri gelistirilmistir.
Bunlara 6rnek olarak PKA inhibitorleri stausporin, H-89 ve HA-1004, PKC inhibitorleri
Quersetin, bisindolmaleimid IX ve Ro 31-8220, adenozin kinaz inhibitorii 5-
iyodotiibersidin, kalsiyum kalmodulin kinaz II inhibitorleri KN-62 ve W-7, CKl1
inhibitériic DRB, MEK1/2 inhibitérleri U0126 ve PD098059, Rho-kinaz inhibitorleri
HA-1077 ve hidroksifasudil, p38 MAPK inhibitorleri SB202190 ve SB203580, Raf-1
inhibitérii GW 5074 gibi bircok madde drnek olarak verilebilir. imatinib (Gleevec®) ve
gefitinib (Iressa™) gibi 6zgiil kinaz inhibitérleri klinikte kullanilan protein kinaz

inhibitorlerindendir.
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Arastirmalarda kullanilmak {izere cesitli PKG inhibitorleri de gelistirilmistir.
Bunlarin arasinda guanozin monofosfotiyoat tiirevleri, piperazin tlirevi H-7,
staurosporin  ve benzodiazosin tiirevi (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-hexahydro-10-
methoxy-2,9-dimethyl-1-oxo0-9, 1 2-epoxy-1 H-diindolo-[1,2,3-fg:3" 2" 1'-kl] pyrrolo[3,4-
i][1,6] benzodiazocine-10-carboxylic acid methyl ester (KT5823) bulunmaktadir.
KT5823, PKG'nin ATP baglayan katalitik bolgesine baglanarak enzimi inhibe
etmektedir (264, 265). KT5823 in vitro olarak PKG inhibisyonuna neden olurken,
saglam insan trombosit ve sigcan mezengiyal hiicrelerinde enzimi inhibe edemedigi,

hatta uyarabildigi bildirilmistir (266).

2.5.4 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

Protein kinazlar sinyalleri hiicre membranindan hiicrenin i¢ boliimlerine kadar
tagirlar. Bu sinyaller yalnizca ligant reseptor etkilesimleri araciligi ile degil, hiicre
gerimi ve siirtlinme stresi gibi ¢evresel uyarilardan da kaynaklanmaktadir. Protein
kinazlarin rol oynadigi sinyal ileti yollarinin etkinlesmesi sonucunda transkripsiyon
faktorlerinin veya protein translasyonunun diizenlenmesi ile gen ekspresyonunda

degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (257).
PKG'ler diiz kas geriminin ve koroner akiminin diizenlenmesi, bronkodilatasyon,
bagirsak hareketleri ve sekresyonlari ile bobrek ve trombosit islevlerinin saglanmasi,

agrinin algilanmasi ve 6grenme gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol oynarlar (260).

Cizelge 2.8'de bazi PKG I hedefleri ve bu hedefleri fosforile ettiginde olusan
etkiler 6zetlenmistir (267, 268).
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Cizelge 2.8. PKG I'in hedefleri ve bu hedefleri fosforile ettiginde ortaya ¢ikan fizyolojik etkiler.

PKG I'in Hedefleri

Fosforilasyonun Etkisi

Ortaya Cikan Fizyolojik Etki

IP; reseptorii

Fosfolamban

Trombositlerde
tromboksan A, reseptorii

CREB

Miyozin hafif zincir
fosfatazin miyozin
baglayan alt birimi

Serebellar Purkinje
hiicrelerinde G substrati

Rho-kinase

Potasyum kanallari

Rap 1b

VASP

Inhibisyon
SERCA'nin etkinlegsmesi
Inhibisyon
Etkinlesme

Etkinlesme

Fosfataz inhibitori etkisinin
artmasi

Inhibisyon
Etkinlesme
Inhibisyon

Inhibisyon

Sitozolik kalsiyum diizeyinin azalmasi
sonucu diiz kas gevsemesi

Sitozolik kalsiyum diizeyinin azalmasi
sonucu diiz kas gevsemesi

Trombosit kiimelesmesinin azalmasi
Fos geninin transkripsiyonunun artmasi

Miyozin defosforilasyonunun artmasi
sonucunda diiz kas gevsemesi

Bilinmiyor
Miyozin hafif zincir fosfatazin
etkinlesmesi

Hiperpolarizasyon sonucunda L tiirii
kalsiyum kanallarinin kapanmasi

Trombositlerin yapismasi ve
salgilanmasinda azalma

Aktin polimerizasyonu ve yapigsmasnda
azalma

CREB, siklik adenozin 5¢monofosfat yanit elementini baglayic1 protein; IP;, inozitol trifosfat; PKG,
protein kinaz G; SERCA, sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca**-ATPaz; VASP, vazodilator ile
stimiile edilen fosfoprotein.

PKG Il ise daha ¢ok gastrointestinal sistemde bulunan hiicrelerin sivi
homeostazin1 (269), bdbrekten renin salgilanmasini (270) ve kondrositlerde kemik

gelisimini diizenleyen (271) membranal bir izoformdur.

2.5.5 Patolojik Olaylardaki Rolii

Protein kinazlarin rol oynadig1 patolojik olaylar arasinda bir¢ok kanser tiirii ve
iskemi/reperfiizyona bagli zedelenme, hipertrofi ve aterojenez gibi kardiyovaskiiler
bozukluklar bulunur. Kanser hiicrelerinde etkin protein kinazlarin bulunmasi bu

enzimlerin inhibisyonunun antitiimoral ilaglar olarak etki gdsterebilecegini

diisiindiirmektedir. Bu yaklagim, kanser tedavisindeki 6teki yaklasimlarindan degisik bir
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yaklasim olmak ile birlikte, protein kinaz inhibitorlerinin, biiylimekte olan normal
hiicreleri de etkileyeceklerinden, c¢esitli yan etkilere de neden olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (257).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, PKG ekspresyon ve etkinligindeki
degisikliklerin diyabetik erektil islev bozuklugu (272), agrn (273), ateroskleroz,
hipertansiyon, restenoz ve hiperlipidemi gibi patolojiler ile iliskili oldugu gosterilmistir
(274). PKG inhibitor ve etkinlestiricilerinin agrinin azaltilmasi, diyare, astim, anjina
pektoris ve erektil islev bozuklugu gibi durumlarin diizeltilmesinde kullanilmasi yeni

tedavi yaklasimlari arasindadir (260).
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2.6 Apoptoz

2.6.1 Ozellikleri

Apoptoz genetik olarak belirlenmis biyolojik 6nemi ve islevi olan
etkin bir hiicre 6liimii siirecidir. Hiicrede apoptoz sirasinda hiicre biiziilmesi, niikleer
kromatinin  kiigiik pargalara ayrilmasmnin ardindan yogunlasmasi, membran
biitiinliiglinlin  bozulmasi, apoptotik pargalarin olusmas: ve apoptotik parcalarin
eliminasyonu gibi ¢esitli morfolojik degisiklikler olusmaktadir. Apoptozun
gostergelerinden birisi de niikleer DNA'min 200 baz ciftinden olusan pargalara

ayrilmasidir.

2.6.2 Diizenlenmesi

Apoptotik hiicre 6limii reseptdr aracilikli yol, mitokondiyal yol ve endoplazmik
retikulum aracilikli olmak {izere ii¢ degisik yol ile gerceklesmektedir. Reseptor aracilikli
bicimde gerceklesen yolda Fas (CD95) antijeni monositler, makrofajlar, B ve T
hiicreleri gibi bagisiklik sisteminin hiicrelerinin yani sira, karaciger, akciger ve kalpte de
bulunan TNF ailesinden 6liim sinayallerini alan bir membran reseptorii olarak rol
oynamaktadir. Fas ligandi ile etkilestikten sonra {i¢lii formuna gecer ve Fas-associated
death domain (FADD)'yi etkinlestirir. FADD ise prokaspaz-8'i kaspaz-3, -6 ve -7'yi
etkinlestiren etkin kaspaz-8 formuna doniistiiriir. Canli hiicrelerde proenzim olarak
bulunan 06zgiil sistein proteazlardan olan kaspazlar apoptoz siirecinde etkinlesirler.
Kaspazlar proteinleri aspartik asit kalintilarindan bdlerek pargalarlar. Bu enzimler,
hiicre dongiisiiniin kontroliinde, biitiinliigliniin saglanmasinda ve onariminda yer alan
proteinleri parcalayarak DNA'yr parcalara ayiran enzimler olan endoniikleazlar
etkinlestirerek hiicrenin apoptoza girmesine neden olurlar (275, 276). Mitokondri
aracilikli gerceklesen apoptozda ise, hiicre icinden apoptoza neden olan bir uyari
geldiginde, mitokondri membranindan apoptoz etkinlestirici faktor-1 (Apaf-1) ve

sitokrom-c hiicre igine saliverilir. Apaf-1 ve sitokrom-c ATP varliginda kompleks
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olustururlar ve bu kompleks kaspaz-9 enzimini etkinlestirir; bu enzimin etkinlesmesi
sonucunda proteolitik etkinlik tetiklenir ve hiicrede Sliim siireci baslar. Endoplazmik
retikulum aracilikli apoptozda ise, heniiz tam olarak aydinlatilamamak ile birlikte,
kalsiyum tarafindan kaspaz-12'nin etkinlestirilmesinin ve oksidatif stresin rol oynadigi

ileri siirtilmiistiir (277, 278).

2.6.3 inhibitorleri

Sepsiste gelisen organ zedelenmesinde hem nekroz hem de apoptoz rol
oynamaktadir. Lenfoit dokularda ve baz1 organlarin parenkimal dokularinda artmis olan
apoptozun sepsiste gelisen organ yetersizligine neden olabileceginden dolayi, apoptotik
olaylarin engellenmesi sepsis tedavisinde olas1 bir terapotik hedef olarak goriilmektedir
(279). Sepsis ve sistemik yangili yanit sendromunda karacigerde apoptoz gelistigi
gozlenmistir (277). Sepsis arastirmalarinda kullanilan en eski yaklasimlardan birisi
kaspaz etkinliginin dnlenmesidir. Kaspaz inhibitorleri genellikle peptit tiirevleri olan ve
kaspaz substratlarinin  yitkim  boélgelerini  taklit eden florometilketon veya
klorometilketon icermektedirler (280). Kaspaz inhibitorlerinin Fas (CD95) antikor
aracilikli hepatik zedelenme modelinde etkili olduklar1 gézlenmistir (278). Belirgin bir
organ zedelenmesinin olmadigi modeller de dahil olmak iizere, kaspaz inhibitdrleri
deneysel sepsis modellerinde etkili bulunmuglardir (281). Klinik 6ncesi ¢aligmalarda
kullanilan VX-799'nin apoptotik olaylarin aracilik ettigi c¢esitli organ yetersizligi
modellerinde ve bakterilerin neden oldugu deneysel sepsis modellerinde yararli etkiler
olusturdugu bildirilmistir (280). Food and Drug Administration (FDA)'dan onayli olan
etkin protein C (Xigriso)'nin ise, endotel hiicrelerinde proapoptotik genlerin
ekspresyonunu down-regiile ederek ve yangiyr Onleyen enzimlerin genlerini

indiikleyerek sepsis tedavisinde etkili olabilecegi gosterilmistir (282).
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2.6.4 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

Apoptoz fetiiste el ve ayak parmaklarinin olugsmasi ve aralarindaki dokunun yok
olmasi, beyinde sinapslarin olusumu, artik hiicrelerin uzaklastirilmasi, menstiirasyonun
baslangicinda endometriyum yapisinin bozulmasi, viriis ile enfekte olmus hiicrelerin
sitotoksik T hiicreleri araciligi ile ortadan kaldirilmas1 ve DNA's1 zedelenmis hiicrelerin

uzaklastirilmasi gibi ¢esitli fizyolojik olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir (275, 276).

2.6.5 Patolojik Olaylardaki Rolii

Apoptoz ¢esitli patolojik olaylarda da énemli bir rol oynamaktadir. Apoptozun
ileri derecede engellendigi durumlarda kanser gibi patolojik durumlar gelisebilirken,
asir1  uyarildigi  durumlarda ise iskemi, kardiyovaskiiler sistem bozukluklari,
norodejeneretif hastaliklar, immiinolojik ve yangi ile belirgin hastaliklar ortaya

cikabilmektedir.

Apoptozun rol oynadig1 patolojik durumlardan birisi de sepsistir. Sepsis gibi
stresli bir durumda endotel hiicrelerinde stiperoksit anyonu, peroksinitrit ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinde artis goriilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri
mitokondriyal membran gecirgenligini artirmakta ve sitokrom c¢ gibi proapoptotik
molekiillerin saliverilmesine neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin kaspaz-8 ve

kaspaz-3'iin ekspresyonunu ve etkinligini artirdig1 da bildirilmistir (45).

Bunlarin disinda ET'nin kendisi, endotel hiicrelerinde ve damar diiz kas
hiicrelerinde apoptotik etkiler olusturabilmektedir. ET'nin neden oldugu endoteliyal
apoptoz sepsiste 0liim riskini artiran 6nemli patolojik bulgulardan biridir. ET'nin sigir
endotel hiicrelerinde apoptozu tetikledigi gosterilmistir (283). Farelere ET
uygulanmasinin ardindan timus ve akcigerlerde yaygin endotel hiicre apoptozu gelistigi
gozlenmistir (284-287). Sepsis ile iligkili ivegen solunum yetersizliginden &len
hastalarda yapilan biyopsilerde endotel hiicre zedelenmesi oldugu bildirilmistir (288).

Septik hastalarda dolasimda endotel hiicresi oldugu ve bu hiicrelerin oranmi arttikga,
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olim riskinin arttig1 da gosterilmistir (289). In vitro ve in vivo ¢aligmalar, endoteliyal
apoptozun ET'ye kars1 verilen yanitta bir kilit nokta oldugunu gostermektedir. Endotel
hiicrelerinde ET/TLR4'iin uyarilmasinin ardindan kaspaz-1, -3, -6 ve 8'lin etkinlesmesi
apoptoza neden olmaktadir. ET'min kaspazlari etkinlestirmesinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemek ile birlikte, MyD88'in FADD'ye baglanmasi olas1 mekanizmalardan
birisi olarak degerlendirilmektedir. ET'nin dogrudan etkisi disinda NF-kB aracilif ile
de endoteliyal apoptoz iizerinde etkisi bulunmaktadir. ET TLR4'l uyardiktan sonra
siras1 ile MyD88, IRAK-1/2, TRAF-6 ve NF-kB'nin etkinlesmesine neden olur. NF-
kB'nin etkinlesmesinin ardindan hiicre c¢ekirdegine ge¢mesi ve cesitli transkripsiyon
faktorlerini etkinlestirmesinin ardindan yanginin ortaya ¢ikmasinda ve gelismesinde rol
oynayan sitokinlerin, prokoagiilan faktorlerin, iNOS'un, proapoptotik ve antiapoptotik

faktorlerin ekspresyonlar artar (45).

ET'nin etkinlesmesine neden oldugu NF-kB araciligr ile olusumu artan TNF-
a'min da apoptotik etkileri bulunmaktadir. TNF-a sfingomiyelinaz enzimini
etkinlestirerek antiapoptotik bir protein olan B-cell leukemia/lymphoma-2 (Bcl-2)
inhibisyonuna neden olan seramit olusumunun artmasina neden olarak apoptotik etkiye
katkida bulunur. Bunun disinda, olusumu artan ve hiicreden disar1 saliverilen TNF-a
oteki hiicrelerde kendi reseptoriine baglanarak, kaspaz-8'in etkinlesmesine, ardindan da

apoptoza neden olur (285).

ET'nin NF-kB aracilig1 ile ekspresyonu artan iNOS araciligt ile olusan NO
tarafindan apoptozun diizenlenmesine proapoptotik ve antiapoptotik olarak iki yonli
katkis1 bulunmaktadir. NO'nun bu iki yonlii etkisi doza bagimli gibi goriinmektedir.
Yiiksek derisimdeki NO'nun (> 10 nM) endoteliyal apoptozu artirmasina karsin, daha az
derisimdeki NO (<10 nmM) endoteliyal apoptoz gelisme olasiligini azaltmaktadir (290).
Yapilan cesitli calismalarda ET'nin damar diiz kas hiicrelerinde de NO ve peroksinitrit
aracilifl ile apoptozu tetikledigi bildirilmistir (291-294). ET'nin damar diiz kas
hiicrelerinde NO'nun p53 tiimdr baskilayici genini etkinlestirmesi sonucunda apoptozu

tetikledigi gosterilmistir (294).
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ET'nin NO araciligi ile apoptoz olusturma mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamak ile birlikte, NO'nun dogrudan DNA zedelenmesine neden olarak veya
siiperoksit anyonlari ile etkilesmesi sonucunda olusan peroksinitritin apoptoza neden
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (295-299). DNA zedelenmesinin p53 timor baskilayici
geninin indiikklenmesinin ve mitokondriden sitokrom c¢ saliverilmesinin ardindan
kaspazlarin etkinlesmesine neden olarak apoptoza neden olabilecegi gosterilmistir (47).
Olusan peoksinitrit ise PARS enziminin etkinlesmesi sonucunda hiicrede nikotinamit
adenin diniikleotit (NAD)" ve ATP tilkenmesine neden olarak apoptoz olayin
tetikleyebilmektedir. ET ile inkiibe edilen damar diiz kas hiicrelerinde mitokondriyal

solunumun azalmasinda bu mekanizmanin gegerli oldugu gosterilmistir (300).

NO'mun dogrudan etkilerinin disinda siklik GMP aracilikli apoptotik etkileri de
bulunmaktadir. Kardiyomiyositler ve pankreatik B hiicrelerin de S-nitrozo-N-asetil-
penisilamin (SNAP) ile tetiklenen apoptozun siklik GMP inhibitérii ODQ veya PKG
inhibitéri KT5822 ile onlenebildigi gosterilmistir (301-303). Siklik sGMP analoglari
veya ¢GS etkinlestiricisi YC-1'in kardiyomiyositlerde (301), insan kolon hiicrelerinde
(304), pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde (305) ve sinir hiicrelerinde (306) apoptozu
tetikledigi bildirilmistir. Bu bulgular, NO/siklik GMP aracilikli olarak gelisen
apoptozda PKG'in 6nemini ortaya koymaktadir. Siklik GMP aracilikli apoptozun
mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamis olsa da, siklik GMPmin kaspazlarin
etkinlesmesine neden olan MEKK-stres ile etkinlestirilen protein kinaz (SAPK)/ERK
kinaz 1 (SEK1)-JNK1 kaskadini uyaran PKG'yi etkinlestirerek apoptoza neden oldugu
ileri siirtilmiistiir (47, 304).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GEREC

3.1.1 Deney Hayvani ve Doku

Deneylerde 250-350 g agirliginda erkek ve on iki saat aydinlik on iki saat
karanlik periyodunda senkronize edilen doksan dokuz adet Wistar sican kullanilmistir.
Sicanlar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Merkezi'nden
saglanmigtir. Doku olarak endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis izole torasik aorta
halka preparatlart kullanilmistir. Bu tezde siganlar iizerinde yapilan tiim islemler igin
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan onay alinmistir (07/09/2006 tarih ve
08/02 sayili karar).

3.1.2 Sarf Malzemesi

%95 O, ve %5 CO; iceren gaz karisimi (Tek Oksijen, Tiirkiye)

b-Gliserofosfat (G9891, Sigma, Amerika)

b-Merkaptoetanol (A1108, AppliChem, Almanya)

1,4-Diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien (U0126) (1144,
Tocris, Amerika)

1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on (ODQ) (03636, Sigma, Amerika)

9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-hekzahidro-10-metoksi-2,9-dimetil-1-okso-9,12-
epoksi-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3",2',1'-kl]pirrolo[3,4-1][ 1,6]-benzodiazosin-10-karboksilik
asit metil ester (KT5823) (K1388, Sigma, Amerika)

Akrilamit 4K ¢ozeltisi (%30) (161-0157, Bio-Rad, Amerika)

Amonyum persiilfat (A2941, AppliChem, Almanya)
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Anti-a smooth muscle actin mouse monoclonal IgG (A2547, Sigma, Amerika)

Anti-protein kinase G rabbit polyclonal antibody (370661, Calbiochem,
Amerika)

Aprotinin (A2132, AppliChem, Almanya)

Asetik asit (64-197, Climax, Tiirkiye)

Asetilkolin kloriir (A6625, Sigma, Amerika)

Askorbik asit (1.00127, Merck, Almanya)

Benzamidin (B6506, Sigma, Amerika)

Bradford reajan1 (B6916, Sigma, Amerika)

Bromfenol mavisi (A3640, AppliChem, Almanya)

Caspase-3 cellular activity assay Kit (235419, Calbiochem, Amerika)

Coomassie brilliant blue R 250 (1.12553, Merck, Almanya)

Cyclic GMP enzyme immunoassay kit (581021, Cayman, Amerika)

Dimetilstilfoksit (DMSO) (60153, Riedel-de-Haén, Almanya)

Ditiyotreytol (A2948, AppliChem, Almanya)

Diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir plaklar1 (655160, Greiner, Almanya)

ECL plus western blotting detection reagents (RPN2132, Amersham, Ingiltere)

Endotoksin (Escherichia coli lipopolisakkaridi, O111:B4) (ET) (L4130, Sigma,
Tiirkiye)

Eppendorf tiip (0.5 ml) (667201, Greiner, Almanya)

Eppendorf tiip (1.5 ml) (616201, Greiner, Almanya)

ERK1/2 [pTpY185/187] ELISA kit (KHOO0091, Biosource, Amerika)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (A2937, AppliChem, Almanya)

Fenilefrin hidrokloriir (P6126, Sigma, St. Louis, Amerika)

Fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir (1,3-PBIT) (P8227, Sigma,
Amerika)

Filtre kagid1 (blot absorbent filter paper, thin) (162-0118, Bio-Rad, Amerika)

Gliseril trinitrat (Adeka, Tiirkiye)

Gliserol (A2926, AppliChem, Almanya)

Glisin (A1067, AppliChem, Almanya)

Glukoz monohidrat (Glukoz.H,0) (1.04074, Merck, Almanya)

Goat anti-rabbit IgG-horseradish peroxidase (RPN4301, Amersham, Ingiltere)
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Guanylate cyclase f1 subunit (soluble) polyclonal antibody (160897, Cayman,
Amerika)

HEPES (A3724, AppliChem, Almanya)

Hidroklorik asit (HCI) (100314, Merck, Almanya)

iNOS/NOS type Il mouse IgG1 (610432, BD Transduction Lab., Amerika)

Izobiitanol (A1150, AppliChem, Almanya)

Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,.2H,0) (1.02381, Merck, Almanya)

Kiiltiir plagi i¢in yapiskanl kapak (676001, Greiner, Almanya)

Lopeptin (L9783, Sigma, Amerika)

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H,0) (1.05886, Merck, Almanya)

MEK]1 [pSpS218/222] ELISA Kit (KHOO0321, Biosource, Amerika)

MEK]1 mouse monoclonal IgG (SC-6250, Santa Cruz, Amerika)

Metanol (1.06008, Merck, Almanya)

Molekiil agirligr belirteci (Kaleidoscope prestained standard) (Biorad, 161-
0324, Amerika)

Molekiil agirligr belirteci (Protein marker III, 6.5-200) (A4402, AppliChem,
Almanya)

Molekiil agirlig1 belirteci (Rainbow marker, full-range) (RPN 800E, Amersham,
Ingiltere)

Nitric oxide synthase assay kit, colorimetric (482702, Calbiochem, Amerika)

Nitroseliiloz membran (nitrocellulose membrane) (162-0112, Bio-Rad,
Amerika)

Noradrenalin hidrokloriir ([DL]-norepinephrine hydrochloride) (A7256, Sigma,
St. Louis, Amerika)

p44/42 MAPK rabbit polyclonal IgG (9102, Cell Signalling, Amerika)

Pastor pipeti, plastik (3 ml)

Pipet ucu (3685290, Greiner, Almanya)

Pipet ucu (3686290, Greiner, Almanya)

Pipet ucu (685290, Greiner, Almanya)

Pipet ucu (686290, Greiner, Almanya)

Pipet ucu (770291, Greiner, Almanya)

Pipet, cam (5, 10, 20 ve 25 ml)

49



Ponceau S (A1405, AppliChem, Almanya)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (1.04873, Merck, Almanya)

Potasyum kloriir (KCl) (1.04936, Merck, Almanya)

p-p44/42 MAPK mouse monoclonal IgG (SC-7383, Santa Cruz, Amerika)
p-VASP (16C2) (SC-101439, Santa Cruz, Amerika)

Serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye)

Sheep anti-mouse IgG-horseradish peroxidase (RPN4201, Amersham, Ingiltere)
Si1gir serum albumini (SSA) (A7906, Sigma, Amerika)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (1.02405, Merck, Almanya)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (A2263, AppliChem, Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl) (1.06404, Merck, Almanya)

Sodyum ortovanadat (A2196, AppliChem, Almanya)

Sodyum pirofosfat (A2197, AppliChem, Almanya)

Spacer plate (10.1 x 8.2 cm, 1.5 mm) (165-3312, Bio-Rad, Amerika)
Siilfosalisilik asit (A0416, AppliChem, Almanya)

Tetrametiletilendiamin (TEMED) (A1148, AppliChem, Almanya)
Trikloroasetik asit (A1431, AppliChem, Almanya)

Tris (A2264, AppliChem, Almanya)

Tween 20 (A4974, AppliChem, Almanya)

Yagsiz kurutulmus siit tozu (non-fat dry milk) (A0830, AppliChem, Almanya)

ET ve 1,3-PBIT serum fizyolojik, U0126 DMSO (%71, hacim/hacim [h/h]),
asetilkolin, fenilefrin ve gliseril trinitrat distile su, noradrenalin %0.1 (a/h) askorbik asit
iceren 0.01 N HCl ve ODQ ile KT5823 DMSO (%0.3, h/h) iginde c¢oziilerek
hazirlanmistir. Krebs-Henseleit ¢ozeltisi olarak kullanilmak tizere NaCl 118, KCI 4.7,
CaCl,.2H,0 1.2, KH,PO4 1.2, MgS04.7H,0 1.2, NaHCO;3 15 ve glukoz.H,O 11 mM

derisimde olacak bi¢imde distile su i¢inde ¢oziilmiistiir (43).
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3.1.3 Techizat

%95 O, ve %5 CO;iceren gaz karisim tiipi (Tek Oksijen, Tiirkiye)
Bilgisayarl1 veri kayit sistemi (MP30 Hardware Unit ve Student Lab Software,
Biopac Systems Inc., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)
Cerrahi forseps (World Precision Inst., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)
Cerrahi makas (World Precision Inst., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)
Cerrahi pens (World Precision Inst., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)
Comb (10 wells, 1.5 mm) (165-3365, Bio-Rad, Amerika)
Derin donduruculu buzdolab1 (Model 1060 T, Argelik, Tiirkiye)
Derin donduruculu buzdolabi (Model 4240 T FH, Argelik, Tiirkiye)
Hassas terazi (AY220, Shimadzu Sci. Inst. Inc., Amerika)
Hassas terazi (Model APX 200, Denver, Almanya)
Homojenizator (Ultra-Turrax T8, IKA-WERKE GmbH & Co. KG, Almanya)
Jel dokiimentasyon ve analiz sistemi (UVP, EC3 imaging system, UK)
Kan basinci kayit sistemi ve 1siticilt bélme (Indirect Blood Pressure Recorder
System, Model BPHR 9610, Commat iletisim Ltd., Tiirkiye)
Miyograf (Tissue Bath Myograph, Model 700MO) ve bilgisayar kontrollii 6zel
kaydedici sistem (Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)
Otomatik pipet (0-200 m) (Rainin Pipet-Lite, Rainin, Amerika)
Otomatik pipet (100-1000 m) (Labart, Almanya)
Otomatik pipet (2-20 nl) (Eagle, Amerika)
Otomatik pipet (5-50 m) (Boeco, Almanya)
Plak okuma cihazi (405, 450, 490, 550 ve 630 nm olmak {izere bes adet filtreli)
(ELX800, Biotek, Tiirkiye)
Protein elektroforez sistemi
Mighty small Il (10x8 cm, complete) (SE250-10A-.75, Hoefer, Almanya)
EV 265 consort power supply (230 VAC) (PS265-230V, Hoefer, Almanya)
TE 77X semi-dry transfer unit (TE77X, Hoefer, Almanya)
Red rotor orbital shaker (PR500-176, Hoefer, Almanya)
Sogutmali santriflij (Model Mikro 22R, Hettich, Almanya)
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Ultrasonik banyo (isitmali, frekans ayarli) (Elmasonic S 40 / (H), Elma,
Almanya)

Ustten kefeli terazi (Model SPB 52, Scaltec, Almanya)

Yiiksek devirli ve sogutmali santrifiij (Model Mikro 22R, Hettich, Almanya)

3.2 YONTEM

3.2.1 In Vivo Calismalar

Asagida belirtilen gruplarda in vivo ¢alismalar yapilmistir:

Grup 1. Kontrol grubu olarak serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) uygulanan siganlar
(35-37, 39, 44, 307)

Grup 2. Endotoksik sok grubu olarak ET (10 mg/kg, IP) uygulanan sicanlar (35-
37,39, 44, 307)

Grup 3. Segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) uygulanan si¢anlar (35,
36, 39, 44, 307)

Grup 4. ET ile birlikte 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) uygulanan siganlar (35, 36, 44,
39, 307)

Grup 5. MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126 (5
mg/kg, IP) uygulanan sigcanlar (44)

Grup 6. ET ile birlikte U0126 (5 mg/kg, IP) uygulanan siganlar (44)

OAB ve KH olgiimleri i¢in, sicanlarin kuyrugundan 6l¢iim yapilmasina olanak
veren kan basinci kayit sistemi kullanilmistir. Siganlara serum fizyolojik veya ET
enjeksiyonundan hemen 6nce ve uygulandiktan bir, iki, ic ve dort saat sonra OAB ve
KH kayitlart alimmigtir. Serum fizyolojik veya ET enjeksiyonundan bir saat sonra ise
1,3-PBIT veya U0126 uygulanmasinin ardindan birinci, ikinci ve ii¢lincii saatlerde OAB
ve KH kayitlar1 alinmistir. Deneyler sonunda, sigcanlar oOldiiriilerek kan ve torasik

aortalar1 alinmistir. Almman kanlardan hazirlanan serum oOrnekleri iNOS etkinligi
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Olciilmesine kadar -20 °C'de dondurularak saklanmistir. Torasik aortalarin bir pargasi
vaskiiler kontraktilite calismalarinda kullanilmak iizere hazirlanmistir; kalan pargasi ise
enzim protein ekspresyonu ve etkinligi Ol¢limii amaci ile doku homojenatlar

hazirlanincaya kadar -20° C'de dondurularak saklanmastir.

3.2.2 Vaskiiler Kontraktilite Calismalari

Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT ve/veya U0126 uygulanan si¢anlar servikal
dislokasyon yapildiktan sonra karotis arterleri kesilerek oOldiiriilmiislerdir. Arkus
aortadan baslanarak izole edilen torasik aorta, icerisinde Krebs-Henseleit ¢ozeltisi
bulunan petri kabina alinarak ¢evre dokulardan temizlenmistir. Bazi dokularin endotel
tabakas1 bir forseps yardimi ile uzaklagtirllmistir (308). Eni 2-3 mm olan halka
biciminde torasik aorta preparatlarinin her biri 250 mm kalinli§inda paslanmaz ¢elikten
yapilmis teller arasina yerlestirilerek i¢inde 37 °C'de Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bulunan
ve %95 O, ve %5 CO; gaz karisimi ile havalandirilan 6 ml hacimde banyo iceren
miyografa yerlestirilmistir. Dokular 1.5 g 6n-gerim altinda her on bes dakikada bir
ortam ¢dzeltisi degistirilerek ve gerim kontrol edilerek dengelenmeye birakilmislardir.
Bir buguk saat sonra dengelenen dokulara a-adrenerjik reseptor agonisti olan fenilefrin

submaksimal derisimde 2.6 "M (ECgs, 2.6+0.3 uM, n=22) (43) ii¢c kez uygulanmistir.

Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS inhibitdrii 1,3-PBIT veya MEK1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii uygulanmasindan ii¢ saat sonra
izole edilen fenilefrin ile 6nceden kastirilmis endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda fenilefrin ile elde edilen birinci, ikinci ve iiglincii kasilma
yanitlar1 ile ilgili bulgular Cizelge 3.1'de verilmistir. Serum fizyolojik uygulanan
sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda, dokularda fenilefrin ile
alinan birinci, ikinci ve li¢lincii kasilma yanitlar1 arasinda fark yokken (F= 2.85, P >
0.05), endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve
ticlincii kasilma yanitlar1 arasinda farklilik oldugu goriilmiustiir (F'= 6.77, P= 0.0022).
Istatistiksel analizler tek-yonlii varyans analizi ve ardindan Student-Newman-Keuls

coklu karsilastirmalar testi kullanilarak yapildiginda, birinci kasilma yanitlart ikinci ve
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Cizelge 3.1. Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1 tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen fenilefrin
ile 6nceden kastirilmig endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda fenilefrin
ile elde edilen birinci, ikinci ve liglincii kasilma yanitlari.

Fenilefrin
Birinci kasilma ikinci kasilma Uciincii kasilma

Kontrol

E(4) 1.02£0.08 (n=22)  1.18£0.10 (n=22)  1.3620.12 (n=22)

EC) 1.6120.11 (n=21)  2.04=0.14 (n=21)"  2.330.17 (n=21)"
ET

E4) 0.9120.09 (n=21)  0.99+0.11 (n=21)  1.13+0.14 (n=21)

E() 1.4120.08 (n=21)  1.65+0.12 (n=21)  1.930.12 (n=21)"
1,3-PBIT

E(+) 1.14£0.13 (= 12)  1.34%0.15(n=12)  1.6240.19 (n=12)

E() 1152013 (n=12)  1.42+0.11 (n=12)  1.690.16 (n= 12)"
ET+1,3-PBIT

E(4) 1.07£0.08 (n=13)  1.1420.11 (n=13)  1.2320.14 (n= 13)

EC) 1.59+0.10 (n=13)  1.800.15 (n=13)  2.19+0.13 (n= 13)®
Uo0126

E(4) 0.820.06 (= 10)  1.05£0.08 (n=10)  1.3620.12 (n=10)™

EC) 12140.07 (n=10)  1.60£0.13 (n=10)"  2.13+0.12 (n= 10)®
ET+U0126

E(4) 0.980.17 (n=14)  1.19£020 (n=14)  1.29£0.19 (n= 14)

EC) 1350.12 (n=14)  1.6120.17 (n=14)  1.90£0.19 (n= 14)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel
taakasi uzaklagtirilmig; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-
diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo) biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg,
IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmustir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda &ldiiriilmiis ve torasik
aortalar1 izole edilmistir. Fenilefrin 2.6 nM derisimde kullanilmigtir. Sonuglar g olarak
ortalama+ortalamalarin standart hatasi bigiminde gdsterilmistir. n kullanilan sigan sayisimi ifade
etmektedir. * birinci ve © ikinci kasilma yamti degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (tek-yonlii
ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi; P < 0.05).

liclincii kasilma yanitlarindan farkliyken (P < 0.05), ikinci ve iiglincii kasilma yanitlar
arasinda fark yoktur (P > 0.05). ET uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda, fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve iiglincli kasilma yanitlari
arasinda fark yokken (F'= 1.00, P > 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda
fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve tiglincii kasilma yanitlar1 arasinda farklilik oldugu
goriilmiistiir (F= 6.17, P= 0.0037). Istatistiksel analizler tek-yonlii varyans analizi ve
ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi kullanilarak yapildiginda,
birinci kasilma yanitlar1 {igiincii kasilma yanitlarindan farkliyken (P < 0.05), ikinci ve
iiclincii kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05). 1,3-PBIT uygulanan
siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda, fenilefrin ile alinan birinci,

ikinci ve {¢iincii kasilma yanitlar1 arasinda fark yokken (F= 2.35, P > 0.05), endotel
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tabakasi uzaklastirilmis dokularda fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve {igiincii kasilma
yanitlart arasinda farklilik oldugu gériilmiistir (F= 4.02, P= 0.0275). Istatistiksel
analizler tek-yonlii varyans analizi ve ardindan Student-Newman-Keuls coklu
karsilagtirmalar testi kullanilarak yapildiginda, birinci kasilma yanitlar tigiincii kasilma
yanitlarindan farkliyken (P < 0.05), ikinci ve lglincli kasilma yanitlar1 arasinda fark
yoktur (P > 0.05). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan si¢anlardan izole edilen endotel
tabakas1 saglam dokularda, fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve {igiincii kasilma
yanitlar1 arasinda fark yokken (F= 0.49, P > 0.05), endotel tabakas1 uzaklastirilmis
dokularda fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve iiclincii kasilma yanitlar1 arasinda
farklilik oldugu goriilmiistiir (F= 5.89, P= 0.0061). Istatistiksel analizler tek-yonlii
varyans analizi ve ardindan Student-Newman-Keuls c¢oklu karsilastirmalar testi
kullanilarak yapildiginda, {ig¢iincli kasilma yanitlari, birinci ve ikinci kasilma
yanitlarindan farkliyken (P < 0.05), birinci ve ikinci kasilma yanitlar1 arasinda fark
yoktur (P > 0.05). U0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 9.21, P= 0.0009) ve uzaklastirilmis (F= 18.06, P < 0.0001) dokularda, fenilefrin
ile alinan birinci, ikinci ve fcilincli kasilma yanitlar1 arasinda farklilik oldugu
goriilmiistiir. Istatistiksel analizler tek-yonlii varyans analizi ve ardindan Student-
Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi kullanilarak yapildiginda, endotel tabakasi
saglam dokularda birinci ve ikinci kasilma yanitlar1 arasinda fark yokken (P > 0.05),
liclincii kasilma yanitlarmin birinci ve ikinci kasilma yanitlarindan farkli oldugu
goriilmiistiir (P < 0.05); endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise birinci, ikinci ve
iclincli kasilma yanitlar1 arasinda farklilik oldugu gorilmiistiir (P < 0.05). ET ile
birlikte U0126 uygulanan si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 0.74, P
> ().05) ve uzaklastirllmis dokularda (F'= 2.86, P > 0.05), fenilefrin ile alinan birinci,
ikinci ve tiglincii kasilma yanitlar1 arasinda fark olmadigir goriilmiistiir. Bu bulgulara

gore, ligiincii kez fenilefrin uygulanan dokularin dengelendigi kabul edilmistir.

Dengelenen dokularin fenilefrin (2.6 nM) ile iiclinci kez Onceden
kastirilmasinin ardindan, endotel hiicrelerinde muskarinik Ms-reseptorlerin uyarilmasi
sonucunda NOS aracilig1 ile olusan NO'nun saliverilmesine bagli olarak gevseme
olusturan bir madde olan asetilkolin (100 M) uygulanarak endotel tabakasinin saglam

olup olmadig1 kontrol edilmistir (43, 309). Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-
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PBIT, U0126 veya ET+UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda, asetilkolin sirast ile 0.81£0.07 g (n= 22), 0.33+0.07 g (n= 21),
0.77+0.11 g (n= 12), 0.38+0.06 g (n= 13), 0.75+£0.07 g (n= 10) ve 0.46+0.14 g (n= 14)
gevseme olusturmustur. Ayni deney gruplarnda, fenilefrin ile olusan kasilmanin %'si
olarak hesaplandiginda, asetilkolin ile olusan %63+3 (n= 22), %3344 (n= 21), %55+6
(n= 12), %30+4 (n= 13), %56+4 (n= 10) ve %34+6 (n= 14) oranindaki gevseme
yanitlari, ¢alisilan torasik aorta preparatlarinin endotel tabakasinin saglam oldugunu ve
endoteliyal NO aracilikli diiz kas gevsemelerinde bir sorun olmadigin1 gostermektedir.
Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-PBIT, U0126 veya ET+U0126 uygulanan
siganlardan izole edilen endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise, asetilkolin ile
elde edilen gevsemelerin tamamen ortadan kalkmasi (P < 0.05), ¢alisilan torasik aorta
preparatlarinin endotel tabakasinin etkili bir bicimde uzaklastirildigini ve endotel
hiicrelerinden kaynaklanan NO'nun noradrenalin ile elde edilen kasilmalara katkisinin

olamayacagini1 gostermektedir.

Dokularin fenilefrin ile 6nceden kastirilmasinin ve asetilkolin uygulamasinin
ardindan, damar diiz kas hiicrelerinde NO veya bir NO tiirevine (S-nitrozotiyol)
doniiserek guanilil siklazin etkinlesmesi sonucunda artan siklik GMP araciligi ile
endotelden bagimsiz olarak gevseme olusturan bir madde olan gliseril trinitrat (10 nM)
uygulanarak diiz kasin gevseme islevi test edilmistir (43, 310, 311). Serum fizyolojik,
ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-PBIT, U0126 veya ET+U0126 uygulanan sicanlardan izole
edilen endotel tabakas1 saglam dokularda, gliseril trinitrat siras1 ile 0.51+£0.07 g (n= 22),
0.58+0.08 g (n=21), 0.72+0.13 g (n=12), 0.68+0.10 g (n= 13), 0.54+0.09 g (n= 10) ve
0.66+0.09 g (n= 14) gevseme olusturmustur. Ayni deney gruplarinda, fenilefrin ile elde
edilen kasilmanin %'si olarak hesaplandiginda, gliseril trinitrat ile olusan %9442 (n=
22), %772 (n=21), %97+4 (n= 12), %85+3 (n= 13), %86=+2 (n=10) ve %79+1 (n= 14)
oranindaki gevseme yanitlari, ¢aligilan torasik aorta preparatlarinin, endoteliyal NO'dan
bagimsiz olarak gelisen diiz kas gevsemelerinde bir sorun olmadigin1 gostermektedir.
Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-PBIT, U0126 veya ET+U0126 uygulanan
sicanlardan izole edilen endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise, gliseril trinitrat
strast ile 2.09+0.14 g (n= 21), 1.70+£0.10 g (n= 21), 1.80+£0.19 g (n= 12), 2.09+£0.10 g
(n= 13), 1.87+0.14 g (n= 10) ve 1.61£0.17 g (n= 14) gevseme olusturmustur. Ayni
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deney gruplarinda, fenilefrin ile elde edilen kasilmanin %'si olarak hesaplandiginda,
gliseril trinitrat ile olusan %96+3 (n=21), %86+2 (n=21), %102+3 (n= 12), %96+3 (n=
13), %93+2 (n= 10) ve %86+2 (n= 14) oranindaki gevseme yanitlari, ¢alisilan endotel
tabakas1 uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinin, endoteliyal NO'dan bagimsiz

olarak gelisen diiz kas gevsemelerinde bir sorun olmadigini gostermektedir.

Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile yikanarak baglangic on-gerimine ulasan dokularda
noradrenalin (0.001-100 nM) ile kiimilatif derisim-yanit egrileri ¢ikarilmistir.
Noradrenalin ile kontrol derisim-yanit egrilerinin alinmasinin ardindan, noradrenalin
ortamdan uzaklastirilmis, dokular ortamda secici ¢GS inhibitérii ODQ ve secici PKG
inhibitorii KT5823'lin ¢oziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h) veya ODQ (3 nM) (312) veya
KT5823 (1 mM) (313) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin
derisim-yanit egrileri yinelenmistir. Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS
inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitori
U0126 uygulanmasindan iic saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinin DMSO, ODQ veya KT5823 ile on bes
dakika inkiibasyonu sonrasinda bazal gerimde olusan degisiklikler Cizelge 3.2'de
verilmisgtir. Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-PBIT, U0126 veya ETUO0126
uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam veya uzaklagtirilmig
dokularin DMSO veya KT5823 ile on bes dakika inkiibasyonu sonrasinda bazal
gerimde bir degisiklik olmamistir. Ote yandan, serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-
PBIT, U0126 veya ET+UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam veya uzaklastirilmis dokularin ODQ ile on bes dakika inkiibasyonu sonrasinda
bazal gerim artmistir. ET+1,3-PBIT grubundan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda ODQ'mun bazal gerimi artirici etkisi kontrol (P= 0.0008), ET (P= 0.0140) ve
1,3-PBIT (P= 0.0221) gruplarina gore daha azdir. ET+1,3-PBIT grubundan izole edilen
endotel tabakasi uzaklagtirllmis dokularda ise ODQ'nun bazal gerimi artirici etkisi 1,3-
PBIT grubuna gore daha ¢oktur (P= 0.0228). Endotel tabakasinin uzaklagtirilmasi ile
ODQ'nun bazal gerimi artiric1 etkisi kontrol grubunda azalmis (P= 0.0360), ET+1,3-
PBIT grubunda artmis (P= 0.0070), ET ve 1,3-PBIT gruplarinda ise degismemistir (P >

0.05). Gerek kontrol ve gerekse endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi

57



saglam ve uzaklastirllmig dokularda U0126min ODQ'nun bazal gerimi artirict etkisi

tizerinde olusturdugu degisiklikler arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

Cizelge 3.2. Kontrol ve endotoksemik si¢anlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1 tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel
tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinin DMSO, ODQ veya KT5823 ile on bes
dakika inkiibasyonu sonrasinda bazal gerimde olusan degisiklikler.

DMSO, ODQ veya KT5823 ile inkiibasyondan sonra élciilen kasilma (g)

E() E()

Kontrol

DMSO 0.00+0.00 (n= 5) 0.00+0.00 (n= 5)

0DQ 1.30+0.14 (n=11) 0.66+0.27 (n= 8)°

KT5823 0.00+0.00 (n= 6) 0.00+0.00 (n= 6)
ET

DMSO 0.00+0.00 (n= 5) 0.00+0.00 (n= 5)

0DQ 1.37+0.26 (n= 8) 1.24+0.26 (n= 8)

KT5823 0.00+0.00 (n= 6) 0.00+0.00 (n= 6)
1,3-PBIT

DMSO 0.00+0.00 (n= 5) 0.00+0.00 (n= 5)

0DQ 0.90+0.25 (n= 6) 0.34+0.22 (n= 6)

KT5823 0.00+0.00 (n= 6) 0.00+0.00 (n= 6)
ET+1,3-PBIT

DMSO 0.00+0.00 (n=7) 0.00+0.00 (n= 7)

0DQ 0.37+0.08 (n= 7)™ 1.08+0.18 (n=7)*

KT5823 0.00+0.00 (n= 6) 0.00+0.00 (n= 6)
U0126

DMSO 0.00+0.00 (n= 5) 0.00+0.00 (n= 5)

0DQ 1.23+0.18 (n=5) 0.52+0.33 (n=5)

KT5823 0.00+0.00 (n= 5) 0.00+0.00 (n= 5)
ET+U0126

DMSO 0.00+0.00 (n=7) 0.00+0.00 (n= 7)

0DQ 1.19+0.20 (n=7) 1.43+0.32 (n=7)

KT5823 0.00+0.00 (n=7) 0.00+0.00 (n= 7)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; DMSO, dimetilsiilfoksit; E(+), endotel
tabakas1 saglam; E(-), endotel tabakas1 uzaklastirilmig; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-
1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; KT5823, (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-
heksahidro-10-metoksi-2,9-dimetil-1-0kso-9,12-epoksi-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3",2",1'-kl]pirrolo[3,4-1]
[1,6]-benzodiazosin-10-karboksilik asit metil ester; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-
1; ODQ, 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on, U026, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-
aminofeniltiyo) biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg,
IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar,
in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir. Noradrenalin ile kontrol
derigim-yanit egrilerinin alinmasinin ardindan, noradrenalin ortamdan uzaklastirilmis ve dokular ortamda
ODQ ve KT5823"in ¢dziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h) veya ODQ (3 nM) veya KT5823 (1 mM) yokken
ve varken on bes dakika inkiibe edilmistir. Sonucglar g olarak ortalama+ortalamalarin standart hatasi
bigiminde gosterilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol/ODQ, ® ET/ODQ, © 1,3-
PBIT/ODQ ve ¢ E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U
testi; P < 0.05).
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Serum fizyolojik veya ET uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam veya uzaklastirilmis dokularda ortamda DMSO yokken ve varken noradrenalin
ile ikinci kez ¢ikarilan derigim-yanit egrilerinden hesaplanan maksimum etki (Ep,ks) ve
derisim-yanit egrilerinden hesaplanan %50 etki olusturan derisim (ECsy) degerleri
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli olmadigindan (P > 0.05), bu sonuglar
birlestirilerek degerlendirilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulamasindan dért saat sonra izole edilen endotel

tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan
kiimtilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E, .., ve ECsy degerleri tizerinde DMSO'nun etkisi.

Emaks (g) EC50 (nM)
Kontrol
DMSO (-)
E(+) 1.51£0.13 (n=11) 0.69+0.20 (n=11)
E(-) 2.65+0.18 (n=9) 0.1540.06 (n=9)
DMSO (+)
E(+) 1.26+£0.25 (n=15) 0.394£0.10 (n=15)
E(-) 2.24+0.26 (n=15) 0.08+0.02 (n=15)
ET
DMSO (-)
E(+) 1.22+0.22 (n=8) 0.39+0.10 (n=8)
E(-) 2.22+0.53 (n= 8) 0.22+0.08 (n= 8)
DMSO (+)
E(+) 1.08+0.20 (n="7) 0.81+£0.28 (n="7)
E(-) 1.94+0.43 (n="7) 0.51£0.1 (n=7)

DMSO, dimetilsiilfoksit; DMSO (-), ortamda DMSO yok; DMSO (+), ortamda DMSO var; E(+), endotel
tabakasi saglam; E(-), endotel tabakasi uzaklastirilmis; ET, endotoksin. Serum fizyolojik (4 mg/kg, IP)
(kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) uygulanan siganlar in vivo deneyler sonunda 6ldiiriilmiis ve
torasik aortalar1 izole edilmistir. Noradrenalin ile kontrol derigim-yanit egrilerinin alinmasinin ardindan,
noradrenalin ortamdan uzaklastirilmig, dokular ortamda 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on
(ODQ) ve (95,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-heksahidro-10-metoksi-2,9-dimetil-1-okso-9,12-epoksi-1H-
diindolo-[1,2,3-fg:3",2",1'-kl]pirrolo[3,4-1][ 1,6]-benzodiazosin-10-karboksilik asit metil ester (KT5823)"in
¢oziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h) yokken veya varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin
derisim-yanit egrileri yinelenmistir. Sonuglar g veya MM olarak ortalama+ortalamalarin standart hatasi
bigiminde gosterilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir.

ET'nin noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda olusturdugu
degisiklikler iizerinde sistemik iNOS veya ERKI1/2 inhibisyonunun etkilerinin
arastirildigr vaskiiler kontraktilite calismalarinda serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT,
ET+1,3-PBIT, U0126 veya ET+U0126 uygulanan sigcanlardan izole edilen endotel
tabakasi saglam veya uzaklagtirllmis dokularda noradrenalin ile ilk kez c¢ikarilan

derisim-yanit egrileri degerlendirilmistir.
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ET'nin noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda olusturdugu
degisiklikler tlizerinde sistemik iNOS veya ERK1/2 ile birlikte in vitro olarak ¢GS veya
PKG inhibisyonunun etkilerinin arastirildigi vaskiiler kontraktilite ¢alismalarinda ise
serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-PBIT, U0126 veya ET+U0126 uygulanan
sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam veya uzaklagtirllmis dokularda

noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan derisim-yanit egrileri degerlendirilmistir.

3.2.3 Dokularin Homojenize Edilmesi ve Doku Homojenat1 Siipernatantla-

rinin Hazirlanmasi

Dondurulmus dokular ¢6ziindiikten sonra tartilmis ve iizerine 1.5 ml HEPES
tamponu (mM: HEPES 20 [pH 7.5], b-gliserofosfat 20, sodyum pirofosfat 20,
benzamidin 10, ditiyotreytol 1, sodyum ortovanadat 0.2, sodyum floriir 20, EDTA 2,
16peptin 20 ve aprotinin 10) (35-37, 39, 44, 307) eklenerek homojenize edilmistir.
Homojenatlar 36.000 x g'de on dakika 4 °C'de santrifiij edildikten sonra, siipernatantlar
toplanmus, tizerlerine 50 M tris (50 mM, pH 8.0)+KCl (0.5 M) ¢ozeltisi eklenmis,
ardarda iki kez on bes saniye su banyosu sonikatdriinde bekletilmis ve 36.000 x g'de on
bes dakika 4 °C'de santrifiij edilmistir. Stipernatantlar toplam protein, MEK1, ERK1/2,
iINOS, ¢GS, PKG, a-diiz kas diiz kas aktini ve kaspaz-3 protein ekspresyonu ve/veya

etkinligi ile ilgili 6l¢timler yapilincaya kadar dondurularak saklanmistir.

3.2.4 Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda Toplam

Protein Diizeyinin Ol¢iilmesi

Doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda toplam protein miktari
Coomassie mavisi yontemi ile Slgiilmistiir (314). Standart olarak kullanilan SSA'nin
%1 agirlik/hacim (a/h) derisimde olacak big¢imde distile suda hazirlanan stok
cozeltisinden, 0-50 M SSA igeren dizi diliisyonlar1 (0-50 mg/ml) hazirlanmis ve toplam
hacimleri distile su ile 800 m'ye ayarlanmistir. Ayn1 bigimde, 5 ni siipernatant {izerine

795 m distile su eklenerek 800 m hacimde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler
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iizerine 200 M Bradford reajam1 eklenmis, bu ¢ozeltilerden aliman 100 pl 6rnek (aym
ornekten iki kez olmak iizere) kiiltiir plagina aktarilmis ve Orneklerin verdikleri
absorbanslar, kiiltiir plagi okuyucuda, 630 nm'de okunmustur. SSA derisimlerine kars1
elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal regresyon yontemi ile, SSA'nin
kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir. Bu denklemlerden yararlanilarak,

orneklerde okunan absorbans degerlerinden toplam protein miktarlari bulunmustur.

3.2.5 Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda a-Diiz Kas
Aktini Protein Ekspresyon Diizeyi ile MEK1, ERK1/2, iNOS, ¢GS,
PKG ve Kaspaz-3 Protein Ekspresyon Diizeyleri ve/veya Etkinliginin
ve Serumda iNOS Etkinliginin Olciilmesi

a-Diiz kas aktini protein diizeyi ile MEK1, ERK1/2, iNOS, ¢GS, PKG ve
kaspaz-3 protein diizeyi ve/veya etkinligi daha Once tamimlanan yOntemlere gore
Ol¢iilmiistiir (36, 39). 70 M HEPES tamponu i¢inde 70-140 ng protein ve 5 m Laemmli
ornek tamponu (5 ml tris ¢ozeltisi [0.5 M, pH 6.8], 4 ml gliserol, 40 mg bromfenol
mavisi, 0.8 g SDS ve 0.8 ml b-merkaptoetanol 10 ml distile su i¢inde; kullanilmadan
hemen Once 1/4 oraninda distile su ile seyreltilmistir) iceren doku homojenatlarindan
hazirlanan siipernatantlarda iki dakika kaynatilmig, 4 °C'de 36.000 x g'de bes dakika
santrifiij edilmis, 50-60 ni'de 78-100 ng toplam protein olacak bi¢imde iist jelde
olusturulan cukurlardan Tgiincii ve sekizinci cukurlara eklenmis ve %10 SDS-
poliakrilamit jel elektroforez yontemi ile iki-dort saatlik bir siirede ayrilmistir. Alt jel
olarak 6.7 ml 30'luk akrilamit 4K ¢ozeltisi, 5 ml tris ¢ozeltisi (1.5 M, pH 8.8), 0.2 ml
%10'luk SDS ¢ozeltisi, 7.9 ml distile su, 0.2 ml %10'luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve
0.008 ml TEMED, fist jel olarak da 1.7 ml 30'luk akrilamit 4K ¢d6zeltisi, 1.25 ml tris
cozeltisi (1 M, pH 6.8), 0.1 ml %10'luk SDS ¢ozeltisi, 6.8 ml distile su, 0.1 ml %10'Tuk
amonyum persiilfat ¢dzeltisi ve 0.01 ml TEMED kullanilmistir. Ust jelde olusturulan
cukurlardan birinci ve onuncu ¢ukurlara 10 m Laemmli 6rnek tamponu, ikinci gukura
renkli (12-225 kDa molekiil agirliginda protein standardi) ve dokuzuncu gukura renksiz
(6.5-200 kDa molekiil agirliginda protein standardi) olmak iizere 10 ml molekiil agirlig

belirteci eklenmistir. Elektroforez tampon ¢ozeltisi olarak 500 ml distile su iginde 15 g
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tris, 72 g glisin ve 5 g SDS iceren bir ¢ozelti (pH 8.3) hazirlanmis ve kullanilmadan

hemen 6nce 1/10 oraninda seyreltilerek pH degeri 8.3'e ayarlanmistir.

Jeldeki proteinler ise yari-kuru aktarma (semi-dry transfer) yontemi ile dort
saatlik bir siirede nitroseliiloz membrana aktarilmistir; bu islem i¢in 800 ml distile su
icinde 5.8 g tris, 2.9 g glisin ve 0.37 g SDS igeren bir ¢ozelti (pH 8.3) hazirlanmis ve
kullanilmadan hemen 6nce pH degeri 8.3'e ayarlanarak iizerine 200 ml etanol (%20)

eklenmistir.

Jelden proteinlerin nitroselilloz membrana ne derecede aktarildiginin
anlasilabilmesi i¢in, jeller proteinleri 6zgiil olmayan bir bi¢cimde geri doniisiimsiiz
olarak baglayan Coomassie mavisi boyama yontemi ile boyanmistir (315). Coomassie
mavisi ¢ozeltisi (1 L distile su i¢cinde 0.25 g Coomassie brilliant blue R 250, 400 ml
metanol ve 70 ml asetik asit) icinde 4 °C'de on iki saat inkiibe edilen jeller,
boyasizlastirma ¢ozeltisi I (destaining solution I) (20 ml metanol, 3.5 ml asetik asit ve
26.5 ml distile su) i¢cinde otuz dakika inkiibe edildikten sonra, boyasizlastirma ¢ozeltisi
Il (destaining solution II) (3.5 ml asetik asit, 2.5 ml metanol, 44 ml distile su ve 0.5 ml
gliserol) i¢inde inkiibe edilmistir. Jelin zeminindeki mavi renk acilincaya dek
boyasizlagtirma ¢ozeltisi II bir veya iki kez degistirilmistir. Ayrica, jelden proteinlerin
nitroseliilloz membrana ne derecede aktarildiginin anlasilabilmesi i¢in membranlar
proteinleri geri doniisiimlii olarak baglayan Ponceau S boyasi (100 ml distile su iginde 2
g Ponceau S, 30 g trikloroasetik asit, 30 g siilfosalisilik asit; kullanilmadan hemen 6nce
1/10 oraninda distile su ile seyreltilmistir) ile boyanmis ve distile su ile yikanmistir

(316).

Proteinlerin jelden membrana aktariminin saglandigr goriildiikten sonra,
membranlar tris tampon ¢ozeltisi (TTC) (3 g tris, 8 g NaCl, 2 g KCI ve 0.5 ml Tween 20
[90.05] 1 L distile i¢inde, pH 7.4) ile yikanmis, yagsiz kurutulmus siit tozu (YKST)
ve/veya SSA iceren TTC ile bloke edilmis ve primer antikorlar ile oda sicakliginda bir
veya iki saat ya da 4 °C'de on iki saat inkiibe edilmistir. Membranlar, baglanmamis
proteinler TTC ile yikanarak uzaklastirildiktan sonra sekonder antikorlar ile oda

sicakliginda bir saat inkiibe edilmistir. Bazi deneylerde etkin olmayan enzim protein
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diizeylerini 6lgmek icin fosforile proteinler i¢in kullanilan membranlar, TTC ile
yikandiktan sonra bir ¢ozelti (stripping solution) (50 ml distile su i¢inde 0.35 ml b-
merkaptoetanol, 3.125 ml tris ¢ozeltisi [1.5 M, pH 8.8] ve 10 ml %10'Tuk SDS ¢ozeltisi)
ile 50 °C'de otuz dakika inkiibe edilmis, TTC ile yikanmis, %2 YKST + %2 SSA
karisimi ile bloke edilmis, TTC ile yikanmis ve fosforile olmayan proteinlere igin
primer ve sekonder antikorlar ile inkiibe edilmeye hazir duruma getirilmistir. a-diiz kas
aktini protein diizeyi ile MEKI1, ERK1/2, iNOS, ¢GS ve PKG protein ekspresyonu
ve/veya etkinliginin en iyi bigimde Olciilebilmesi i¢in yapilan islemler ve kullanilan

antikorlarin 6zellikleri Cizelge 3.4'de 6zetlenmistir.

Coomassie mavisi yontemi ile boyanan jeller dogrudan, nitroseliilloz membranda
bulunan immiinoreaktif proteinler ise membranlarin goriintiileme ¢ozeltisi (ECL plus
western blotting detection reagents;, RPN 2132, Amersham) ile inkiibe edilmesinin

ardindan Jel Dokiimentasyon ve Analiz Sistemi kullanilarak belirlenmistir.

Ayrica, doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda MEK1 etkinligi
MEK]1 [pSpS218/222] ELISA kit, ERK1/2 etkinligi ERK1/2 [pTpY185/187] ELISA kit,
iINOS etkinligi Nitric oxide synthase assay kit, colorimetric, ¢GS etkinligi Cyclic GMP
enzyme immunoassay kit ve kaspaz-3 etkinligi Caspase-3 cellular activity assay kit ve
serumda iNOS etkinligi Nitric oxide synthase assay kit, colorimetric kullanilarak
prospektiislerinde yazildig1 bigimde enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

yontemi ile 6l¢ilmiistiir.

63



Cizelge 3.4. a-Diiz kas aktini protein diizeyi ile MEK1, ERK1/2, iNOS, ¢GS ve PKG protein ekspresyonu

ve/veya etkinliginin dl¢lilmesinde yapilan iglemler ve kullanilan antikorlarin 6zellikleri.

Molekiil
Protein Agirhgi  Membran Blokaji Primer Antikor Sekonder Antikor
(kDa)
Anti-a smooth muscle actin }S;gffg VZZZ_}ZmOeIﬁ;Eg;
%35 YKST igeren mouse monoclonal IgG p
.. . (RPN 4201, Amersham)
. TTC icinde, oda (A2547, Sigma) o .
a-Diiz _ . e . .. (%0.1 SSA iceren TTC
.. 43 sicakliginda bir saat; (%5 SSA igeren TTC i¢inde s :
kas aktini ; . o ., . ic¢inde 1:1.000 oraninda)
ti¢ kez bes dakika 1:500 oraninda) (4 °C'de on iki 5 .
N . o . (oda sicakliginda bir saat
siire TTC ile ytkama  saat inkiibasyon); ii¢ kez bes N L
dakika siire TTC ile yikama inkiibasyon); li¢ kez bes
M dakika TTC ile yikama
Sheep anti-mouse IgG-
. MEK]I mouse monoclonal IgG  horseradish peroxidase
o
T/"TS glKlig 9N (SC-6250, Santa Cruz) (RPN 4201, Amersham)
eINae, 008 (045 SSA igeren TTC iginde  (%0.1 SSA igeren TTC
MEK1 45 sicakliginda bir saat; o NG ]
N . 1:500 oraninda) (4 °C'de on iki iginde 1:1.000 oraninda)
dort kez on dakika s - < .
siire TTC ile yikama saat inkiibasyon); ii¢ kez bes (oda sicakliginda bir saat
dakika TTC ile yikama inkiibasyon); ii¢ kez on
dakika TTC ile yikama
p-p44/42 MAPK mouse Sheep ani mouse IgG-
%2 SSA iceren TTC  monoclonal IgG (SC-7383, Orseradisi peroxiaase
. S C (RPN 4201, Amersham)
Fosforile iginde, oda . anta ru.z) .. (%5 YKST igeren TTC
44/42  sicakliginda bir saat; (%5 SSA igeren TTC iginde N ]
ERK1/2 N . o ., . icinde 1:1.000 oraninda)
dort kez on dakika 1:100 oraninda) (4 °C'de on iki N .
N . o . (oda sicakliginda bir saat
stire TTC ile yikama  saat inkiibasyon); li¢ kez bes S -
dakika TTC ile yik inkiibasyon); ii¢ kez on
akika tie yrkama dakika TTC ile ytkama
. Goat anti-rabbit IgG-
%35 SSA iceren TTC p zj/j[i%?flérébfg; Cell horseradish peroxidase
icinde, oda lS)ing}1 alling) g ’ (RPN 4301, Amersham)
S 1 . 0, 1
ERKI/2  4d/4p Swcakh@indabirsaat o saq %o on TTC iginde  (700-1 SSA igeren TTC
bes kez on dakika ot ., . icinde 1:1000 oraninda)
. . 1:500 oraninda) (4 °C'de on iki 9 .
siire TTC ile yikama s .. (oda sicakliginda bir saat
. . 4 saat inkiibasyon); {i¢ kez bes S -
(baz1 deneyler igin*) dakika TTC ile vik inkiibasyon); ii¢ kez on
akika TTC ile yrkama dakika TTC ile yikama
iNOS mouse monoclonal IgG1 }S‘lheep aZI{l—hmouse %G_
%35 YKST igeren (610432, BD Transduction Orseradisi peroxiaase
. (RPN 4201, Amersham)
TTC i¢inde, oda Lab.) (%0.1 SSA iceren TTC
iNOS 130 sicakhiginda bir saat; (%5 SSA igeren TTC iginde ov. gere

bes kez on dakika
stire TTC ile yikama

1:500 oraninda) (4 °C'de on iki
saat inkiibasyon); bes kez on
dakika stire TTC ile yikama

icinde 1:1.000 oraninda)
(oda sicakliginda bir saat
inkiibasyon); bes kez on

dakika TTC ile yikama
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Cizelge 3.4. (devam) a-Diiz kas aktini protein diizeyi ile MEK1, ERK1/2, iNOS, ¢GS ve PKG protein
ekspresyonu ve/veya etkinliginin 6l¢iilmesinde yapilan islemler ve kullanilan antikorlarm 6zellikleri.

Molekiil
Protein Agirhgi  Membran Blokaji Primer Antikor Sekonder Antikor
(kDa)
Guanylate cyclase 1 subunit }(l}oat an;l.— rhabblt ]g.dG-
(soluble) polyclonal antibody orseradish peroxiaase
(160897, Cayman) (IEPN 4301, Amersham)
¢GS 70 - (%5 SSA igeren TTC iginde (%] ff‘golgegf:anng)
1:500 oraninda) (4 °C'de on iki 3% © 1P 2
saat inkiibasyon); dort kez on .(gk?bswa lsglg..a k1r saat
. .. . inkiibasyon); dort kez on
dakika stire TTC ile yikama dakika TTC ile yikama
Anti-protein kinase G rabbit }?:ritefgat’li:v;zaﬁgzvlggcz;e
%35 SSA iceren TTC  polyclonal antibody (370661,
icinde, oda Calbiochem) 55%1‘1 4s3s(2 liﬁfs%‘;ré)
PKG ~78  sicakliginda bir saat; (%5 SSA igeren TTC iginde ; ion('ie 1.0 OQO oraninda)
dort kez on dakika 1:500 oraninda) (4 °C'de on iki (f) da 51ce'1k'l1'1n da bir saat
stire TTC ile yikama  saat inkiibasyon); li¢ kez bes inkiibasyon)gf dort kez bes
dakika stire TTC ile yikama dakika TTC ile yikama
Sheep anti-mouse IgG-
o . p-VASP (16C2) (SC-101439, horseradish peroxidase
i?;g:ﬁézeren TTC¢ Santa Cruz) (RPN 4201, Amersham)
. , o ; . 0 .
Fosforile 46/50  sicakliginda bir saat; (%5 SSA igeren TTOC 1g1nde. . (/f)O.l SSA igeren TTC
VASP dort kez on dakika 1:500 oraninda) (4 °C'de on iki iginde 1:1.000 oraninda)

stire TTC ile yikama

saat inkiibasyon); ii¢ kez bes
dakika siire TTC ile yikama

(oda sicakliginda bir saat
inkiibasyon); ii¢ kez on
dakika TTC ile yikama

¢GS, c¢oziinebilir guanilil siklaz; ERK1/2, ekstraseliller sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK 1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; PKG, protein
kinaz G; SSA, sigir serum albumini; TTC, tris tampon c¢ozeltisi; p-VASP, vazodilatér ile uyarilan
fosfoprotein; YKST, yagsiz kurutulmus siit tozu. * Daha once kullanilip da yeniden kullanima hazir

duruma getirilen membranlar kullanilmistir.
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3.2.6 Sonugclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. Kullanilan
sican sayisi n ile ifade edilmistir. Asetilkolin ile olusan gevsemeler, fenilefrin ile elde
edilen maksimum kasilmanin %'si olarak hesaplanmistir. Gliseril trinitrat ile olusan
gevsemeler ise, fenilefrin ile elde edilen maksimum kasilmadan asetilkolin ile elde
edilen gevseme yanit1 ¢ikarildiktan sonra kalan fenilefrin ile elde edilen kasilmanin %'si
olarak hesaplanmistir. Noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 gram olarak ifade
edilmistir. Ayn1 deney hayvanindan izole edilen dokularda ayni kosullarda yapilan
deneylerden elde edilen bazi sonuglar birlestirilerek degerlendirilmistir. Dogrusal
olmayan regresyon yontemi ile maksimumum kasilma yaniti (Enaks) ve maksimum
kasilmanin %350'sini olusturan noradrenalin derisimi (ECso) degerleri hesaplanmuistir.
Istatiksel karsilastirmalar igin tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls
coklu karsilagtirmalar testi veya Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunns c¢oklu
karsilagtirmalar testi ile Student's t testi veya Mann-Whitney U testleri kullanilmistir.
Emaks ve ECso degerlerinin hesabi ile istatistiksel analizler GraphPad Prism version 3.00
for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, Amerika) paket programi
kullanilarak yapilmistir. Istatiksel olarak 0.05'ten kiigiik P degerleri anlamli kabul

edilmisgtir.
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4. BULGULAR

4.1 In Vivo Calismalar

4.1.1 ET'nin OAB ve KH Uzerindeki EtKisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan sonra OAB ve KH'de
olusan degisiklikler ile ilgili bulgular Cizelge 4.1 ile Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de

verilmistir.

Sigcanlara serum fizyolojik uygulanmasindan sonra dort saat icinde OAB (F=
0.76, P > 0.05) ve KH (F'= 2.06, P > 0.05) degerlerinde bir degisiklik goriilmemistir.
Ote yandan, ET uygulanmasindan sonra dort saat icinde OAB azalirken (F= 44.63, P <
0.0001), KH'de artma gozlenmistir (F= 4.48, P= 0.0023). Olusan degisikliklerin birinci
saatten itibaren kontrol grubundan da anlamli bir bigimde farkli olmasi, siganlarda

endotoksemik sok modelinin olusturuldugunu géstermektedir.
4.1.2 ET ile Azalan OAB ve Artan KH Uzerinde Sistemik iNOS
Inhibisyonunun Etkisi
Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanan

secici iINOS inhibitérii 1,3-PBIT ile OAB ve KH'de olusan degisiklikler ile ilgili
bulgular Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1'de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarda segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126'nin OAB ve KH iizerindeki etkisi.

ET uygulanmasindan sonra gecen siire (saat)

0 1 2 3 4
Kontrol
OAB 124+1 1251 12542 12542 1231
(n=29) (n=29) (n=18) (n=17) (n=29)
KH 358+5 349+6 34847 336+8 34046
(n=29) (n=29) (n=18) (n=17) (n=29)
ET
OAB 124+1 94427 94427 95427 93427
(n=21) (n=21) (n=19) (n=19) (n=21)
KH 367+9 40548 403+11% 412+14% 42549
(n=21) (n=21) (n=19) (n=19) (n=21)
1,3-PBIT
OAB 126+1 128+2 127+2 129+2 128+2
(n=12) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12)
KH 35248 345+10 343+14 343+14 334+10
(n=12) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12)
ET+1,3-PBIT
OAB 12942 99£47 120+3"" 12425 125+3°°
(n=13) (n=13) (n=10) (n=12) (n=13)
KH 369+10 407+14™  367+11" 364+13" 366+11
(n=13) (n=13) (n=10) (n=12) (n=13)
U0126
OAB 129+1 128+2 1302 1332 130+2
(n=10) (n=10) (n=9) (n=28) (n=28)
KH 337410 31849 317413 315+6 32049
(n=10) (n=10) (n=9) (n=18) (n=18)
ET+U0126
OAB 12842 97+2%% 1184254 1214254 12742
(n=14) (n=14) (n=10) (n=13) (n=14)
KH 347+6 3989 398+12% 402+8%% 412+7%%
(n=14) (n=14) (n=10) (n=13) (n=14)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; KH, kalp hizi; MEK1, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; OAB, ortalama arter basinci; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-
bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4
ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra
uygulanmistir. OAB degerleri mmHg ve KH degerleri atim hizi/dakika olarak ortalama+tortalamalarin
standart hatas1 bigiminde gdsterilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol, "ET,°1,3-
PBIT ve ® U0126 degerlerinden istatistiksel olarak anlamh farkli (tek-yonli ANOVA ve ardindan
Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi; P < 0.05). ¢ 0., T1. ve & 2. saat degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkli (tek-yonli ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls c¢oklu
karsilastirmalar testi; P < 0.05).
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Sekil 4.1. Kontrol ve endotoksemik siganlarda secici iNOS inhibit6rii 1,3-PBIT'nin (A) OAB ve (B) KH
iizerindeki etkisi. 1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyotire) dihidrobromiir, ET, endotoksin; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; KH, kalp hizi; OAB, ortalama arter basinci. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP),
serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. 10-29 adet si¢andan serum fizyolojik veya ET
uygulanmasindan dort saat sonra elde edilen OAB degerleri mmHg ve KH degerleri atim hizi/dakika
olarak ortalama=ortalamalarin standart hatast bigiminde gosterilmistir. “ Kontrol ve bET degerlerinden
istatistiksel olarak anlaml farkh (tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu
karsilagtirmalar testi; P < 0.05).
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Sekil 4.2. Kontrol ve endotoksemik sicanlarda MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitorii U0126'nin (A) OAB ve (B) KH fizerindeki etkisi. ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; KH, kalp hizi; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; OAB,
ortalama arter basinci; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. U0126 (5
mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. 10-29 adet si¢andan serum fizyolojik veya ET
uygulanmasindan dort saat sonra elde edilen OAB degerleri mmHg ve KH degerleri atim hizi/dakika
olarak ortalamazortalamalarin standart hatasi bigiminde gosterilmistir. © Kontrol, b ET ve ¢ U0I26
degerlerinden istatistiksel olarak anlamly farkly (tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls
¢coklu karsilagtirmalar testi; P < 0.05).
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1,3-PBIT tek basina uygulandiginda sifirinci, birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii
saatlerde ol¢giilen OAB ve KH degerlerinde olusan degisiklikler anlamli degildir (OAB:
F= 045 P > 0.05; KH: F= 0.45, P > 0.05). 1,3-PBIT tek basina uygulandiginda
olgiilen OAB (F= 1.59, P > 0.05) ve KH (F= 0.33, P > 0.05) (F= 1.01, P > 0.05)
degerleri kontrol grubundan da farkli degildir. ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan
grupta, ET enjeksiyonundan bir saat sonra azalan OAB (F'= 19.11, P < 0.0001) ve artan
KH (F= 2.56, P= 0.0486), 1,3-PBIT uygulanmasindan sonraki birinci, ikinci ve tigiincii
saatlerde Onlenmistir. ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan grup, ET grubu ile
karsilastirildiginda ise 1,3-PBIT, ET ile olusan OAB'deki azalmay1 (F'= 44.92, P <
0.0001) ve KH'deki artmay1 (F'= 4.69, P < 0.0001) ikinci, ligiincii ve dordiincii saatlerde
onledigi goriilmiistiir. ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan grupta o6lgiilen OAB ve KH
degerleri arasindaki farklilik birinci saat degerleri disinda kontrol (OA4B: F= 14.59, P <
0.0001; KH: F= 5.56, P < 0.0001) veya 1,3-PBIT (OAB: F= 15.01, P < 0.0001; KH:
F=3.47, P= 0.0008) gruplarindan farkli degildir. Bu bulgular, ET uygulanmasindan bir
saat sonra olusan hipotansiyona ve KH'deki artmaya iNOS araciligi ile olusan NO'nun

katkida bulundugunu gostermektedir.

4.1.3 ET ile Azalan OAB ve Artan KH Uzerinde Sistemik ERK1/2

Inhibisyonunun Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanan
MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126 ile OAB ve KH'de
olusan degisiklikler ile ilgili bulgular Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2'de verilmistir.

U0126 tek basma uygulandiginda sifirinci, birinci, ikinci, ti¢lincii ve dordiincii
saatlerde ol¢giilen OAB ve KH degerlerinde olusan degisiklikler anlamli degildir (OAB:
F=10.79, P> 0.05; KH: F= 0.90, P > 0.05). U0126 tek basina uygulandiginda 6lgiilen
OAB (F= 3.33, P= 0.0009) ve KH (F= 3.92, P= 0.0002) degerleri kontrol grubundan
farklidir; 6te yandan, U0126 ile sifirinci, birinci, ikinci, {igiincii ve dordiincii saatlerde
Ol¢iilen degerlerin kontrol grubundan farkli olmadigi goriilmiistiir (P > 0.05). ET ile
birlikte U0126 uygulanan grupta, ET enjeksiyonundan bir saat sonra azalan OAB (F=
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51.38, P < 0.0001), U0126 uygulanmasindan sonraki birinci, ikinci ve {i¢iincii saatlerde
Onlenmistir; 6te yandan, U0126 uygulandiktan sonra birinci, ikinci ve {i¢iincii saatlerde,
ET enjeksiyonundan bir saat sonra artan KH (F= 70.32, P < 0.0001) degerlerinde bir
degisiklige neden olmamustir (P > 0.05). ET ile birlikte U0126 uygulanan grup, ET
grubu ile karsilastirildiginda ise U0126, ET ile olusan OAB'deki azalmay1 (F'= 59.12, P
< 0.0001) ikinci, Uglncli ve dordiincii saatlerde Onlemistir; Ote yandan, U0126
uygulandiktan sonra birinci, ikinci ve li¢iincili saatlerde, ET enjeksiyonundan bir saat
sonra artan KH (F= 5.37, P < 0.0001) degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir (P
> (.05). ET ile birlikte U0126 uygulanan grupta olgiilen OAB degerleri arasindaki
farklilik birinci saat degerleri disinda kontrol grubundan farkli degildir (F= 24.79, P <
0.0001); ote yandan, ET ile birlikte U0126 uygulanan grupta oSlgiillen KH degerleri
arasindaki farklilik sifirinci saat degerleri disinda kontrol grubundan daha ¢oktur (KH:
F=15.61, P < 0.0001). ET ile birlikte U0126 uygulanan grupta ol¢iilen OAB degerleri
arasindaki farklilik birinci, ikinci ve {igiincii saat degerleri disinda U0126 grubundan
farkli degildir (F= 39.22, P < 0.0001), 6te yandan, ET ile birlikte U0126 uygulanan
grupta Olgiilen KH degerleri arasindaki farklilik sifirinci saat degerleri disinda U0126
grubundan daha coktur (KH: F= 21.14, P < 0.0001). Bu bulgular, ET uygulanmasindan
bir saat sonra olusan hipotansiyona MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki,
dolayist ile etkinligindeki artisin katkida bulundugunu gdstermektedir; ote yandan,
ERK1/2 etkinligindeki artis, ET uygulanmasindan bir saat sonra artan KH'ye katkida

bulunmamaktadir.

72



4.2 Vaskiiler Kontraktilite Calismalar:

4.2.1 ET'nin Asetilkolin ve Gliseril Trinitrat ile Elde Edilen Gevseme
Yamtlar1 Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen fenilefrin ile 6nceden kastirilmis endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda asetilkolin ve gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme

yanitlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.2 ile Sekil 4.3 ve Sekil 4.4'te verilmistir.

ET, endotel tabakasi saglam dokularda asetilkolin ile elde edilen gevseme
yanitlarinda azalmaya neden olurken (P < 0.0001), endotel tabakasi uzaklastirilmis
dokularda bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05). Bu bulgular, si¢anlara
uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel hiicrelerinde muskarinik M;-
reseptorlerin uyarilmasi sonucunda NOS araciligi ile NO olusumunda azalmaya neden

olarak NO aracilikli gevseme yanitlarinit bozdugunu gdostermektedir.

ET, endotel tabakasi saglam (P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (P= 0.0071)
dokularda gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlarinda azalmaya neden
olmustur. Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta
preparatlarinda NO veya S-nitrozotiyol olusumu ile guanilil siklazin etkinlesmesi
sonucunda artan siklik GMP aracilig1 ile endotelden bagimsiz olarak gelisen diiz kas

gevseme yanitlarini azalttigini gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen fenilefrin
ile dnceden kastirilmis endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda asetilkolin
ve gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlari.

Asetilkolin Gliseril trinitrat
Kontrol
E(+) 63+3 94+2
(n=22) (n=22)
E(-) 0+0° 96+3
(n=21) (n=21)
ET
E(+) 3344 77+2°
(n=21) (n=21)
E(-) 0+0° 8642
(n=21) (n=21)
1,3-PBIT
E(+) 55+6 97+4
(n=12) (n=12)
E(-) 0+0° 10243
(n=12) (n=12)
ET+1,3-PBIT
E(+) 3044 85+3%¢
(n=13) (n=13)
E(-) 0+0° 963"
(n=13) (n=13)
U0126
E(+) 56+4 862
(n=10) (n=10)
E(-) 0+0° 93+42°
(n=10) (n=10)
ET+U0126
E(+) 34+6 79+1%
(n=14) (n=14)
E(-) 0+0° 862
(n=14) (n=14)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiire; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK]1, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10
mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg,
IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmustir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda
oldiiriilmiis ve torasik aortalar1 izole edilmistir. Asetilkolin 100 M ve gliseril trinitrat 10 "M derisimlerde
kullanilmigtir. Sonuglar % olarak ortalamatortalamalarin standart hatasi biciminde gosterilmistir. n
kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol, ® ET, © 1,3-PBIT, ¢ U0126 ve ° E(+) degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.3. Kontrol ve endotoksemik si¢anlara secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT uygulanmasindan ii¢ saat
sonra izole edilen fenilefrin ile dnceden kastirilmig endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta
preparatlarinda (A) asetilkolin ve (B) gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlari. /,3-PBIT, fenilen-
1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel tabakasi
uzaklastirmis,; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP), serum
fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra
uygulanmistiv. Siganlar, in vivo deneyler sonunda 6ldiiriilmiis ve torasik aortalar: izole edilmistir.
Asetilkolin 100 M ve gliseril trinitrat 10 M derigimlerde kullanilmustir. 12-22 adet sicandan elde edilen
sonuglar % olarak ortalamazortalamalarin standart hatast bi¢iminde gosterilmistir. © Kontrol, b ET,
¢ 1,3-PBIT ve * E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl (Student's t veya Mann-Whitney U
testi; P < 0.05).
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Sekil 4.4. Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEKI tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen fenilefrin ile 6nceden kastirilmis endotel
tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda (A) asetilkolin ve (B) gliseril trinitrat ile
elde edilen gevseme yanitlari. E(+), Endotel tabakast saglam; E(-), endotel tabakast uzaklastirilmig;
ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; UQ0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. U0126
(5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda éldiiriilmiis ve torasik
aortalary izole edilmigtir. Asetilkolin 100 M ve gliseril trinitrat 10 WM derisimlerde kullanilmistir. 10-22
adet sicandan elde edilen sonuglar % olarak ortalamazortalamalarin standart hatasi bi¢iminde
gosterilmistir. © Kontrol, b U0126 ve © E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t
veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.2.2 ET ile Azalan Asetilkolin ve Gliseril Trinitrat ile Elde Edilen Gevseme
Yamtlar1 Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sicanlara secici iNOS inhibitori 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen fenilefrin ile 6nceden kastirilmis endotel
tabakas1 saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda asetilkolin ve gliseril
trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlar ile ilgili bulgular Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3'te

verilmistir.

ET'nin endotel tabakasi saglam dokularda asetilkolin ile elde edilen gevseme
yanitlarinda neden oldugu azalma, segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile 6nlenmemistir
(P > 0.05). 1,3-PBIT tek basina endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda
asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarinda bir degisiklige neden olmamistir (P >
0.05). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlari, gerek kontrol (P <
0.0001) ve gerekse 1,3-PBIT tek basina uygulandiginda elde edilen yanitlara gére daha
azdir (P= 0.0022).

Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel
hiicrelerinde muskarinik M3-reseptorlerin uyarilmasi sonucunda NOS araciligi ile NO
olusumunda azalmaya neden olarak NO aracilikli gevseme yanitlarin1 bozucu etkisine

iNOS aracilig1 ile olusan NO'nun katkida bulunmadigini géstermektedir.

ET'min endotel tabakasi saglam (P= 0.0444) ve uzaklastirllmis (P= 0.0037)
dokularda gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlarinda neden oldugu azalma,
secici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile onlenmistir. 1,3-PBIT tek basina endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlarinda
bir degisiklige neden olmamustir (P > 0.05). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan
sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda gliseril trinitrat ile elde
edilen gevseme yanitlari, gerek kontrol (P= 0.0038) ve gerekse 1,3-PBIT tek basina
uygulandiginda elde edilen yanitlara gore daha azken (P= 0.0105), endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda farkli degildir (P > 0.05).
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Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta
preparatlarinda NO veya S-nitrozotiyol olusumu ile guanilil siklazin etkinlesmesi
sonucunda artan siklik GMP aracilig1 ile endotelden bagimsiz olarak gelisen diiz kas
gevseme yanitlarini azaltict etkisine endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS

araciligi ile olusan NO'nun katkida bulundugunu goéstermektedir.

4.2.3 ET ile Azalan Asetilkolin ve Gliseril Trinitrat ile Elde Edilen Gevseme
Yamtlar1 Uzerinde Sistemik ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
se¢ici inhibitorii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen fenilefrin ile
onceden kastirllmis endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta
preparatlarinda asetilkolin ve gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlar ile ilgili

bulgular Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4'te verilmistir.

ET'nin endotel tabakasi saglam dokularda asetilkolin ile elde edilen gevseme
yanitlarinda neden oldugu azalma, MEKI tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitorii U0126 ile dnlenmemistir (P > 0.05). U0126 tek basina endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarinda bir
degisiklige neden olmamistir (P > 0.05). ET ile birlikte U0126 uygulanan siganlardan
izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda asetilkolin ile elde edilen gevseme
yanitlari, gerek kontrol (P < 0.0001) ve gerekse U0126 tek basina uygulandiginda elde
edilen yanitlara gore daha azdir (P < 0.0001). Bu bulgular, si¢anlara uygulandiktan dort
saat sonra ET'min torasik aorta endotel hiicrelerinde muskarinik Mj-reseptorlerin
uyarilmasi sonucunda NOS aracilig1 ile NO olusumunda azalmaya neden olarak NO
aracilikli  gevseme yanitlarint  bozucu etkisine MEKI1 tarafindan ERK1/2
fosforilasyonundaki, dolayis1 ile etkinligindeki artisin katkida bulunmadigin

gostermektedir.

ET'nin endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda gliseril trinitrat ile

elde edilen gevseme yanitlarinda neden oldugu azalma, MEKI1 tarafindan ERK1/2
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fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126 ile 6nlenememistir (P > 0.05). U0126 tek
basina endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda gliseril trinitrat ile elde
edilen gevseme yanitlarinda bir degisiklige neden olmamistir (P > 0.05). ET ile birlikte
UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda gliseril
trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlari, gerek kontrol (P < 0.0001) ve gerekse U0126
tek basina uygulandiginda elde edilen yanitlara gére daha azdir (P= 0.0052); endotel
tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlari,
gerek kontrol (P= 0.0184) ve gerekse U0126 tek basina uygulandiginda elde edilen
yanitlara gore daha azdir (P= 0.0204).

Bu bulgular, sicanlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta
preparatlarinda NO veya S-nitrozotiyol olusumu ile guanilil siklazin etkinlesmesi
sonucunda artan siklik GMP aracilig1 ile endotelden bagimsiz olarak gelisen diiz kas
gevseme yanitlarim1 azaltic1 etkisine endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki, dolayis1 ile etkinligindeki artisin katkida

bulunmadigini gostermektedir.

4.2.4 Endotel Tabakasmin Uzaklastirlmasimin Asetilkolin ve Gliseril

Trinitrat ile Elde Edilen Gevseme Yamtlar1 Uzerindeki EtKkisi

Kontrol ve endotoksemik sicanlara seg¢ici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat
sonra izole edilen fenilefrin ile 6nceden kastirilmis torasik aorta preparatlarinda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasinin asetilkolin ve gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme
yanitlar1 iizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.2 ile Sekil 4.3 ve Sekil 4.4'te

verilmistir.

Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT, ET+1,3-PBIT, U0126 veya ET+U0126
uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel tabakasinin uzaklastirilmasi
asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarin1 tamamen ortadan kaldirmistir (P < 0.05).

Endotel tabakasinin uzaklastirilmasi serum fizyolojik veya 1,3-PBIT uygulanan
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sicanlardan izole edilen dokularda gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlarinda
bir degisiklik olusturmamustir (P > 0.05). Ote yandan, endotel tabakasinin
uzaklastirilmas1 ET (P= 0.0035), ET+1,3-PBIT (P= 0.0109), U0126 (P= 0.0353) veya
ET+U0126 (P= 0.0086) uygulanan sicanlardan izole edilen dokulardaki gevseme

yanitlarinin artmasina neden olmustur.

Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin endotel tabakasi
uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda NO veya S-nitrozotiyol olusumu ile guanilil
siklazin etkinlesmesi sonucunda artan siklik GMP araciligi ile endotelden bagimsiz
olarak gelisen diiz kas gevseme yanitlarini azaltic1 etkisine endotel hiicreleri oldugu
kadar diiz kas hiicrelerinde iNOS araciligi ile olusan NO'nun katkida bulundugunu
gostermektedir. Ote yandan bulgularimiz, ET'nin gliseril trinitrat ile olusan gevseme
yanitlarim1 azaltici etkisine endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonundaki, dolayisi ile etkinligindeki artisin katkida bulunmadigi

bulgusunu desteklemektedir.

4.2.5 ET'nin Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yamtlar1 Uzerindeki
Etkisi

4.2.5.1 Derisim-Yanit Egrileri

Sicanlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam ve wuzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda
noradrenalin ile ilk kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

kasilma yanitlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.3 ile Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'da verilmistir.

Noradrenalin 0.001-100 MM derigsim araliginda, derisime bagimli olarak biitiin
dokularda kasilma olusturmustur. ET, endotel tabakasi saglam (F'= 64.02; P < 0.0001)
ve uzaklastirllmis dokularda (F'= &87.62; P < 0.0001) noradrenalin derisim-yanit

egrilerinin kontrol grubuna gore anlamli bir bigimde saga kaymasina neden olmustur.
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Endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda ozellikle
0.003-100 MM ve uzaklastirilmis dokularda 6zellikle 0.01-100 MM derisimlerde norad-

renalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 kontrol grubuna goére daha azdir (P < 0.05).

4.2.5.2 E ks ve ECsg degerleri

Sicanlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam ve wuzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda
noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan kiimiilatif derigsim-yanit egrilerinden hesaplanan Eaxs

ve ECsg degerleri Cizelge 4.4 ile Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de verilmistir.

ET, endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda E..s degerlerinde
azalmaya (P degerleri sirasi ile 0.0010 ve 0.0001), ECsy degerlerinde ise artmaya (P
degerleri sirasi ile 0.0013 ve 0.0053) neden olmustur.

Bu bulgular, si¢canlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyona ayni zamanda
torasik aortada noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptdr aracilikli kasilma

yanitlarinda azalmanin da eslik ettigini géstermektedir.

4.2.6 ET ile Azalan Noradrenalin Kasilma Yamitlari Uzerinde Sistemik

iNOS inhibisyonunun Etkisi

4.2.6.1 Derisim-Yamt Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklagtirilmis
torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit
egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar ile ilgili bulgular Cizelge 4.3 ve Sekil 4.5'te

verilmistir.
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Cizelge 4.3. Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan ERK1/2
fosforilasyonunun segici inhibit6érii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan kasilma yanitlari.

Noradrenalin (mM)
0.001 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1 3 10 30 100
Kontrol
E+) 0.00 0.02 0.14 0.41 0.91 1.40 1.82 2.11 2.34 2.33 2.17
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.01 0.02 0.05 0.08 0.11 0.12 0.15 0.15 0.16 0.16

21 (21) (21) (21) (21) 21 (21) 21 21 (21) (21)

EQ)  0.002 0.03 0.32° 108 2.02° 265  3.08  334°  347°  350° 347
+ + + + + + + + + + +

0.002 0.01 0.04 0.09 0.15 0.18 0.19 0.20 0.20 0.20 0.19

(11) (11) (11) (11) (11) (11) (11) (11) (11) (11) (11)

ET

E(+) 0.00 0.002* 0.01* 0.06" 0.28* 0.49° 0.85" 1.04* 1.37* 1.43* 1.37*

+ + + + + + + + + + +
0.00 0.002 0.01 0.02 0.04 0.06 0.09 0.12 0.16 0.18 0.19
(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13)
E(-) 0.00 0.04° 0.11* 0.52* 0.90* 1.46% 1.87% 2.16* 2.32% 2.33% 2.29%

+ + + + + + + + + + +
0.00 0.03 0.03 0.09 0.13 0.15 0.14 0.16 0.15 0.15 0.15
(12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12)

1,3-PBIT
E#)  0.006 0.03 0.15 0.46 1.00 1.47 1.95 2.20 2.39 2.42 2.33
+ + + + + + + + + + +
0.006 0.01 0.03 0.06 0.08 0.15 0.17 0.18 0.18 0.19 0.17
(m=11) (@=11) @®=11) (@=11) @®@=11) @®=11) (@=11) @®=11) @=11) (@=11) (@(©=11)
E(-) 0.03 0.14° 0.45° 1.01° 1.68° 221° 2.64° 2.90° 3.03° 3.05° 3.00°
+ + + + + + + + + + +
0.02 0.07 0.12 0.17 0.16 0.13 0.10 0.12 0.12 0.12 0.11
@=11) (@=11) @=11) (@=11) @=11) @®=11) (@=11) @®=11) @=11) (@=11) (@©=11)
ET+1,3-PBIT
E(+) 0.00 0.02° 0.08" 0.27° 0.71° 1.27° 1.73 2.15° 2.34° 2.38° 2.37°
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.01 0.02 0.06 0.11 0.15 0.18 0.22 0.23 0.24 0.25
=9 @®=9 @®=8) @=9 @®=9 @®=9 @9 @®=9 @©=9 (@=9) (@©=9)
E(-) 0.00 0.06 0.36™  0.82™ 1.55% 214 255" 287°  3.04® 309  3.07™

+ + + + + + + + + + +
0.00 0.02 0.10 0.10 0.12 0.11 0.12 0.13 0.14 0.14 0.15
m=11) @=11) @=11) @=11) (@=11) (@=11) @=11) @=11) @=11) @=11) (a=11)
U0126
E®) 0.0 0.03 0.12 0.38 0.89 1.37 1.96 2.16 241 2.49 2.46
+ + + + + + + + + + +

0.00 0.02 0.03 0.07 0.11 0.12 0.23 0.18 0.18 0.20 0.19
@=7) @®=7) @®=7) @7 @®=7) @=7) @®=7) @=7) @®=7) (@=7) @©=7)
E() 0.02 0.13° 0.54° 1.20° 1.80° 2.20° 2.69° 2.90° 3.03° 3.07° 3.09°
+ + + + + + + + + + +
0.02 0.07 0.14 0.18 0.19 0.20 0.16 0.16 0.17 0.17 0.17
®m=10) @=10) @®=10) @=10) @®=10) @=10) @©=10) @®=10) (@©=10) (n=10) (n=10)
ET+U0126
E(+) 0.00 0.01° 0.10° 0.27° 0.66 1.06° 1.50° 1.87° 2.11° 2.20° 2.22°
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.01 0.02 0.05 0.08 0.09 0.13 0.16 0.19 0.21 0.23
@=11) @=11) @=11) @=11) @=11) @=11) @=11) @=11) @=11) (@=11) (@©=11)
E() 0.03 0.15° 0.66" 1.23% 1.84%  226™  2.59%  278% 291  2095* 2095
+ + + + + + + + + + +
0.03 0.08 0.20 0.25 0.25 0.23 0.21 0.20 0.18 0.17 0.17
Mm=10) (@=10) @®=10) @m=10) @®=10) (@=10) @®=10) @®=10) @©=10) (n=10) (n=10)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel tabakasi uzaklastirilmais;
ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP)
veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat
sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda dldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir. Her bir grupta kullanilan
sicanlardan noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan derisim-yanit egrilerinden elde edilen kasilma yanitlari birlestirilmistir. Sonuglar g
olarak ortalamazortalamalarin standart hatasi bigiminde gosterilmistir. n kullanilan sigan sayisim ifade etmektedir. * Kontrol, ® ET
ve © E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (tek-yonli ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu
karsilagtirmalar testi; P < 0.05).
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Sekil 4.5. Kontrol ve endotoksemik si¢anlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT uygulanmasindan ii¢ saat
sonra izole edilen (A) endotel tabakasi saglam ve (B) uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda
noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlari.
1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; E(+), endotel tabakasi saglam,; E(-), endotel
tabakast uzaklastiriimis; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz. 1,3-PBIT (10 mg/kg,
IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat
sonra uygulanmustir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik aortalart izole edilmistir.
Her bir grupta kullanilan sicanlardan noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan derigim-yanit egrilerinden elde
edilen kasilma yanitlart birlestirilmistir. 9-21 adet sigandan elde edilen sonuglar g olarak
ortalamazortalamalarin standart hatasi biciminde gésterilmistir. © Kontrol ve * ET degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkl (tek-yonlii ANOVA; P < 0.0001).
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Sekil 4.6. Kontrol ve endotoksemik siganlara MEKI tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen (A) endotel tabakasi saglam ve (B)
uzaklagtirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit
egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlari. E(+), Endotel tabakas: saglam; E(-), endotel tabakasi
uzaklastirilmig;, ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin, MEK 1, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien.
U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik
aortalart izole edilmigtir. Her bir grupta kullanilan sicanlardan noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan derisim-
yanit egrilerinden elde edilen kasitlma yanitlar: birlestirilmistir. 7-21 adet sicandan elde edilen sonuglar g
olarak ortalama+ortalamalarin standart hatasi biciminde gésterilmistir. “ Kontrol ve * ET degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkl (tek-yonlii ANOVA; P < 0.0001).
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Cizelge 4.4. Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1 tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel
tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan
kiimtilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E, . ve ECsy degerleri.

Emaks (g) EC50 (m)

Kontrol

E(+) 2.29+0.15 (n=21) 0.26+0.04 (n=21)

E(-) 3.44+0.20 (n=11)° 0.08+0.01 (n=11)°
ET

E(+) 1.44+0.18 (n=13)* 0.76£0.17 (n= 13)"

E(-) 2.31£0.15 (n=12)*  0.2120.04 (n= 12)*
1,3-PBIT

E(+) 2.37+0.18 (n=11) 0.20£0.04 (n=11)

E(-) 2.98+0.11 (n=11)° 0.09+0.02 (n=11)°
ET+1,3-PBIT

E(+) 2.37+0.24 (n=9)° 0.31£0.04 (n=9)"

E(-) 3.01+0.14 (n=11)™ 0.12+0.01 (n=11)
U0126

E(+) 2.41£0.19 (n="7) 0.25+0.04 (n=7)

E(-) 3.01+0.17 (n= 10)° 0.10£0.03 (n= 10)°
ET+U0126

E(+) 2.17+0.21 (n=11)° 0.37£0.04 (n=11)"

E(-) 2.88+0.17 (n= 10)* 0.10+0.03 (n= 10)"*

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel
tabakasi uzaklastirilmig; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK]1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-
diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg,
IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir
saat sonra uygulanmistir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda o6ldiiriilmiis ve torasik aortalari izole
edilmistir. Her bir grupta kullanilan siganlardan noradrenalin (0.001-100 mM) ile ilk kez ¢ikarilan
derigim-yanit egrilerinden elde edilen kasilma yanitlar1 birlestirilmistir. Sonuglar ortalama+ ortalamalarin
standart hatasi olarak verilmistir. n kullanilan sican sayisini ifade etmektedir. * Kontrol, ® ET ve ¢ E(+)
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

85



4 —
Cc
- T
¢ be
3 T 1
_ 1 1 I
=2
2 2 1
ur
1 -
0 -
E(+) E{-) E(+) E(-) E(+) E(-) E(+) E(-)
Kontrol ET 1,3-PBIT ET+1,3-PBIT
B
1.25
1.00
a
—_ 0.75
S
2
$
W 050 A
T ac
0.25 - T
] c c
<
0 . |
E(+} E(-) E(+) E(-) E(+) E(-) E(+) E(-)
Kontrol ET 1,3-PBIT ET+1,3-PBIT

Sekil 4.7. Kontrol ve endotoksemik si¢anlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT uygulanmasindan ii¢ saat
sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklagtirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
ilk kez cikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan (A) E,.s ve (B) ECsy degerleri.
1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; E(+), endotel tabakasi saglam,; E(-), endotel
tabakast uzaklastiriimis; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz. 1,3-PBIT (10 mg/kg,
IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat
sonra uygulanmustir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik aortalart izole edilmistir.
Her bir grupta kullanilan sicanlardan noradrenalin (0.001-100 M) ile ilk kez ¢ikarilan derisim-yanit
egrilerinden elde edilen kasilma yanitlart birlestirilmistir. 9-21 adet sicandan elde edilen sonuglar
ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir. * Kontrol, * ET ve ° E(+t) degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.8. Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEKI1 tarafindan ERKI1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitori U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis
torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez c¢ikarilan kiimilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan (A) E..us ve (B) ECsy degerleri. E(+), endotel tabakast saglam,; E(-), endotel tabakasi
uzaklastirilmig;, ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; MEKI, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien.
U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda éldiiriilmiis ve torasik
aortalart izole edilmistir. Her bir grupta kullanilan sicanlardan noradrenalin (0.001-100 M) ile ilk kez
¢tkarilan derisim-yanit egrilerinden elde edilen kasilma yanitlar: birlestirilmistir. 7-21 adet sigandan elde
edilen sonuclar ortalamaxortalamalarn standart hatasi olarak verilmistir. “ Kontrol, * ET ve ° EM)
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkly (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Endotel tabakasi saglam (F= 65.20; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 93.37;
P < 0.0001) dokularda 1,3-PBIT'nin noradrenalin derisim-yanit egrileri iizerinde
olusturdugu degisikliklerin kontrol grubuna gore anlamli bigimde farkli olmasina
karsin, kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05). 1,3-PBIT
endotel tabakasi saglam (F= 42.14; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 93.18, P <
0.0001) dokularda ET'nin neden oldugu noradrenalin derisim-yanit egrilerindeki saga
kaymay1 onlemistir. 1,3-PBIT, endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.003-100
MM ve uzaklastirllmis dokularda 6zellikle 0.01-100 "M derisimlerde noradrenalin ile
elde edilen kasilma yanitlarinin ET grubuna gore daha ¢ok artmasina neden olmustur (P
< 0.05). Endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F'= 56.77; P <
0.0001) ve wuzaklastirllmis (F= 101.10; P < 0.0001) dokularda 1,3-PBIT'nin
noradrenalin derigim-yanit egrileri lizerinde olusturdugu degisikliklerin kontrol grubuna
gore anlamli bigimde farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik
anlaml degildir (P > 0.05). Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F'= 46.23; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 110.50;, P < 0.0001) dokularda
1,3-PBIT'nin noradrenalin derisim-yanit egrileri {izerinde olusturdugu degisikliklerin
1,3-PBIT grubuna gore anlamli bicimde farkli olmasina karsin, kasilma yanitlari

arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

4.2.6.2 E s ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik siganlara secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklagtirilmis
torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez cikarilan kiimiilatif derigim-yanit

egrilerinden hesaplanan E,xs ve ECsy degerleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7'de verilmistir.

1,3-PBIT endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda E.xs ve ECsg
degerlerinde kontrol grubuna gore bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05). 1,3-PBIT
gerek endotel tabakasi saglam (P degerleri sirasi ile 0.0049 ve 0.0412) gerekse
uzaklastirilmis (P degerleri sirasi ile 0.0020 ve 0.0332) dokularda ET'nin neden oldugu

Enmaks degerlerindeki azalmay1 ve ECsy degerlerindeki artmayi dnlemistir.
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Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda 1,3-PBIT E, s ve ECsy degerlerinde kontrol grubuna gore bir
degisiklik olusturmamistir (P > 0.05). Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel
tabakas1 saglam ve uzaklastirilmis dokularda 1,3-PBIT'nin E.ks ve ECso degerlerinde

olusturdugu degisiklik 1,3-PBIT grubundan farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'min neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS aracilifi ile olusan NO'mun katkida

bulundugunu gostermektedir.

4.2.7 ET ile Azalan Noradrenalin Kasilma Yamitlari Uzerinde Sistemik

ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

4.2.7.1 Derisim-Yanit Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan
kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar1 ile ilgili bulgular

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6'da verilmistir.

Endotel tabakasi saglam (F'= 58.77; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 73.46;
P < 0.0001) dokularda UO0126'nin noradrenalin derisim-yanit egrileri iizerinde
olusturdugu degisikliklerin kontrol grubuna gore anlamli bi¢imde farkli olmasina
karsin, kasilma yanitlari arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05). U0126 endotel
tabakas1 saglam (F'= 44.81; P < 0.0001) ve uzaklastirllmis (F'= 49.21; P < 0.0001)
dokularda ET'nin neden oldugu noradrenalin derisim-yanit egrilerindeki saga kaymayi
onlemistir. U0126, endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.003-100 nM ve
uzaklastirllmis dokularda o6zellikle 0.01-100 MM derisimlerde noradrenalin ile elde
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edilen kasilma yanitlarinin ET grubuna gore daha ¢ok artmasina neden olmustur (P <
0.05). Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F'= 61.52; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 57.79; P < 0.0001) dokularda U0126nin noradrenalin
derisim-yanit egrileri lizerinde olusturdugu degisikliklerin kontrol grubuna gore anlaml
bicimde farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P
> ().05). Endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 47.25; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 44.06;, P < 0.0001) dokularda U0126nin noradrenalin
derisim-yanit egrileri tizerinde olusturdugu degisikliklerin U0126 grubuna goére anlaml

bicimde farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P

> 0.05).

4.2.7.2 E ks ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun

secici inhibitérii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi

saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan

kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E,.xs ve ECso degerleri Cizelge 4.4 ve

Sekil 4.8'de verilmistir.

UO0126 endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda E.s ve ECs
degerlerinde kontrol grubuna gore bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05). U0126
gerek endotel tabakasi saglam (P degerleri sirasi ile 0.0142 ve 0.0483) gerekse
uzaklastirilmis (P degerleri sirasi ile 0.0189 ve 0.0263) dokularda ET'nin neden oldugu

Enmaks degerlerindeki azalmay1 ve ECsy degerlerindeki artmay1 6nlemistir.

Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda U0126 E.ks ve ECsg degerlerinde kontrol grubuna goére bir
degisiklik olusturmamistir (P > 0.05). Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel
tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda U0126'nin E.ks ve ECsy degerlerinde

olusturdugu degisiklik U0126 grubundan farkli degildir (P > 0.05).
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Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki,

dolayisi ile etkinligindeki artisin katkida bulundugunu gostermektedir.

4.2.8 ET'nin Neden Oldugu ve Sistemik iNOS Inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Endotel Tabakasmin Uzaklastirllmasinin Etkisi

4.2.8.1 Derisim-Yanit Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT

uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen torasik aorta preparatlarinda endotel

tabakasinin uzaklastirilmasinin noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit

egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar tizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.3

ve Sekil 4.5'te verilmistir.

Endotel tabakasinin uzaklastirilmasi kontrol (F= 93.84;, P < 0.0001), ET (F=
57.63; P < 0.0001), 1,3-PBIT (F= 80.88, P < 0.0001) ve ET+1,3-PBIT (F= 74.43; P <
0.0001) gruplarinda noradrenalin derisim-yanit egrilerinin anlamli bi¢gimde sola
kaymasina neden olmustur. Endotel tabakasinin wuzaklastirilmast sonucunda
noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 0.01-100 "M noradrenalin derisimlerinde

endotel tabakasi saglam dokulara gére daha ¢oktur (P < 0.05).

4.2.8.2 E s ve ECsg degerleri
Kontrol ve endotoksemik siganlara secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT

uygulanmasindan {li¢ saat sonra izole edilen torasik aorta preparatlarinda endotel

tabakasinin uzaklastirilmasinin noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan kiimiilatif derigim-yanit
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egrilerinden hesaplanan E, s ve ECsy degerleri {lizerindeki etkisi ile ilgili bulgular

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7'de verilmistir.

Endotel tabakasinin uzaklastirilmasi serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT ve ET+1,3-
PBIT uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda E,s degerlerinde artmaya (P
degerleri sirasi ile < 0.0001, 0.0013, 0.0089 ve 0.0248), ECs, degerlerinde ise azalmaya
neden olmustur (P degerleri sirasi ile 0.0024, 0.0058, 0.0148 ve < 0.0001).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de iNOS araciligr ile olusan

NO'nun da katkida bulundugunu gostermektedir.

429 ET'nin Neden Oldugu ve Sistemik ERK1/2 Inhibisyonu ile
Onlenebilen Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yamtlarindaki

Azalma Uzerinde Endotel Tabakasimin Uzaklastirllmasiin EtKisi

4.2.9.1 Derisim-Yanit Egrileri

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun

secici inhibitérii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen torasik aorta

preparatlarinda endotel tabakasinin uzaklastirilmasinin noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan

kiimiilatif derigsim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar1 iizerindeki etkisi ile

ilgili bulgular Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6'da verilmistir.

Endotel tabakasinin uzaklastirilmast U0126 (F= 55.75; P < 0.0001) ve
ET+U0126 (F= 45.43; P < 0.0001) gruplarinda noradrenalin derisim-yanit egrilerinin
anlamli bigimde sola kaymasina neden olmustur. Endotel tabakasinin uzaklastirilmasi
sonucunda noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 0.003-100 M noradrenalin

derisimlerinde endotel tabakas1 saglam dokulara gére daha ¢oktur (P < 0.05).
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4.2.9.2 E aks ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
se¢ici inhibitoriic U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen torasik aorta

preparatlarinda endotel tabakasinin uzaklastirilmasinin noradrenalin ile ilk kez ¢ikarilan

kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E,.s ve ECs, degerleri lizerindeki

etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8'de verilmistir.

Endotel tabakasinin uzaklagtirilmast UO0126 ve ET+U0126 uygulanan
siganlardan izole edilen dokularda E.s degerlerinde artmaya (P degerleri sirasi ile
0.0341 ve 0.0176), ECso degerlerinde ise azalmaya neden olmustur (P degerleri sirasi
ile 0.0061 ve < 0.0001).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de MEKI tarafindan ERK1/2
fosforilasyonundaki, dolayis1 ile etkinligindeki artisin da katkida bulundugunu

gostermektedir.

4.2.10 ET'nin Neden Oldugu Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma
Yamtlarindaki Azalma Uzerinde ¢GS Inhibisyonunun Etkisi

4.2.10.1 Derisim-Yanit Egrileri

Sicanlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
ikinci kez cikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar
iizerinde se¢ici ¢GS inhibitéri ODQ'nun etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.5'te

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitdrii 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel
tabakas1 saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan
kiimtilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma iizerinde se¢ici ¢GS inhibitdrii ODQ'nun etkisi.

Noradrenalin (mM)
0.001 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1 3 10 30 100
Kontrol
0oDQ (-)
E(+) 0.01 0.02 0.06 0.16 0.40 0.81 1.16 1.44 1.50 1.46 1.26
+ + + + + + + + + + +
0.01 0.01 0.02 0.04 0.07 0.10 0.13 0.14 0.13 0.13 0.13
(n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n=
12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12)
E(-) 0.07 0.15¥ 042 0.8% 1.42 1.85% 2217 244 256 255 250
+ + + + + + + + + + +
0.03 0.04 0.05 0.08 0.11 0.11 0.13 0.15 0.15 0.17 0.17
(n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n=
13) 13) 13) 13) 13) 13) 13) 13) 13) 13) 13)
oDQ (+)
E(+) 0.10° 0.23* 047" 0.82° 137" 1.75% 2.10° 225 248 251" 2.55°
+ + + + + + + + + + +
0.03 0.04 0.05 0.10 0.15 0.17 0.18 0.24 0.18 0.19 0.19
(n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n=
11) 11) 11) 11) 11) 11) 11) 11) 11) 11) 11)
E(-) 0.06 0.13 0.42 0.76 1.22 1.55 1.93 2.15 2.25 2.29 2.30
+ + + + + + + + + + +
0.02 0.04 0.09 0.16 0.23 0.28 0.31 0.32 0.33 0.34 0.34
0=9) @©@=9) @®=9) @®=9) @®=9) @®=9) @®=9) @®=9) @®=9) @®=9) @0=9)
ET
0oDQ (-)
E(+) 0.00  0.00* 0.00* 0.03* 0.12* 0.32* 0.58" 0.81° 0.99" 096" 0.84"
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.00 0.00 0.01 0.02 0.06 0.10 0.11 0.12 0.14 0.12
(n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n=
12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12) 12)
E(-) 0.04 0.09 025 049 082 1.11 1.46’ 1.76 1.89 1.89 1.81
+ + + + + + + + + + +
0.02 0.05 0.13 0.20 0.25 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29 0.28
(n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n= (n=
14) 14) 14) 14) 14) 14) 14) 14) 14) 14) 14)
oDQ (+)
E(+) 0.12%¢  0.25% 0.53*¢ 0.90% 1.44* 1.85 226™ 2.57* 2.73* 279* 278
+ + + + + + + + + + +
0.05 0.08 0.13 0.24 0.28 0.39 0.44 0.50 0.51 0.53 0.52
(m=8) (=8 @m=8) (=8 @m=8) (@0=8) (=8 (n=8) (@=8) (n=8) (n=23%)
E(-) 0.11 0.30 0.57 0.92 1.26 1.47 1.73 1.88 1.91 1.96 1.93
+ + + + + + + + + + +
0.05 0.09 0.15 0.22 0.24 0.21 0.25 0.25 0.27 0.26 0.26
m=7) =7 (m=7) m=7) =7) (m=7) 0=7) M=T7) m=7) (=7) (n=7)
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Cizelge 4.5. (devam) Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez
cikarllan kiimilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma iizerinde secici ¢GS inhibitori
ODQ'nun etkisi.

Noradrenalin (mM)
0.001 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1 3 10 30 100
1,3-PBIT
0DO (-)
E(+) 0.01 0.01 0.03 0.06° 0.13* 0.28" 0.62° 1.49 1.76 1.80 1.75
+ + + + + + + + + + +

0.01 0.01 0.02 0.02 005 0.12 0.21 0.35 0.36 0.36 0.36
(n= (n= (n= (n= (n= (n= n=5) @®=5 @®=5 ®m=5 (n=5)

E-) 0.13 024 048 074 113 148 187 254 284 293 294
+ + + + + + + + + + +
009 009 011 022 029 033 035 030 028 029 029
= @®= @®= @ @®= (@© (@5 @5 (@5 (@5 (@©0=5)

E(+)  0.12* 020 0.51% 0.72* 1.21* 1.63* 2.06° 2.90° 3.16™ 327" 331
+ + + + + + + + + + +
0.05 0.06 005 009 012 014 016 022 027 030  0.30
m= = m= @®= = @®= (®m=6) @®m=6) @m=6) ([m=6) (N=6)
6) 6) 6) 6) 6) 6)

E(-) 0.08 0.14 0.35 049" 092° 124" 1.60° 227 2.52 2.4% 2.49
+ + + + + + + + + + +
0.03 0.04 006 006 013 015 0.16 0.10 0.09 0.07 0.12
m= = m= @®= @m= @®= (®m=6) @®m=6) @m=6) ([Nm=6) (n=6)

ET+1,3-PBIT

0oDQ ()

E(+) 0.00 0.00" 0.02"° 0.03* 0.05 0.10* 0.28% 1.30° 1.56° 1.55° 1.49¢
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.00 0.01 002 001 002 0.07 0.15 0.20 0.24 0.24
m= m= M= @®= @®= @®= ®=5 @®=5 @®=5 @®=15 @®=)
5) 5) 5) 5) 5) 5)

E(-) 0.03 0.02* 0.12Y 0.25% 0.46" 0.84" 1.32% 2.56’ 2.93 2.9¢9 2.9¢’

0.02 0.01 0.03 0.07 0.17 0.12 0.12 0.12 0.15 0.16 0.13
(n= (n= (n= (n= (n= (n= n=5) @®=5 @®=5 ®m=5 (n=5)

oDQ (+)

E+)  0.09% 0.16° 0.33% 0.51°® 0.75" 1.15°® 1.65% 250 2.82%¢ 2.92% 296%

0.02 0.03 003 006 007 012 017 018 022 023 023
= (@= (@= (= (@©= (@©= @®=7) @©=7) ®=7 @©=7) (@©=7)

E(-) 0.07 0.12 025 0.37° 068 120° 1.87¢8 2.83% 3159 324" 3%

0.03 0.05 0.06 0.09 0.13 0.19 0.25 0.31 0.33 0.35 0.35
(n= (n= (n= (n= (n= (n= (n=6) (@M=6) (n=6) (M=6) (n=06)
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Cizelge 4.5. (devam) Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez
cikarllan kiimilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma iizerinde secici ¢GS inhibitori
ODQ'nun etkisi.

Noradrenalin ("M)
0.001 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1 3 10 30 100
U0126
0D (-)
E+) 0.00 0.01 0.06 0.17 047 0.74 1.17 1.45 1.61 1.62 1.44
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.01 0.03 0.06 0.13 0.18 0.15 0.11 0.13 0.14 0.08
(C)) “) (C)) “) “) () (C)) (C)) (C)) (C)) (C))
E(-) 0.03 0.07 026 0.62 1.08 1.49 1.94 2.23 2.44 2.49 2.50'
+ + + + + + + + + + +
0.02 0.03 0.07 0.16 023 0.27 0.28 0.30 0.31 0.31 0.30
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
oDQ (v

EM) 0.07° 0.19™" 040" 083" 135" 184" 223" 252" 275" 2820 287"
+ + + + + + + + + + +
0.03 002 006 006 015 021 028 0.35 0.38 0.39 0.39

()N ) B ©) B ©) BN ) B ) ) 3) ) ) &)

E(-) 0.00 0.10 0.33 0.66 1.07 1.48 1.87 2.12 2.31 2.37 2.38
+ + + + + + + + + + +

0.00 007 0.19 033 043 043 044 0.43 0.42 0.43 0.42
()N ©) BN ©) BN ©) N ) B ) ®) ®) ®) ®) ®)

ET+U0126

0oDQ (-)

EM) 0.00 0.00 0.01* 0.04™ 009" 025" 046™ 077"  1.00™  1.00" 092"
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.00 001 002 002 006  0.09 0.14 0.15 0.15 0.14

o O 0O O @O O () ) ) ) )

E(-) 0.00 0.02 0.07 0.19° 043" 0.65" 1.05* 1.39° 1.63* 1.63* 1.58°
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.02 0.06 0.11 0.16 0.22 0.28 0.33 0.34 0.35 0.36

(O V)N ) @ O (7) (7) (7) (7) (7)

0DQ (+) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E#) 008" 020" 044" 077" 126% 1.64% 198" 223 239" 246" 247"
+ + + + + + + + + + +
0.04 003 009 017 022 025 027 0.31 0.32 0.33 0.34
© 6 © © (6 (6 (6) (6) (6) (6) (6)
E(-) 0.06 020" 037*° 059 092" 120° 146°  le6*  176°  1.79°  LIT°
+ + + + + + + + + + +

0.02 002 007 014 022 026 029 0.30 0.32 0.33 0.34
© © © 6 (6 (0 (6) (6) (6) (6) (6)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ¢GS, ¢6ziinebilir guanilil siklaz; E(+), endotel tabakasi
saglam; E(-), endotel tabakasi uzaklastirilmis; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin;
iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEKI1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; ODQ, 1H-
[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on; ODQ (-), ortamda ODQ yok; ODQ (+), ortamda ODQ var; U0126, 1,4-
diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum
fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir.
Sicanlar, in vivo deneyler sonunda 6ldiiriilmils ve torasik aortalart izole edilmistir. Noradrenalin ile kontrol derigim-
yanit egrilerinin alinmasinin ardindan, noradrenalin ortamdan uzaklastirilmis, dokular ortamda ODQ'nun ¢dziiciisii
olan DMSO (%0.3, h/h) veya ODQ (3 nM) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derigim-
yanit egrileri yinelenmistir. Sonuglar g olarak ortalamatortalamalarin standart hatasi bigiminde gosterilmistir. n
kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol/ODQ (-), ® Kontrol/ODQ (+); ° ET/ODQ (-), ¢ ET/ODQ (+), © 1,3-
PBIT/ODQ (-), f 1,3-PBIT/ODQ (+), & ET+1,3-PBIT/ODQ (-), " U0126/0DQ (-), | ET+U0126/0DQ (-) ve | E(+)
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (tek-yonli ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls g¢oklu
karsilastirmalar testi; P < 0.05).
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Serum fizyolojik uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F=48.35; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 28.46; P < 0.0001) dokularda ODQ'nun
noradrenalin derisim-yanit egrileri iizerinde olusturdugu degisiklikler anlamlidir. ODQ
endotel tabakasi saglam dokularda 0.001-100 mM derisimlerde noradrenalin ile elde
edilen kasilma yanitlarinda artisa neden olurken (P < 0.05), endotel tabakasi

uzaklastirilmis dokularda bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

ET uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 37.78; P <
0.0001) ve uzaklastirllmis (F= 21.79; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ yokken
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubuna gére anlam-
lidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.003-100 nM derisimlerde noradre-
nalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 daha azken (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklasti-

rilmig dokularda kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 18.53; P <
0.0001) ve uzaklastirilmig (F= 8.54, P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ yokken ve
varken noradrenalin derisim-yanit egrileri iizerinde olusan degisiklikler anlamlidir.
ODQ, endotel tabakasi saglam dokularda 0.001-100 nM derisimlerde noradrenalin ile
elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden olurken (P < 0.05), endotel tabakasi

uzaklastirilmis dokularda bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

Endotoksemik sicanlardan izole edilen gerek endotel tabakasi saglam (F=
14.69; P < 0.0001) gerekse endotel tabakasi uzaklastirilmis (F= 10.79; P < 0.0001)
dokularda ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde
olusan degisikliklerin kontrol grubundan farkli olmasia karsin, kasilma yanitlar

arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

Endotoksemik sicanlardan izole edilen gerek endotel tabakasi saglam (F=
16.79; P < 0.0001) gerekse endotel tabakasi uzaklastirilmis (F'= 34.55; P < 0.0001)
dokularda ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrileri kontrol
grubunda ortamda ODQ yokken elde edilen egrilere gore anlamli bigimde sola

kaymigtir. ODQ, endotel tabakasi saglam dokularda 0.001-100 nM derisimlerde
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noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden olurken (P < 0.05),

endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda bir degisiklik olusturmamaistir (P > 0.05).

4.2.10.2 E ;a5 ve ECsy Degerleri

Siganlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam ve wuzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda
noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan
Enmaks ve ECsg degerleri iizerinde segici ¢GS inhibitdrii ODQ'nun etkisi ile ilgili bulgular
Cizelge 4.6 ile Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'da verilmistir.

Serum fizyolojik uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda ODQ E,.s degerlerinde artmaya (P= 0.0001), ECsy degerlerinde ise
azalmaya (P= 0.0205) neden olmustur. Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise
ODQ ECsg ve Enaxs degerlerinde bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

ET wuygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirllmis dokularda ortamda ODQ yokken E,.xs degerleri kontrol grubuna gore
azalmis (P degerleri sirast ile 0.0151 ve 0.0309), ECsy degerleri ise artmistir (P
degerleri sirast ile 0.0180 ve 0.0290).

ODQ, endotel tabakasi saglam dokularda ET'mnin neden oldugu Ejaxs
degerlerindeki azalmay1 (P= 0.0020) ve ECs, degerlerindeki artmayr (P= 0.0003)
onlemistir. Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise ODQ ET'nin neden oldugu
ECsy degerlerindeki artmayr onlerken (P= 0.0402), En.s degerlerinde bir degisiklik
olusturmamaistir (P > 0.05).
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Cizelge 4.6. Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitérii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel
tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan
kiimtilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E, . ve ECs, degerleri {izerinde secici ¢GS inhibitorii
ODQ'nun etkisi.

Emaks (g) EC50 (nM)
Kontrol
oDg (-)
E(+) 1.46£0.13 (n= 12) 0.3120.06 (n=12)
E(-) 2.5140.17 (n=13)' 0.09+0.02 (n= 13)'
oDQ (4)
E(+) 2.47+0.18 (n=11) 0.15+0.04 (n=11)°
E(-) 2.26+0.33 (n=9) 0.21+0.10 (n=9)
ET
oD (-
E(+) 0.97+0.13 (n= 12)" 0.69+0.17 (n= 12)°
E(-) 1.87+0.27 (n= 14)" 0.45+0.12 (n= 14)°
oDQ (4)
E(+) 2.71£0.51 (n= 8)* 0.13+0.02 (n=8)*
E(-) 1.90+0.24 (n="7) 0.07+0.01 (n="7)"
1,3-PBIT
oD (-
E(+) 1.90+0.40 (n=5) 1.60:£0.32 (n= 5)*
E(-) 2.92+0.26 (n=5) 0.65+0.20 (n= 5)*
oDQ (4)
E() 3.26£0.31 (n=6)™ 0.47£0.14 (n= 6)™
E(-) 2.51+0.06 (n= 6) 0.49+0.14 (n= 6)
ET+1,3-PBIT
oD (-
E(+) 1.69£0.25 (n=5)° 1.8940.34 (n=5)"
E(-) 3.11£0.15 (n= 5)* 1.0440.13 (n=5)
0oDQ (H)
E() 2.98+0.24 (n="7)" 0.78+0.15 (n=7)%
E(-) 3.29+0.36 (n= 6)™ 0.69+0.08 (n= 6)*%
U0126
oD (-
E(+) 1.58+0.11 (n=4) 0.39+0.20 (n=4)
E(-) 2.44+0.19 (n=5)' 0.23+0.07 (n= 5)°*
oDQ (4)
E(+) 2.73+0.38 (n=5)" 0.13+0.02 (n= 5)°
E(-) 2.32+0.41 (n=>5) 0.24+0.08 (n=5)
ET+U0126
oD (-
E(+) 1.02+0.15 (n=7)*® 1.20+0.24 (n=7)*
E(-) 1.64+0.34 (n=7)" 0.88+0.29 (n="7)"
oDQ (4)
E() 2.37+0.31 (n= 6)™ 0.150.05 (n= 6)™
E(-) 1.7440.32 (n= 6)* 0.17+0.04 (n= 6)"

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyotire) dihidrobromiir; ¢GS, ¢dziinebilir guanilil siklaz; DMSO, dimetilsiilfoksit; E(+),
endotel tabakasi saglam; E(-), endotel tabakasi uzaklastirilmig; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET,
endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEKI1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; ODQ, 1H-
[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on; ODQ (-), ortamda ODQ yok; ODQ (+), ortamda ODQ var; U0126, 1,4-diamino-
2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4
mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmstir. Siganlar, in vivo
deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir. Noradrenalin (0.001-100 mM) ile kontrol derisim-yanit
egrilerinin alinmasinin ardindan, noradrenalin ortamdan uzaklastirilmig, dokular ortamda ODQ'nun ¢6ziiciisii olan DMSO
(%0.3, h/h) veya ODQ (3 nM) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derisim-yanit egrileri
yinelenmistir. Sonuglar g veya mM olarak ortalama+ortalamalarin standart hatasi1 bigiminde gosterilmistir. n kullanilan sigan
sayisim ifade etmektedir. * Kontrol/ODQ (-), ® Kontrol/ODQ (+); © ET/ODQ (-),  ET/ODQ (+), © 1,3-PBIT/ODQ (-), '
ET+1,3-PBIT/ODQ (-), ¢ U0126/0DQ (-), * ET+U0126/0DQ (-) ve ' E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.9. Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT uygulanmasindan ii¢ saat
sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan (A) E. . ve (B) ECsy degerleri
iizerinde segici ¢GS inhibitérii ODQ'nun etkisi. 1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire)
dihidrobromiir; ¢GS, ¢oziinebilir guanilil siklaz; DMSO, dimetilsiilfoksit;, E(+), endotel tabakast saglam;
E(-), endotel tabakas: uzaklastirilmis; ET, endotoksin;, ODQ, 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-
on; ODQ (-), ortamda ODQ yok; ODQ (+), ortamda ODQ var. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP), serum fizyolojik
(4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra
uygulanmistir. Sigcanlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir.
Noradrenalin (0.001-100 mM) ile kontrol derigim-yanit egrilerinin alinmasimin ardindan, noradrenalin
ortamdan uzaklastirilmis, dokular ortamda ODQ'nun ¢oziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h) veya ODQ (3
M\) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derigim-yanit egrileri yinelenmistir.
5-13 adet sigandan elde edilen sonuglar g veya WM olarak ortalamaxortalamalarin standart hatas
bigiminde gosterilmistir. © Kontrol/ODQ (-), b Kontrol/lODQ (+); © ET/ODQ (-), * ET/ODO (+), ® 1,3-
PBIT/ODQ (-), 7 ET+1,3-PBIT/ODQ (-) ve ¢ E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.10. Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitorii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarillan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan (A) En.s ve (B) ECso degerleri lizerinde segici ¢GS inhibitéri ODQ'mun etkisi. ¢GS,
¢oziinebilir guanilil siklaz; DMSO, dimetilsiilfoksit; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel tabakasi
uzaklastirmis;, ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin, MEK 1, mitojen ile
etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; ODQ, 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]kinoksalin-1-on; ODQ (-),
ortamda ODQ yok; ODQ (+), ortamda ODQ var; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-
aminofeniltiyo)biitadien. U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET
(endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda
oldiiriilmiis ve torasik aortalart izole edilmistiv. Noradrenalin (0.001-100 mM) ile kontrol derigim-yanit
egrilerinin alinmasmin ardindan, noradrenalin ortamdan uzaklastirilmis, dokular ortamda ODQ'nun
¢oziictisii olan DMSO (%0.3, h/h) veya ODQ (3 mM) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve
noradrenalin derigim-yanit egrileri yinelenmistir. 4-13 adet sicandan elde edilen sonuglar g veya MM
olarak ortalamazortalamalarin  standart hatast  bigiminde gosterilmistir. *  Kontrol/ODQ  (-),
b Kontrol/ODQ (+); ¢ ET/ODQ (-), ¢ ET/ODQ (+), ¢ U0126/0DQ (-),” ET+U0126/0DQ (-) ve ¢ E(+)
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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ET uygulanan siganlardan izole edilen gerek endotel tabakasi saglam gerekse
endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ varken elde edilen Ejas ve

ECsg degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

ET uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen E;.s degerleri kontrol grubunda ortamda ODQ
yokken elde edilen degerlerden daha ¢okken (P= 0.0111), ECsy degerleri daha azdir
(P= 0.0168). Endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise E.xs degerleri ile kontrol
grubu degerlerinden farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'min neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde olusan iNOS kaynakli NO'nun ¢GS enzimini
etkinlestirerek  siklik GMP olusumunu artirmasinin  katkida bulunabilecegini

diisiindiirmektedir.

4.2.11 ET'nin Neden Oldugu ve ¢GS Inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Endotel Tabakasiin Uzaklastirlmasiin EtKisi

4.2.11.1 Derisim-Yamt Egrileri

Siganlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasinin ortamda segici ¢GS inhibitdrii ODQ yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

kasilma yanitlar iizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.5'te verilmistir.
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Serum fizyolojik uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel tabakasi-
nin uzaklastirllmast ortamda ODQ yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinin
anlaml1 bigimde sola kaymasina (F= 69.63, P < 0.0001) ve 0.001-100 M derigsimlerde

noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

ET wuygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi noradrenalin derisim-yanit egrilerinin anlamli bigimde sola kaymasina
(F= 13.16; P < 0.0001) ve 0.001-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen

kasilma yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

Serum fizyolojik (F= 20.71; P < 0.0001) veya ET (F= 8.07; P < 0.0001) uygu-
lanan si¢anlardan izole edilen dokularda endotel tabakasinin uzaklastirilmasi ile ortam-
da ODQ varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisikliklerin anlaml

olmasina karsin, kasilma yanitlar arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

4.2.11.2 Enaks ve ECsg Degerleri

Sicanlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirllmis torasik aorta preparatlarinda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasinin ortamda segici ¢GS inhibitorii ODQ yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan
Emas ve ECsy degerleri tizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10'da verilmistir.

Serum fizyolojik uygulanan si¢anlardan izole edilen dokularda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasi ortamda ODQ yokken E.s degerlerinde artmaya (P <
0.0001), ECs degerlerinde ise azalmaya (P= 0.0005) neden olmustur.

ET uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ortamda ODQ yokken E,,s degerlerinde artmaya neden olurken (P=

0.0070), ECs degerlerinde bir degisiklige neden olmamustir (P > 0.05).
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Serum fizyolojik uygulanan si¢anlardan izole edilen dokularda endotel
tabakasinin uzaklagtirilmasi ortamda ODQ varken Eg.s ve ECsy degerlerinde bir

degisiklige neden olmamustir (P > 0.05)

ET uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ortamda ODQ varken ECsy degerlerinde azalmaya neden olurken (P=

0.0153), Emaks degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de olusan iNOS kaynaklt NO'nun
¢GS enzimini etkinlestirerek siklik GMP olusumunu artirmasinin  katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

4.2.12 ET'nin Neden Oldugu ve ¢GS Inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

4.2.12.1 Derisim-Yanit Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda ortamda secici ¢GS inhibitéri ODQ yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

kasilma yanitlar ile ilgili bulgular Cizelge 4.5'te verilmistir.
1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F'= 24.76;,

P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 41.15; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ yokken

noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubundan farklidir.
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Ote yandan, endotel tabakasi saglam dokularda ozellikle 0.03-1 nM derisimlerde
noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gére daha az olmasina

karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda

fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F'= 39.66,
P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 16.48; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ varken
noradrenalin derigim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubundan farklidir.
Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 10-100 nM derisimlerde noradrenalin ile
elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna goére daha ¢ok olmasina karsin (P <
0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur

(P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 62.71;
P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 60.89; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ varken
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler, ortamda ODQ yokken
kontrol grubunda elde edilen kasilma yanitlarindan farklidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda ortamda ODQ varken 0.001-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen
kasilma yanitlarinin ortamda ODQ yokken kontrol grubunda elde edilen yanitlara gore
daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda 6zellikle
0.03-1 nM derisimlerde daha azdir (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F'= 33.04;
P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 32.31; P < 0.0001) dokularda noradrenalin derigim-
yanit egrilerinde ODQ ile olusan degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda 0.001-100 MM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin
ortamda ODQ yokken elde edilen yanitlara gére daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05),
endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P >

0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi

saglam (F= 33.83; P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F'= 65.60; P < 0.0001) dokularda
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ortamda ODQ yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol
grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda ozellikle
0.003-1 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 ortamda kontrol

grubuna gore daha azdir (P < 0.05).

Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 28.90; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 12.67; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ yokken 1,3-
PBIT ile noradrenalin deisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler endotoksemik
gruptan farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda &zellikle 0.1-1 mM derisimlerde
noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin endotoksemik gruba gore daha az
olmasina karsin, 6zellikle 3-100 "M derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlar1 daha ¢oktur (P < 0.05). Endotel tabakasi1 uzaklagtirilmis dokularda ise kasilma
yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 42.86; P < 0.0001) ve uzaklastinnlmis (F= 18.17;, P < 0.0001) dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan
degisiklikler kontrol grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle
0.03-0.3 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlariin kontrol
grubuna gore daha az olmasina karsin, (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmig

dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 62.05;, P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F'= 50.73; P < 0.0001) dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrileri, kontrol grubunda
ortamda ODQ yokken elde edilen egrilerden farklidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda 6zellikle 1-100 M derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar
kontrol grubuna gore daha ¢oktur (P < 0.05). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda
ise ozellikle 0.03-0.3 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin
kontrol grubuna gore daha az olmasina karsin, 30-100 M derisimlerde noradrenalin ile

elde edilen kasilma yanitlar1 daha ¢oktur (P < 0.05).
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ODQ, 1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel
tabakasi saglam (F= 55.51; P < 0.0001) ve uzaklastirllmig (F= 45.09; P < 0.0001)
dokularda noradrenalin derisim-yanit egrilerinin sola kaymasina neden olmustur.
Endotel tabakasi saglam dokularda 0.001-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde
edilen kasilma yanitlari, ortamda ODQ yokken elde edilen degerlerden daha ¢oktur (P <
0.05). Endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlarinin ortamda ODQ yokken elde edilen kasilma yanitlarina gore artmis olmasina
karsin, yalnizca 1 mM derisimde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 anlaml

olarak daha g¢oktur (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 13.02; P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F'= 21.60; P < 0.0001) dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan
degisiklikler endotoksemik gruba gore farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda
noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin endotoksemik gruptan farkli olmamasi-
na karsin, endotel tabakasi1 uzaklastirilmis dokularda 3-100 MM derisimlerde noradrena-

lin ile elde edilen kasilma yanitlar1 endotoksemik gruptan daha ¢oktur (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda ODQ yokken (F= 16.13; P < 0.0001) ve varken (F'= 52.80;
P < 0.0001) elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisikliklerin 1,3-
PBIT grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P >
0.05). Endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ yokken (F= 35.41; P <
0.0001) ve varken (F= 42.77; P < 0.0001) elde edilen noradrenalin derisim-yanit
egrilerinde olusan degisikliklerin 1,3-PBIT grubundan farkli olmasina karsin, ortamda
ODQ varken 30 ve 100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlarinin anlamli bi¢imde artmas1 (P < 0.05) disinda, 6teki derisimlerde elde edilen

kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).
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4.2.12.2 Eaks Ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara secici iNOS inhibitori 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis
torasik aorta preparatlarinda ortamda segici ¢GS inhibitérii ODQ yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

Enmaks ve ECso degerleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.9'da verilmistir.

1,3-PBIT uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirllmis dokularda ortamda ODQ yokken elde edilen E.ks degerleri kontrol
grubundan farkli degilken (P > 0.05), ECsy degerleri kontrol grubuna gore daha ¢oktur
(P degerleri sirast ile 0.0038 ve 0.0137).

1,3-PBIT uygulanan si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen E,xs ve ECsy degerleri kontrol grubundan daha ¢oktur
(P degerleri sirast ile 0.0291 ve 0.0348). Endotel tabakasi uzaklastirilmig dokularda ise
Enmaks ve ECsy degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen E.s degerleri, kontrol grubunda ortamda ODQ
yokken elde edilen degerlere gore daha ¢okken (P < 0.0001), ECsy degerleri farkli
degildir (P > 0.05). Ote yandan, endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ortamda
ODQ varken elde edilen E,.xs degerleri, kontrol grubunda ortamda ODQ yokken elde
edilen degerlerden farkli degilken (P > 0.05), ECsy degerleri daha ¢oktur (P= 0.0005).

ODQ, 1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda E,s degerlerinde artmaya (P= 0.0221), ECsy degerlerinde ise azalmaya
neden olmustur (P= 0.0070). ODQ, 1,3-PBIT uygulanan si¢anlardan izole edilen endotel
tabakas1 uzaklastirilmis dokularda En.s ve ECsy degerlerinde bir degisiklik
olusturmamistir (P > 0.05).
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1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda ODQ yokken elde edilen E, s degerleri kontrol grubundan
farkli degilken (P > 0.05), ECso degerleri daha ¢oktur (P= 0.0019). Endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda ise elde edilen E.xs ve ECsy degerleri kontrol grubuna gore

daha coktur (P degerleri sirasi ile 0.0499 ve 0.0016).

1,3-PBIT, endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ yokken kontrol grubuna gore azalan Ejas
degerlerinde artmaya (P degerleri sirast ile 0.0139 ve 0.0296), artan ECs, degerlerinde
ise daha ¢ok bir artmaya (P degerleri sirast ile 0.0030 ve 0.0109) neden olmustur.

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E,s degerleri
kontrol grubundan farkli degilken (P > 0.05), ECso degerleri kontrol grubuna gore daha
coktur (P degerleri sirast ile 0.0021 ve 0.0050).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (P degerleri sirast ile < 0.0001 ve 0.0143) ve uzaklastirilmis (P degerleri sirasi
ile 0.0338 ve 0.0007) dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E..s ve ECsg
degerleri, kontrol grubunda ortamda ODQ yokken elde edilen degerlerden daha ¢oktur.

ODQ, 1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel
tabakasi saglam dokularda E,,.xs degerlerinde artmaya (P= 0.0044), ECsy degerlerinde
ise azalmaya neden olmustur (P= 0.0087). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda
ise ODQ Epaxs degerlerinde bir degisiklik olusturmazken (P > 0.05), ECsy degerlerinde
azalmaya neden olmustur (P= 0.0351).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E, . degerleri, ET grubundan farkl
degilken (P > 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ET grubundan daha
coktur (P= 0.0065). Ote yandan, ECs, degerleri, ET grubundan daha ¢oktur (P degerleri
swrast ile 0.0003 ve 0.0012).
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1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirllmig dokularda ortamda ODQ yokken ve varken elde edilen E s

ve ECsg degerleri, 1,3-PBIT grubundan farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde NO disinda ¢GS etkinliginde artisa neden
olabilecek bir ya da birden ¢ok mediyatoriin katkida bulunabilecegini

diistindiirmektedir.

4.2.13 Endotel Tabakasinin Uzaklastirilmasinin ET'nin Neden Oldugu ¢GS
ve Sistemik iNOS Inhibisyonu ile Onlenebilen Noradrenalin ile Elde

Edilen Kasilma Yamtlarindaki Azalma Uzerinde Etkisi

4.2.13.1 Derisim-Yanit Egrileri

Kontrol ve endotoksemik siganlara secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklagtirilmig
torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin uzaklastirilmasinin ortamda segici ¢GS
inhibitéri ODQ yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif
derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar1 tizerindeki etkisi ile ilgili

bulgular Cizelge 4.5'te verilmistir.

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmas1 ortamda ODQ yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinin anlaml
bigimde sola kaymasina (F'= [8.21; P < 0.0001) ve 0.001-100 nM derisimlerde

noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin

uzaklastirilmasi, ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinin
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anlamli bicimde saga kaymasma (F'= 57.91; P < 0.0001) ve ozellikle 3-100 nM
derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda azalmaya neden olmustur

(P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmas1 ortamda ODQ yokken noradrenalin derisim-yanit
egrilerinin anlamli bicimde sola kaymasia (F= 80.88; P < 0.0001) ve ozellikle 0.01-
100 MM derisimlerde anlamli olmak {iizere noradrenalin ile elde edilen kasilma

yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ise ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derigim-yanit
egrilerinde olusan degisikliklerin anlamli olmasina karsin (F= 42.93; P < 0.0001),
kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

4.2.13.2 Ejjaxs Ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik si¢anlara segici iNOS inhibitori 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin uzaklastiriimasinin ortamda segici ¢GS
inhibitéri ODQ yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif
derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E, ve ECso degerleri lizerindeki etkisi ile ilgili

bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.9'da verilmistir.

1,3-PBIT uygulanan gerek kontrol ve gerekse endotoksemik siganlardan izole
edilen dokulardan endotel tabakasinin uzaklastirilmasi ortamda ODQ yokken ve varken

Emaks ve ECsy degerlerinde bir degisiklige neden olmamustir (P > 0.05).
1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen dokulardan endotel

tabakasinin uzaklastirilmas1 ortamda ODQ yokken E.s degerlerinde artmaya (P=

0.0013), ECsy degerlerinde ise azalmaya neden olmustur (P= 0.0490).
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1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmasi ortamda ODQ varken elde edilen E,qxs ve ECsy degerlerinde

bir degisiklige neden olmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
diiz kas hiicrelerinde NO disinda ¢GS etkinliginde artisa neden olabilecek bir ya da

birden ¢ok mediyatdriin katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

4.2.14 ET'nin Neden Oldugu ve ¢GS Inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Sistemik ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

4.2.14.1 Derisim-Yamt Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirillmis torasik aorta preparatlarinda ortamda segici ¢GS inhibitdrii
ODQ yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derigim-yanit

egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.5'te verilmistir.

UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 31.74; P
< 0.0001) ve uzaklastirllmis (F= 41.62; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ yokken
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisikliklerin kontrol grubundan farkli

olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi1 saglam (F= 27.76; P
< 0.0001) ve uzaklastirllmis (F= 9.21; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ varken
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisikliklerin kontrol grubundan farkli

olmasina karsin, kasilma yanitlari arasinda fark yoktur (P > 0.05).
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UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 38.41; P
< 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 27.91; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ varken
noradrenalin derigsim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler, ortamda ODQ yokken
kontrol grubunda elde edilen kasilma yanitlarindan farklhidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda ortamda ODQ varken 0.001-100 M derisimlerde noradrenalin ile elde edilen
kasilma yanitlarinin ortamda ODQ yokken kontrol grubunda elde edilen yanitlara gore
daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma
yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi1 saglam (F= 21.96; P
< 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 9.79; P < 0.0001) dokularda noradrenalin derisim-
yanit egrilerinde ODQ ile olusan degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda 0.003-100 M derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin
ortamda ODQ yokken elde edilen yanitlara gére daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05),
endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P >

0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 33.31; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 35.31; P < 0.0001) dokularda ortamda
ODQ yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol
grubundan farklhidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.01-30 niM,
uzaklastirilmis dokularda ise 6zellikle 0.03-100 MM derisimlerde noradrenalin ile elde

edilen kasilma yanitlar1 kontrol grubuna gore daha azdir (P < 0.05).

Endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 22.63; P <
0.0001) ve uzaklastirlmis (F= 8.21; P < 0.0001) dokularda ortamda ODQ yokken
U0126 ile noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler endotoksemik

gruptan farkli olmasina karsin kasilma yanitlart arasinda fark yoktur (P > 0.05).
U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam

(F= 25.41; P < 0.0001) ve uzaklastirllmis (F'= 9.96; P < 0.0001) dokularda ortamda

ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler
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kontrol grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P >

0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F=30.95; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 34.15; P < 0.0001) dokularda ortamda
ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrileri, kontrol grubunda ortamda
ODQ yokken elde edilen egrilerden farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda
ozellikle 0.001-100 MM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlari
kontrol grubuna gore daha ¢oktur (P < 0.05). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda
ise o0zellikle 0.01-100 NM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin
kontrol grubuna gore daha az olmasina karsin, 0.03 MM derisimde noradrenalin ile elde

edilen kasilma yanitlar1 daha ¢oktur (P < 0.05).

ODQ'mun, U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel
tabakas1 saglam (F= 25.75; P < 0.0001) ve uzaklastirllmis (F= 7.85; P < 0.0001)
dokularda noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusturdugu degisiklikler anlamlidir.
Endotel tabakasi saglam dokularda 0.001-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde
edilen kasilma yanitlari, ortamda ODQ yokken elde edilen degerlerden daha ¢okken (P
< 0.05), endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlart arasinda fark yoktur

(P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 8.46; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 8.86; P < 0.0001) dokularda ortamda
ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler

endotoksemik gruba gore farkliyken, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda ortamda ODQ yokken (F= 30.25; P < 0.0001) ve varken (F= 16.01;, P <
0.0001) elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler U0126
grubundan farkhidir. Ortamda ODQ yokken noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlarinin, 6zellikle 0.03-100 M derisimlerde daha az olmasina karsin (P < 0.05),
ortamda ODQ varken elde edilen kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).
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Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ yokken (F= [2.72; P <
0.0001) ve varken (F= 7.25; P < 0.0001) elde edilen noradrenalin derigim-yanit
egrilerinde olusan degisikliklerin U0126 grubundan farkli olmasina karsin, kasilma

yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

4.2.14.2 E;as ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda ortamda segici ¢GS inhibitorii
ODQ yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit
egrilerinden hesaplanan E,,.s ve ECsy degerleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil
4.10'da verilmistir.

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda ODQ yokken elde edilen E,.s ve ECsy degerleri kontrol grubundan farkli
degildir (P > 0.05). Ote yandan, endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda Eas
degerleri kontrol grubundan farkli degilken (P > 0.05), ECsy degerleri kontrol grubuna
gore daha ¢oktur (P= 0.0384).

U0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirllmis dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E.s ve ECsy degerleri
kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda ODQ varken elde edilen E.s degerleri, kontrol grubunda ortamda ODQ
yokken elde edilen degerlere gore daha ¢okken (P= 0.0019), ECsy degerleri daha azdir
(P= 0.0399). Ote yandan, endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ
varken elde edilen E,.ks ve ECso degerleri, kontrol grubunda ortamda ODQ yokken elde
edilen degerlerden farkli degildir (P > 0.05).
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ODQ, U0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda Eaxs ve ECso degerlerinde bir degisiklik olusturmamistir (P >

0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirllmig dokularda ortamda ODQ yokken elde edilen E,aks degerleri
kontrol grubundan daha azken (P degerleri sirast ile 0.0252 ve 0.0195), ECsy degerleri
daha coktur (P degerleri sirast ile 0.0011 ve 0.0013).

U0126, endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ yokken kontrol grubuna goére azalan E.xs ve

artan ECs degerlerinde bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E.xs ve ECsg
degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Kontrol grubunda ortamda ODQ
yokken elde edilen degerler karsilastirildiginda, U0126 uygulanan endotoksemik
sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda ortamda ODQ varken elde
edilen E s degerleri daha ¢ok (P= 0.0056), ECsy degerleri ise daha azdir (P= 0.0440).
Ote yandan, kontrol grubunda ortamda ODQ yokken elde edilen degerler
karsilagtirildiginda, U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel
tabakasi uzaklagtirilmis dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E,.xs degerleri daha
az (P= 0.0307), ECs degerleri ise daha ¢oktur (P= 0.0459).

ODQ, U0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda E,.s degerlerinde artmaya (P= 0.0018), ECsy degerlerinde ise
azalmaya neden olmustur (P= 0.0012). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise
ODQ Eqaks degerlerinde bir degisiklik olusturmazken (P > 0.05), ECsy degerlerinde
azalmaya neden olmustur (P= 0.0221).
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U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmig dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E.ks ve ECsy

degerleri ET grubundan farkli degildir (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda ODQ yokken elde edilen E, degerleri U0126 grubundan
daha azken (P= 0.0317), ECsy degerleri arasinda fark yoktur (P > 0.05). Endotel
tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise Enaks ve ECso degerleri arasinda fark yoktur (P >

0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda ODQ varken elde edilen E.xs ve ECsg

degerleri, U0126 grubundan farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'min neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI1/ERK1/2/iNOS yolu disinda ¢GS
etkinliginde artisa neden olabilecek bir ya da birden ¢ok mediyatoriin katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

4.2.15 Endotel Tabakasinin Uzaklastirilmasinin ET'nin Neden Oldugu ¢GS
ve Sistemik ERK1/2 Inhibisyonu ile Onlenebilen Noradrenalin ile

Elde Edilen Kasilma Yamtlarindaki Azalma Uzerinde Etkisi
4.2.15.1 Derisim-Yamt Egrileri
Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitérii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi

saglam ve wuzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin

uzaklastirilmasinin ortamda segici ¢GS inhibitorii ODQ yokken ve varken noradrenalin
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ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar

izerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.5'te verilmistir.

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ortamda ODQ yokken elde edilen noradrenalin derisim-yanit egrilerinin
anlamli bigimde sola kaymasima (F= 20.78; P < 0.0001) ve 10-100 M derisimlerde

noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasinin, ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derisim-yanit
egrilerinde olusturdugu degisikliklerin anlamli olmasina karsin (F= 10.46, P < 0.0001),
kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmasinin ortamda ODQ yokken elde edilen noradrenalin derisim-
yanit egrilerinde olusturdugu degisikliklerin anlamli olmasina karsin (F= 10.45; P <

0.0001) kasilma yanitlari arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan sicanlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ise ortamda ODQ varken elde edilen noradrenalin derigim-yanit
egrilerinde olusan degisikliklerin anlamli olmasia karsin (F= 11.50; P < 0.0001),
kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

4.2.15.2 Enaks ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve wuzaklastirllmis torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin
uzaklastirilmasinin ortamda secici ¢GS inhibitorii ODQ yokken ve varken noradrenalin
ile ikinci kez cikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E, s ve ECsg

degerleri lizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10'da verilmistir.
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UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ortamda ODQ yokken E,s degerlerinde artmaya neden olurken (P=

0.0444), ECs( degerlerinde bir degisiklige neden olmamustir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi ortamda ODQ varken elde edilen E,.s ve ECsy degerlerinde bir

degisiklige neden olmamustir (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklagtirilmasi ortamda ODQ yokken ve varken elde edilen E s ve ECsg

degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI/ERK1/2/iNOS yolu disinda ¢GS
etkinliginde artisa neden olabilecek bir ya da birden ¢ok mediyatoriin katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

4.2.16 ET'nin Neden Oldugu Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma
Yamtlarindaki Azalma Uzerinde PKG Inhibisyonunun EtKkisi

4.2.16.1 Derisim-Yamt Egrileri

Siganlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
ikinci kez cikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar
iizerinde se¢ici PKG inhibitorii KT5823in etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.7'de

verilmistir.
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Cizelge 4.7. Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel
tabakas1 saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan
kiimtilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma {iizerinde secici PKG inhibitori KT5823'in

etkisi.
Noradrenalin (mM)
0.001 0.003  0.01 0.03 0.1 0.3 1 3 10 30 100
Kontrol
KT5823 ()
E(+) 0.01 0.02 0.06 0.16 0.40 0.81 1.16 1.44 1.50 1.46 1.26
+ + + + + + + + + + +
0.01 0.01 0.02 0.04 0.07 0.10 0.13 0.14 0.13 0.13 0.13
n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
E(-) 0.07’ 0.15 0.42 0.88’ 1.42 1.85 221 2.44 2.56’ 2.55 2.51
+ + + + + + + + + + +
0.03 0.04 0.05 0.08 0.11 0.11 0.13 0.15 0.15 0.17 0.17
Mm=13) n=13) n=13) (n=13) (n=13) (n=13) (n=13) (r=13) (n=13) (0=13) (n=13)
KT5823 (+)
E(+) 0.00 0.00 0.01 0.05 0.12*  0.27* 045* 087" 1.64 1.85 1.82%
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.00 0.01 0.02 0.04 0.04 0.06 0.19 0.21 0.19 0.18
© © © © ©  ©  ©®  ©  (© 6  (©
E(-) 0.00 0.03  0.18¥ 033% 0.66Y 0987 1.31Y 1.789  2.04 2.14 2.12
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.02 0.06 0.09 0.17 0.21 0.24 0.27 0.29 0.29 0.29
(5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5)
ET
KT5823 (-)
E(+) 0.00 0.00*  0.00* 0.03* 0.12* 0.32* 0.58 0.81* 0.99* 096 0.84"
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.00 0.00 0.01 0.02 0.06 0.10 0.11 0.12 0.14 0.12
M=12) 1=12) (@=12) (=12) (=12) (@=12) @=12) (1=12) (=12) (1=12) (n=12)
E(-) 0.04’ 0.09’ 0.25 0.49’ 0.82 Liv 1.46 1.76' 1.89 1.89 1.81
+ + + + + + + + + + +
0.02 0.05 0.13 0.20 0.25 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29 0.28
m=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14) (n=14)
KT5823 (+)
E(+) 0.00 0.01 0.03 0.06 0.14*  0.17*  043° 1.02 1.29 1.38°  1.40°
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.01 0.02 0.03 0.08 0.08 0.11 0.14 0.20 0.20 0.22
(6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
E(-) 0.00 0.06 0.15*  031°  0.51°  0.67° 087° 1.17° 132° 134® 135%

+ + + + + + + + + + +
0.00 003 004 009 013 012 016 017 018 020 021
(©) (©) (©) (©) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
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Cizelge 4.7. (devam) Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez
cikarillan kiimiilatif derigim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma iizerinde secici PKG inhibitorii

KT5823"in etkisi.
Noradrenalin (mM)
0.001 0.003 0.01 0.03 01 03 1 3 10 30 100
1,3-PBIT
KT 5823 (-)
E(+) 001 001 003 006 013" 028 0.62° 149 1.76 1.80 1.75
+ + + + + + + + + + +
001 001 002 002 005 012 021 035 0.36 0.36 0.36
n=5) (m=5) (m=5) (n=5) m=5) (m=5) (m=5) (n=5) (n=3) (n=3) (n=3)
E(-) 0.13 024 048 074 113 148 182 254 2.84 2.93 2.94
+ + + + + + + + + + +
0.09 009 011 022 029 033 035 030 0.28 0.29 0.29
nm=5) (m=5) (m=5) (n=5) (=5 (@m=5) @m=5 (=95 (n=15) (n=15) (n=15)
KT5823 (+)
E(+) 001 002 004 008 030 069 103" 1.82° 2.06° 2.08° 1.93
+ + + + + + + + + + +
001 001 002 004 008 014 017 025 0.28 0.26 0.28
(6) (6) 6 (6 (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
E(-) 0.02 007 022° 033" 058 092° 1.06° 152 166" 1707  1.67¢
+ + + + + + + + + + +
0.02 003 004 007 008 014 023 015 0.20 0.21 0.22
(6) (6) 6 (6 (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
ET+1,3-PBIT
KT 5823 (-)
E(+) 0.00 0.00° 0.02° 0.03° 0.05° 0.10° 028° 1.30° 1.56° 1.55° 1.49°
+ + + + + + + + + + +
0.00 000 001 002 001 002 007 015 0.20 0.24 0.24
n=5) (m=5) (m=5) (n=5) (m=5) (m=5) (m=5) (n=5) (n=3) (n=3) (n=3)
E(-) 0.03  0.02° 0.129 0259 0469 0849 1329 256 2.93 2.99 2.96
+ + + + + + + + + + +
0.02 001 003 007 017 012 012 012 0.15 0.16 0.13
n=5) (m=5) (m=5) (=5 (@®=5) (=5 @m=5 (=95 (n=15) (n=15) (n=15)
KT5823 (+)
E(+) 0.00 000 001 005 0.12° 023 040° 077 108" 1.13* 1.13%
+ + + + + + + + + + +
0.00 0.00 001 003 007 010 014 023 0.19 0.17 0.19
(6) (6) 6 6 (6 (6 (6)  (6) (6) (6) (6)
E(-) 0.07 0.15 0209 0299 0529 0759 0979 1309 166 1769  1.78%
+ + + + + + + + + + +
006 010 011 012 014 015 013 013 0.10 0.09 0.09
(6) (6) 6 (6 (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
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Cizelge 4.7. (devam) Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez
cikarillan kiimiilatif derigim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma iizerinde secici PKG inhibitorii
KT5823"in etkisi.

Noradrenalin ("M)
0.001 0.003 001 0.03 01 0.3 1 3 10 30 100
00126
KT 5823 (-)
E(+) 000 001 006 0.17 047 074 117 145 1.61 1.62 1.44
+ + + + + + + + + + +
0.00 001 003 006 013 018 015 0.11 0.13 0.14 0.08
D G G G @B B & “) ) ) )
E(-) 003 007 026 062 108 149 194 223 244 2.49 2.50/
+ + + + + + + + + + +
002 003 007 016 023 027 028 030 0.31 0.31 0.30
G G & 6 6 6 O’ (5) (5) (5) (5)
KT5823 (+)
E(+) 001 006 0.14° 036° 064° 1.07" 1.51° 191 215% 219" 2.12%
+ + + + + + + + + + +
001 002 005 008 011 017 018 0.14 0.14 0.13 0.15
G & & 6 6 B O® (5) () 5) ()
E(-) 0.05 0.3 027 043" 074 097° 1.18° 136" 146™ 150"  1.50™
+ + + + + + + + + + +
0.05 005 010 012 017 019 021 023 0.25 0.26 0.25
G G & 6 6 6 O’ (5) (5) (5) (5)
ET+U0126
KT 5823 (-)
E(+) 0.00 0.00 0.01* 0.04™ 0.09" 025" 046" 077" 1.00"  1.00" 092"
+ + + + + + + + + + +
0.00 000 0.01 002 002 006 009 0.14 0.15 0.15 0.14
() ) N ) N O) I ) I ) N ) @) (7 @) @)
E(-) 0.00 002 0.07 0.19° 043" 065 1.05 1.39° 1.63° 1.63° 1.58°
+ + + + + + + + + + +
0.00 002 006 011 016 022 028 033 0.34 0.35 0.36
() ) N ) N ) I ) B ) N ) @) @) @) @)
KT5823 (+) _ _ _
E(+) 001 003 0.05 009 023 038 091 1.87 2.64% 271 271
+ + + + + + + + + + +
001 002 002 002 008 010 018  0.58 0.99 1.02 0.10
G G & 6 6 6 O’ (5) (5) (5) (5)
E(-) 019 034 057 079 112 132 155 173 1.84 1.85 1.86

+ + + + + + + + + + +
0.19 020 027 036 041 042 042 042 0.42 0.41 0.41
(€I ©) NN ©) RN ©) R ©) N ©) B ) ®) ®) ®) ®)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire)  dihidrobromiir; ¢GS, ¢06ziinebilir guanilil siklaz; DMSO,
dimetilsiilfoksit; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel tabakas: uzaklastirilmig; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile
diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; KT5823, (9S,10R,12R)-
2,3,9,10,11,12-heksahidro-10-metoksi-2,9-dimetil-1-0kso-9,12-epoksi-1H-diindolo-[ 1,2,3-fg:3",2",1'-kl]pirrolo[ 3,4-i]
[1,6]-benzodiazosin-10-karboksilik asit metil ester; KT5823 (-), ortamda KT5823 yok; KT5823 (+), ortamda KT5823
var, MEKI1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; PKG, protein kinaz G; U0126, 1,4-diamino-2,3-
disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4
mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmustir. Siganlar, in
vivo deneyler sonunda O6ldiriilmiis ve torasik aortalart izole edilmistir. Noradrenalin ile kontrol derisim-yanit
egrilerinin alinmasinin ardindan, noradrenalin ortamdan uzaklastirilmig, dokular ortamda KT5823"in ¢oziiciisii olan
DMSO (%0.3, h/h) veya KT5823 (3 nM) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derigim-
yanit egrileri yinelenmistir. Sonuglar g olarak ortalamatortalamalarin standart hatasi bigiminde gosterilmistir. n
kullanilan sican sayisim ifade etmektedir. * Kontrol/KT5823 (-), ® Kontrol/KT5823 (+); © ET/KT5823 (-), ¢ 1,3-
PBIT/KT5823 (), ° 1,3-PBIT/KT5823 (+), .f ET+1,3-PBIT/KT5823 (-), & ET+1,3-PBIT/KT5823 (+),
" U0126/KT5823 (-), | ET+U0126/KT5823 (-) ve } E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t
veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Serum fizyolojik uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 38.04;, P < 0.0001) ve uzaklastirlmis (F= 43.78; P < 0.0001) dokularda
KT5823"in noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusturdugu degisiklikler anlamlidir.
KT5823 endotel tabakasi saglam dokularda ozellikle 0.1-3 ile 100 MM ve endotel
tabakasi uzaklastirilmis dokularda 6zellikle 0.01-3 nmM derisimlerde noradrenalin ile

elde edilen kasilma yanitlarinda azalmaya neden olmustur.

ET uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 37.78; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 21.79; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823 yokken
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubuna gore anlam-
lidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.003-100 mM derisimlerde noradre-
nalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 daha azken (P < 0.05), endotel tabakas1 uzaklas-

tirtlmis dokularda kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

ET uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 24.98; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 8.03; P < 0.0001) dokularda KT5823"in noradrenalin
derisim-yanit egrilerinde olusturdugu degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda ozellikle 10 ve 30 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlar1 ortamda KT5823 yokken elde edilen degerlere gore daha ¢okken (P < 0.05),
endotel tabakasi uzaklagtirllmis dokularda kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli

degildir (P > 0.05).

Endotoksemik si¢canlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F'= 31.72; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 51.71; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823 varken
noradrenalin derisim-yanit egrileri iizerinde olusan degisiklikler, kontrol grubunda
ortamda KT5823 yokken elde edilen degerlere gére anlamlidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda ozellikle 0.1-1 "M ve endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ozellikle
0.01-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlar1 kontrol grubuna

gore daha azdir (P < 0.05).
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Endotoksemik si¢canlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (= 30.70; P <
0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 17.40; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823 varken
noradrenalin derigim-yanit egrileri lizerinde olusan degisiklikler kontrol grubunda
ortamda KT5823 varken elde edilen degerlere gore anlamlidir. Endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda o6zellikle 30 ve 100 mM derisimlerde noradrenalin ile elde
edilen kasilma yanitlar1 kontrol grubuna gore daha azken (P < 0.05), endotel tabakasi

saglam dokularda kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).

4.2.16.2 Ejaxs ve ECsg Degerleri

Sicanlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole edilen
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
ikinci kez cikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E. s ve ECsg
degerleri iizerinde secici PKG inhibitorii KT5823"in etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.8
ile Sekil 4.11 ve Sekil 4.12'de verilmistir.

Serum fizyolojik uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda KT5823 E.s ve ECsy degerlerinde artmaya neden olmustur (P degerleri
swrast ile 0.0352 ve 0.0009). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise KT5823
Enmaks degerlerinde bir degisiklik olusturmazken (P > 0.05), ECsy degerlerinde artmaya
neden olmustur (P= 0.0058).

ET wuygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 yokken E.xs degerleri kontrol grubuna gore
azalmis (P degerleri sirast ile 0.0151 ve 0.0309), ECsy degerleri ise artmistir (P
degerleri sirasi ile 0.0180 ve 0.0290).
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Cizelge 4.8. Kontrol ve endotoksemik siganlara segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1 tarafindan ERK1/2
fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan E_, ve ECs, degerleri iizerinde secici PKG inhibitorii KT5823'iin etkisi.

Emaks (g) EC50 (rTM)
Kontrol
KT5823 ()
E(+) 1.46+0.13 (n=12) 0.310.06 (n=12)
E() 2.51£0.17 (n= 13y 0.09+0.02 (n= 13y
KT5823 (+)
E(+) 2.02+0.23 (n= 6)° 3.84+1.11 (n=6)"
E() 2.13£0.30 (n=15) 0.59£0.18 (n=5)"
ET
KT5823 ()
E(+) 0.97+0.13 (n=12)°* 0.69+0.17 (n= 12)°
E() 1.87+0.27 (n= 14)" 0.45+0.12 (n= 14)*
KT5823 (+)
E() 1.49+0.23 (n= 6)° 1.90£0.41 (n= 6)*
E(-) 1.3440.20 (n= 6)° 0.5120.26 (n=6)"
1,3-PBIT
KT5823 ()
E(+) 1.90:0.40 (n=5) 1.60+0.32 (n=5)"
E() 2.92+0.26 (n=15) 0.65+0.20 (n=5)"
KT5823 (+)
E() 2.11£0.29 (n=6)° 0.85+0.28 (n=6)"
E(-) 1.70£0.20 (n= 6)™ 0.62£0.31 (n=6)°
ET+1,3-PBIT
KT5823 (-)
E(+) 1.69+0.25 (n=5)° 1.89+0.34 (n= 5)*
E(-) 3.1120.15 (n= 5)™ 1.0420.13 (n= 5)™
KT5823 (+)
E() 1.24%0.19 (n= 6) 3.19£1.30 (n=6)°
E(-) 1.77£0.09 (n= 6)* 0.98+0.26 (n= 6)"
U0126
KT5823 (-)
E(+) 1.5840.11 (n=4) 0.39+0.20 (n=4)
E() 2.44+0.19 (n=5) 0.23+0.07 (n=5)"
KT5823 (+)
E() 2.18+0.14 (n= 5)* 0.450.13 (n=5)°
E(-) 1.45+0.24 (n=5)" 0.150.03 (n=5)
ET+U0126
KT5823 (-)
E(+) 1.02+0.15 (n= 7)™ 1.20+0.24 (n="7)"
E() 1.64+0.34 (n="7)* 0.88+0.29 (n=7)"*
KT5823 (+)
E() 2.90£1.12 (n=5)" 1.58+0.38 (n=5)"
E(-) 1.81+0.40 (n=5) 0.15%0.08 (n=5)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; DMSO, dimetilsiilfoksit; E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel
tabakas1 uzaklastirllmig; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; KT5823, (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-heksahidro-10-metoksi-2,9-
dimetil-1-okso-9,12-epoksi-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3',2",1'-kl]pirrolo[3,4-1]] [1,6]-benzodiazosin-10-karboksilik asit metil ester;
KT5823 (-), ortamda KT5823 yok; KT5823 (+), ortamda KT5823 var; PKG, protein kinaz G; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-
bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu)
veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiriilmiis ve
torasik aortalar1 izole edilmistir. Noradrenalin (0.001-100 nM) ile kontrol derisim-yanit egrilerinin alinmasinin ardindan,
noradrenalin ortamdan uzaklagtirilmis, dokular ortamda KT5823"{in ¢oziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h) veya KT5823 (1 nM) yokken
ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derisim-yanit egrileri yinelenmistir. Sonuglar g veya mM olarak
ortalamatortalamalarin standart hatasi bigiminde gosterilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol/KT5823 (-),
° Kontrol/KT5823 (+); ¢ ET/KT5823 (-), ¢ 1,3-PBIT/KT5823 (-), °© 1,3-PBIT/KT5823 (+), © ET+1,3-PBIT/KT5823 (-),
£ U0126/KT5823 (-), " ET+U0126/KT5823 (-) ve ' E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.11. Kontrol ve endotoksemik sicanlara secici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT uygulanmasindan ii¢ saat
sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklagtirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan (A) E.s ve (B) ECsy degerleri
iizerinde secici PKG inhibitorii KT5823'%n etkisi. [,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire)
dihidrobromiir, DMSO, dimetilsiilfoksit; E(+), endotel tabakast saglam; E(-), endotel tabakasi
uzaklastirimig;, ET, endotoksin; KT5823, (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-heksahidro-10-metoksi-2,9-
dimetil-1-okso-9,12-epoksi-1H-diindolo-[1,2,3-fg:3",2" 1'-kl] pirrolo[3,4-i] [ 1,6 ] -benzodiazosin- 1 0-karbok-
silik asit metil ester; KT5823 (-), ortamda KT5823 yok; KT5823 (+), ortamda KT5823 var; PKG, protein
kinaz G. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik
grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve
torasik aortalari izole edilmistir. Noradrenalin ile kontrol derisim-yanit egrilerinin alinmasimnin ardindan,
noradrenalin ortamdan uzaklagtiriimis, dokular ortamda KT5823"i ¢oziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h)
veya KT5823 (1 nmM) yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derigim-yanit
egrileri yinelenmigtir. 5-13 adet sicandan elde edilen sonuc¢lar g veya WM olarak ortalamazortalamalarin
standart hatast bigiminde gosterilmistir. © Kontrol/KT5823 (-), b Kontrol/KT5823 (+); © ET/KT5823 (-),
4 1,3-PBIT/KT5823 (-), © 1,3-PBIT/KT5823 (+), / ET+1,3-PBIT/KT5823 (-) ve ¢ E(+) degerlerinden
istatistiksel olarak anlamh farklh (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.12. Kontrol ve endotoksemik siganlara MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici
inhibitorii U0126 uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan (A) E..s ve (B) ECsy degerleri {izerinde segici PKG inhibitori KT5823"in etkisi. DMSO,
dimetilsiilfoksit;, E(+), endotel tabakasi saglam; E(-), endotel tabakasi uzaklastirilmis;, ERKI/2,
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; KT5823, (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-
heksahidro-10-metoksi-2,9-dimetil-1-okso-9, 1 2-epoksi- 1 H-diindolo-[1,2,3-fg:3" 2" 1"-kl] pirrolo[3,4-i]
[1,6]-benzodiazosin-10-karboksilik asit metil ester; KT5823 (-), ortamda KT5823 yok; KT5823 (+),
ortamda KT5823 var; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; PKG, protein kinaz G;
U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. U0126 (5 mg/kg, IP), serum
fizyolojik (4 mg/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra
uygulanmistir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir.
Noradrenalin ile kontrol derigim-yanit egrilerinin alinmasimin ardindan, noradrenalin ortamdan
uzaklastirilmis, dokular ortamda KT5823%i ¢oziiciisii olan DMSO (%0.3, h/h) veya KT5823 (1 mM)
yokken ve varken on bes dakika inkiibe edilmis ve noradrenalin derisim-yanit egrileri yinelenmigtir. 4-13
adet sicandan elde edilen sonuglar g veya MM olarak ortalama=tortalamalarin standart hatasi bigiminde
gosterilmistir. * Kontrol/KT5823 (-), " Kontrol/KT5823 (+); ¢ ET/KT5823 (-), ¢ U0I26/KT5823 (-),
¢ ET+U0126/KT5823 (-) ve ! E(+) degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya
Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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KT5823, endotel tabakasi saglam dokularda ET'min neden oldugu E;xs
degerlerindeki azalmay1 6nlerken (P= 0.0480), ECs degerlerinde daha da ¢ok bir artiga
neden olmustur (P= 0.0048). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise KT5823
ET'nin neden oldugu E.s degerlerindeki azalma ve ECsy degerlerindeki artmay1

onlememistir (P > 0.05).

ET uygulanan siganlardan izole edilen gerek endotel tabakasi saglam gerekse
endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 varken elde edilen Eaxs ve

ECsg degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

ET uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda KT5823 varken elde edilen E s degerleri kontrol grubunda ortamda KT5823
yokken elde edilen degerlerden farkli degilken (P > 0.05), ECsy degerleri daha c¢oktur
(P= 0.0009). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise Eks degerleri kontrol
grubu degerlerinden daha azken (P= 0.0007), ECs, degerleri daha ¢oktur (P= 0.0141).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde olusan iNOS kaynakli NO'nun ¢GS/PKG yolunu
etkinlestirmesi sonucunda neden oldugu siklik GMP diizeylerindeki artmanin katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.
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4.2.17 ET'nin Neden Oldugu ve PKG inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Endotel Tabakasmin Uzaklastirlmasinin Etkisi

4.2.17.1 Derisim-Yamt Egrileri

Siganlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda endotel
tabakasinin uzaklagtirllmasinin ortamda segici PKG inhibitorii KT5823 yokken ve
varken noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan kasilma yanitlar1 {izerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.7'de

verilmistir.

Serum fizyolojik uygulanan siganlardan izole edilen dokularda endotel
tabakasinin uzaklagtirilmas: ortamda KT5823 yokken noradrenalin derisim-yanit
egrilerinin anlamli bi¢imde sola kaymasina (F= 69.63; P < 0.0001) ve 0.001-100 nM
derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden olmustur

(P < 0.05).

Serum fizyolojik (F= 26.04; P < 0.0001) veya ET (F= 18.13; P < 0.0001)
uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel tabakasinin uzaklastirilmasi ile
ortamda KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler
anlamlidir. Serum fizyolojik uygulanan si¢anlardan izole edilen dokularda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasi 6zellikle 0.01-3 M derisimde noradrenalin ile elde edilen
kasilma yanitlarinda artmaya neden olurken (P < 0.05), endotoksemik si¢anlardan izole

edilen dokularda kasilma yanitlar1 arasindaki farklilik anlamli degildir (P > 0.05).
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4.2.17.2 Eaks ve ECsy Degerleri

Siganlara serum fizyolojik veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda endotel
tabakasinin uzaklagtirllmasinin ortamda segici PKG inhibitorii KT5823 yokken ve
varken noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarillan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden
hesaplanan E. ve ECsy degerleri lizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.8 ile

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12'de verilmistir.

Serum fizyolojik uygulanan siganlardan izole edilen dokularda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasi ortamda KT5823 yokken E.xs degerlerinde artmaya (P <
0.0001), ECs degerlerinde ise azalmaya (P= 0.0005) neden olmustur.

Serum fizyolojik veya ET uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda endotel
tabakasinin uzaklastirilmasi ortamda KT5823 varken E.xs degerlerinde bir degisiklige
neden olmazken (P > 0.05), ECsy degerlerinde azalmaya neden olmustur (P degerleri

swrast ile 0.0087 ve 0.0168).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de olusan iNOS kaynakli NO'nun
¢GS/PKG yolunu etkinlestirmesi sonucunda neden oldugu siklik GMP diizeylerindeki

artmanin katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.
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4.2.18 ET'nin Neden Oldugu ve PKG inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

4.2.18.1 Derisim-Yamt Egrileri

Kontrol ve endotoksemik si¢anlara segici iNOS inhibitori 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda ortamda secici PKG inhibitorii KT5823 yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

kasilma yanitlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.7'de verilmistir.

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 17.66,
P < 0.0001) ve uzaklastinlmis (F= 22.38; P < 0.0001) dokularda KT5823"in
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasi
uzaklastirllmis dokularda noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol
grubuna gore ozellikle 3 MM derisimde daha ¢ok ve 3-100 MM derisimde daha az
olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakas1 saglam dokularda kasilma yanitlar1 arasinda

fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 24.76;
P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 41.15; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823
yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubundan
farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda o6zellikle 0.03-10 mM derigimlerde
noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gére daha az olmasina
karsin (P < 0.05), endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda

fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 30.37;
P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 18.63;, P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823

varken noradrenalin derigim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubundan
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farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.3-3 nM  derisimlerde
noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore daha ¢ok olmasina

karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda

fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 34.06;
P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 49.76, P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823
varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler, ortamda KT5823
yokken elde edilen kontrol grubu degerlerinden farklidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda oOzellikle 10-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlarinin kontrol grubuna gore daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakasi

uzaklastirilmis dokularda 6zellikle 0.01-100 "M derisimlerde daha azdir (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 20.37;, P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F'= 78.95; P < 0.0001) dokularda
KT5823 ile noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler anlamlidir.
Endotel tabakasi saglam dokularda o6zellikle 3 MM ve endotel tabakasi uzaklastirilmig
dokularda 6zellikle 3-100 "M derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlari,

ortamda KT5823 yokken elde edilen degerlerden daha azdir (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 33.83; P < 0.0001) ve uzaklastirllmis (F'= 65.60; P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler
kontrol grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda
ozellikle 0.003-1 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin

kontrol grubuna gore daha azdir (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 25.44; P < 0.0001) ve uzaklastinnlmis (F= 22.87;, P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler
kontrol grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda o6zellikle 10-100 nM

derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore daha
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az olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma

yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 28.32; P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F'= 55.45; P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler,
ortamda KT5823 yokken elde edilen kontrol grubu degerlerinden farklidir. Endotel
tabakas1 saglam dokularda ozellikle 0.1-3 mM ve endotel tabakasi uzaklastirilmig
dokularda o6zellikle 0.01-100 MM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlar1 kontrol grubuna gore daha azdir (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 16.13; P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F= 35.41; P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler 1,3-
PBIT grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda far yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 22.86; P < 0.0001) ve uzaklastirnllmis (F= 25.22; P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler 1,3-
PBIT grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda o6zellikle 1-100 nM
derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna goére daha
az olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma

yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 28.90;, P < 0.0001) ve uzaklagtirllmis (F= 12.67; P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 yokken noradrenalin derigsim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler ET
grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.1-100 M
derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gére daha
cok olmasma karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma

yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).
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1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (F= 17.35; P < 0.0001) ve uzaklagtirllmig (F= 22.53; P < 0.0001) dokularda
ortamda KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler ET

grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

4.2.18.2 Enaks ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik siganlara secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklagtirilmis
torasik aorta preparatlarinda ortamda seg¢ici PKG inhibitorii KT5823 yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

Enmaks ve ECsg degerleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.8 ve Sekil 4.11'de verilmistir.

1,3-PBIT uygulanan si¢canlardan izole edilen endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 yokken elde edilen E. degerleri kontrol
grubundan farkli degilken (P > 0.05), ECs degerleri daha ¢oktur (P degerleri sirasi ile
< 0.0001 ve 0.0137).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda KT5823 varken elde edilen E ks degerleri kontrol grubundan farkli degilken (P
> 0.05), ECsy degerleri daha azdir (P= 0.0087). Endotel tabakasi uzaklastirilmis
dokularda ise E s ve ECso degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda KT5823 varken elde edilen Eks (P= 0.0296) ve ECsy (P= 0.0192) degerleri,
ortamda KT5823 yokken kontrol grubundaki degerlerden daha c¢oktur. Endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda ise Eaxs degerleri daha az (P= 0.0107), ECso degerleri daha
coktur (P= 0.0033).

KT5823, 1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda E ks ve ECso degerlerinde bir degisiklik olusturmamuistir (P > 0.05). Endotel
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tabakas1 uzaklagtirllmig dokularda ise KT5823 E,.s degerlerinde azalmaya neden

olurken (P= 0.0041), ECsy degerlerinde bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda KT5823 yokken elde edilen E.ks degerleri kontrol
grubundaki degerlerden farkli degilken (P > 0.05), ECsy degerleri daha ¢oktur (P <
0.0001). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise En.xs ve ECso degerleri kontrol
grubundaki degerlerden daha ¢oktur (P degerleri sirasi ile 0.0499 ve 0.0016).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda KT5823 wvarken elde edilen ECsy, degerleri kontrol
grubundan farkli degilken (P > 0.05), Enaks degerleri kontrol grubuna gore daha azdir
(P= 0.0230). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise Es ve ECsy degerleri
kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda KT5823 varken elde edilen E, s degerleri, kontrol grubunda
ortamda KT5823 yokken elde edilen degerlerden farkli degilken (P > 0.05), ECs
degerleri daha ¢oktur (P= 0.0023). Endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise Eaxs
degerleri kontrol grubunda elde edilen degerlerden daha azken (P= 0.0058), ECsg
degerleri daha ¢oktur (P= 0.0007).

KT5823, 1,3-PBIT uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel
tabakas1 saglam dokularda E.xs ve ECsy degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir
(P > 0.05). Endotel tabakasi1 uzaklastirilmis dokularda ise KT5823 E,axs degerlerinde
azalmaya neden olurken (P < 0.0001), ECsy degerlerinde bir degisiklik olugturmamigtir
(P> 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam (P degerleri swrasi ile 0.0139 ve 0.0030) ve uzaklastirilmis (P degerleri sirasi ile
0.0296 ve 0.0138) dokularda ortamda KT5823 yokken elde edilen E..s ve ECs
degerleri ET grubundaki degerlerden daha ¢oktur.
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1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 varken elde edilen E, ks ve ECsy

degerleri ET grubundan farkli degildir (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda KT5823 yokken ve varken elde edilen E,.xs degerleri 1,3-
PBIT grubundan daha azken (P= 0.0284), ECsy degerleri farkli degildir (P > 0.05).
Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise En.us ve ECso degerleri 1,3-PBIT
grubundan farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'min neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde olusan iNOS kaynakli NO'nun ¢GS/PKG yolunu
etkinlestirmesi sonucunda neden oldugu siklik GMP diizeylerindeki artmanin katkida

bulunabilecegi diisiincesini desteklemektedir.

4.2.19 Endotel Tabakasimin Uzaklastirilmasinin ET'nin Neden Oldugu
PKG ve Sistemik iNOS Inhibisyonu ile Onlenebilen Noradrenalin ile
Elde Edilen Kasilma Yamtlarindaki Azalma Uzerinde Etkisi

4.2.19.1 Derisim-Yamt Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis
torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin uzaklastirilmasinin ortamda secici
PKG inhibitérii KT5823 yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan
kiimiilatif derigsim-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar1 iizerindeki etkisi ile

ilgili bulgular Cizelge 4.7'de verilmistir.
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1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmas1 sonucunda ortamda KT5823 yokken elde edilen noradrenalin derigim-
yanit egrilerindeki degisiklikler anlamlidir (F= 18.21; P < 0.0001). Endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi 6zellikle 0.001-100 "M derisimde noradrenalin ile elde edilen kasilma

yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi sonucunda ortamda KT5823 varken elde edilen noradrenalin derisim-
yanit egrilerindeki degisikliklerin anlamli olmasina karsin (F= 22.84, P < 0.0001),
kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmasit sonucunda ortamda KT5823 yokken (F= 80.88; P <
0.0001) ve varken (F= 24.77; P < 0.0001) elde edilen noradrenalin derigim-yanit
egrilerindeki degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasinin uzaklagtirilmasi ortamda
KT5823 yokken 6zellikle 0.003-100 M ve ortamda KT5823 varken 6zellikle 0.01-100
MM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinda artmaya neden

olmustur (P < 0.05).

4.2.19.2 Enaks ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara segici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin uzaklastirilmasinin ortamda secici PKG
inhibitorii KT5823 yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif
derisim-yanit egrilerinden hesaplanan E.xs ve ECsy degerleri lizerindeki etkisi ile ilgili

bulgular Cizelge 4.8 ve Sekil 4.11'de verilmistir.
1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin

uzaklastirllmas1 ortamda KT5823 yokken ve varken elde edilen E,.s ve ECs
degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir (P > 0.05).
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1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmas: ortamda KT5823 yokken elde edilen E.s degerlerinde
artmaya (P= 0.0013) ve ECs, degerlerinde azalmaya neden olmustur (P= 0.0490).

1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmas: ortamda KT5823 varken elde edilen E.s degerlerinde
artmaya neden olurken (P= 0.0266), ECsy degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir
(P> 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de olusan iNOS kaynakli NO'nun
¢GS/PKG yolunu etkinlestirmesi sonucunda neden oldugu siklik GMP diizeylerindeki

artmanin katkida bulunabilecegi diisiincesini desteklemektedir.

4.2.20 ET'nin Neden Oldugu ve PKG Inhibisyonu ile Onlenebilen
Noradrenalin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarindaki Azalma

Uzerinde Sistemik ERK1/2 Inhibisyonunun Etkisi

4.2.20.1 Derisim-Yamt Egrileri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirllmis torasik aorta preparatlarinda ortamda segici PKG inhibitdrii
KT5823 yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit

egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlari ile ilgili bulgular Cizelge 4.7'de verilmistir.

UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 47.28; P
< 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 15.79; P < 0.0001) dokularda KT5823"in noradrenalin
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derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasi saglam
dokularda noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore
ozellikle 0.3-100 "M derisimlerde daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda 6zellikle 3-100 "M derisimlerde daha ¢oktur (P < 0.05).

U0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi1 saglam (F= 31.74; P
< 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 41.62; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823
yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubundan

farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 49.28; P
< 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 13.53; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823 varken
noradrenalin derigim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol grubundan farklidir.
Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.01-10 M derisimlerde noradrenalin ile
elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore daha ¢ok olmasina karsin (P <

0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur

(P> 0.05).

UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam (F= 43.12; P
< 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 43.04; P < 0.0001) dokularda ortamda KT5823 varken
noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler, ortamda KT5823 yokken
elde edilen kontrol grubu degerlerinden farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda
ozellikle 3-100 MM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol
grubuna gore daha ¢ok olmasina karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmig

dokularda 6zellikle 0.03-100 nM derisimlerde daha azdir (P < 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F=6.97;, P < 0.0001) ve uzaklastirllmis (F'= 5.43; P < 0.0001) dokularda KT5823 ile
noradrenalin derigim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler anlamlidir. Endotel tabakasi
saglam dokularda 6zellikle 10-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma

yanitlari, ortamda KT5823 yokken elde edilen degerlerden daha ¢ok olmasina karsin (P
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< 0.05), endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlart arasinda fark yoktur

(P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F=33.31; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 35.31; P < 0.0001) dokularda ortamda
KT5823 yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol
grubundan farklidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.01-30 M ve endotel
tabakas1 uzaklastirilmis dokularda 6zellikle 0.03-100 nM derisimlerde noradrenalin ile

elde edilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gére daha azdir (P < 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 7.14; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 6.25; P < 0.0001) dokularda ortamda
KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler kontrol

grubundan farkli olmasina karsin kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F=11.63; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 24.17; P < 0.0001) dokularda ortamda
KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler, ortamda
KT5823 yokken elde edilen kontrol grubu degerlerinden farklidir. Endotel tabakasi
saglam dokularda 6zellikle 10-100 M derisimlerde daha ¢ok olmasma karsin (P <
0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur

(P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 30.25; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F'= 12.72; P < 0.0001) dokularda ortamda
KT5823 yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler U0126
grubundan farkhidir. Endotel tabakasi saglam dokularda 6zellikle 0.03-100 nM
derisimlerde daha az olmasma karsin (P < 0.05), endotel tabakasi uzaklastirilmig

dokularda kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam

(F= 6.47; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 4.46; P < 0.0001) dokularda ortamda
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KT5823 varken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler U0126

grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 22.63; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 8.21; P < 0.0001) dokularda ortamda
KT5823 yokken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler ET

grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
(F= 6.40; P < 0.0001) ve uzaklastirilmis (F= 5.86; P < 0.0001) dokularda ortamda
KT5823 wvarken noradrenalin derisim-yanit egrilerinde olusan degisiklikler ET

grubundan farkli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark yoktur (P > 0.05).

4.2.20.2 Enaks ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda ortamda segici PKG inhibitorii
KT5823 yokken ve varken noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derigim-yanit
egrilerinden hesaplanan E.s ve ECsy degerleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.8 ve Sekil

4.12'de verilmistir.

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda KT5823 yokken elde edilen Eg. ECso degerleri kontrol grubundan farkli
degildir (P > 0.05). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise Eaxs degerleri kontrol
grubundan farkli degilken (P > 0.05), ECsy degerleri daha ¢oktur (P= 0.0384).
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UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda KT5823 varken elde edilen E, s degerleri kontrol grubundan farkli degilken (P
> (0.05), ECsyp degerleri daha azdir (P= 0.0043). Endotel tabakasi uzaklastirilmis
dokularda ise Enaks ve ECso degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam dokularda
ortamda KT5823 varken elde edilen E.,x degerleri ortamda KT5823 yokken kontrol
grubundaki degerlerden daha cokken (P= 0.0057), ECsy degerleri arasinda fark yoktur
(P > 0.05). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise ortamda KT5823 varken elde
edilen E s degerleri ortamda KT5823 yokken kontrol grubundaki degerlerden daha
azken (P= 0.0034), ECs, degerleri arasinda fark yoktur (P > 0.05).

KT5823, U0126 uygulanan siganlardan izole edilen endotel tabakasi saglam
dokularda E.xs degerlerinde artmaya neden olurken (P= 0.0138), ECsy degerlerinde bir
degisiklik olusturmamistir (P > (.05). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise
KT5823 Eaks degerlerinde azalmaya neden olurken (P= 0.0320), ECsy degerlerinde bir
degisiklik olusturmamaistir (P > 0.05).

U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 yokken elde edilen E,s degerleri
kontrol grubundaki degerlerden daha azken (P degerleri sirasi ile 0.0494 ve 0.0195),
ECs degerleri daha ¢oktur (P degerleri sirast ile 0.0011 ve 0.0013).

UO0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 varken elde edilen Ep,ks ve ECsg

degerleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda KT5823 varken elde edilen E, . degerleri, kontrol grubunda
ortamda KT5823 yokken elde edilen degerlerden farkli degilken (P > 0.05), ECs
degerleri daha ¢oktur (P= 0.0052). Endotel tabakas1 uzaklastirilmis dokularda ise Eaxs
ve ECs degerleri arasinda fark yoktur (P > 0.05).
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KT5823, U0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel
tabakasi saglam dokularda E,.xs degerlerinde artmaya neden olurken (P= 0.0480), ECsg
degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir (P > 0.05). Endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda ise KT5823 ECsy degerlerinde azalmaya neden olurken (P=
0.0480), Enaks degerlerinde bir degisiklik olusturmamaistir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 yokken elde edilen Eaxs ve ECsg
degerleri ET grubundaki degerlerden farkli degildir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirilmis dokularda ortamda KT5823 varken elde edilen Ep,ks ve ECsg

degerleri ET grubundan farkli degildir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel tabakasi
saglam dokularda ortamda KT5823 yokken elde edilen Eus degerleri U0126
grubundan daha azken (P= 0.0317), ECsy degerleri farkli degildir (P > 0.05). Ote
yandan, ortamda KT5823 varken elde edilen E.s ve ECsy degerleri arasinda fark
yoktur (P > 0.05). Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise ortamda KT5823
yokken ve varken elde edilen E.s ve ECso degerleri U0126 grubundan farkli degildir
(P> 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI1/ERK1/2/iNOS yolu disinda PKG
etkinliginde artisa neden olabilecek bir ya da birden ¢ok mediyatoriin katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.
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4.2.21 Endotel Tabakasimin Uzaklastirilmasinin ET'nin Neden Oldugu
PKG ve Sistemik ERK1/2 Inhibisyonu ile Onlenebilen Noradrenalin
ile Elde Edilen Kasilma Yamtlarindaki Azalma Uzerinde Etkisi

4.2.21.1 Derisim-Yamt Egrileri

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve uzaklastirllmis torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin
uzaklastirilmasinin ortamda se¢ici PKG inhibitorii KT5823 yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez c¢ikarilan kiimilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan

kasilma yanitlar1 tizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.7'de verilmistir.

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmas1 sonucunda ortamda KT5823 yokken elde edilen noradrenalin derigim-
yanit egrilerindeki degisiklikler anlamlidir (F= 20.78; P < 0.0001). Endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi 6zellikle 10-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma

yanitlarinda artmaya neden olmustur (P < 0.05).

UO0126 uygulanan siganlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi sonucunda ortamda KT5823 varken elde edilen noradrenalin derisim-
yanit egrilerindeki degisiklikler anlamlidir (F= 22.78; P < 0.0001). Endotel tabakasinin
uzaklastirilmasi 6zellikle 10-100 nM derisimlerde noradrenalin ile elde edilen kasilma

yanitlarinda azalmaya neden olmustur (P < 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmasit sonucunda ortamda KT5823 yokken (F= 10.45; P <
0.0001) ve varken (F= 3.87; P < 0.0001) elde edilen noradrenalin derisim-yanit
egrilerindeki degisiklikler anlamli olmasina karsin, kasilma yanitlar1 arasinda fark

yoktur (P > 0.05).
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4.2.21.2 E 2k Ve ECsg Degerleri

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitérii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam ve wuzaklastirllmig torasik aorta preparatlarinda endotel tabakasinin
uzaklastirllmasinin ortamda segici PKG inhibitorii KT5823 yokken ve varken
noradrenalin ile ikinci kez ¢ikarilan kiimiilatif derisim-yanit egrilerinden hesaplanan
Emaks ve ECso degerleri tizerindeki etkisi ile ilgili bulgular Cizelge 4.8 ve Sekil 4.12'de

verilmistir.

UO0126 uygulanan si¢anlardan izole edilen dokulardan endotel tabakasinin
uzaklastirilmas1 ortamda KT5823 yokken elde edilen E,ks degerlerinde artmaya neden
olurken (P= 0.0444), ECs, degerlerinde bir degisiklige neden olmamustir (P > 0.05). Ote
yandan, endotel tabakasinin uzaklagtirilmasi ortamda KT5823 varken elde edilen Eus

ve ECsy degerlerinde bir degisiklige neden olmamistir (P > 0.05).

UO0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole edilen dokulardan endotel
tabakasinin uzaklastirilmast ortamda KT5823 yokken elde edilen E..s ve ECs
degerlerinde bir degisiklige neden olmanmustir (P > 0.05). Ote yandan, endotel
tabakasinin uzaklastirilmasi ortamda KT5823 varken elde edilen ECsy degerlerinde
azalmaya neden olurken (P= 0.0079), Enxs degerlerinde bir degisiklige neden
olmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'min neden oldugu hipotansiyon ve torasik aortada
noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de MEKI1 tarafindan ERK1/2
fosforilasyonundaki, dolayisi ile etkinligindeki artisin ¢GS/PKG yolunu etkinlestirmesi
sonucunda neden oldugu siklik GMP diizeylerindeki artmanin katkida bulunabilecegi

diistincesini desteklemektedir.
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4.3 Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda a-Diiz Kas
Aktini ile MEK1, ERK1/2, iNOS, ¢GS, PKG ve Kaspaz-3 Protein
Ekspresyonu ve/veya Etkinliginin ve Serumda iNOS Etkinliginin

Olciildiigii Caliymalar

43.1 ET, 13-PBIT ve/veya U0126'min a-Diiz Kas Aktini Protein
Ekspresyon Diizeyi Uzerindeki Etkisi

Siganlara serum fizyolojik veya ET ile birlikte 1,3-PBIT veya U0126
uygulanmasindan sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda a-diiz kas aktini protein ekspresyon diizeyi ile ilgili bulgular Cizelge 4.9

ve Sekil 4.13'te verilmistir.

Serum fizyolojik, ET, 1,3-PBIT ve/veya U0126 uygulanan siganlardan izole
edilen dokularda a-diiz kas aktini protein ekspresyon diizeyinde olusan degisiklikler
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktur (P > 0.05). Bundan dolayz,
etkinlikleri ol¢iilen enzimlerin protein ekspresyonu ile ilgili bulgular, 6l¢iilen enzim
proteini diizeylerinin ilgili gruba iliskin ortalama a-diiz kas aktini protein ekspresyon

degerine oranlanarak verilmistir.

4.3.2 ET'nin MEK1 Protein Ekspresyon Diizeyi ve Etkinligi Uzerindeki
Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda MEK 1 protein ekspresyonu
ve fosforile MEK1 protein diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14'te

verilmistir.
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Cizelge 4.9. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda a-
diiz kas aktini protein ekspresyon diizeyi iizerinde se¢ici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT veya MEKI
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126'nin etkisi.

a-Diiz kas aktini protein ekspresyon diizeyi

(goreceli yogunluk)
Kontrol 55394610 (n=13)
ET 4548+590 (n=12)
1,3-PBIT 3906+625 (n=11)
ET+1,3-PBIT 46724538 (n=12)
U0126 3876+713 (n=12)
ET+U0126 4529+750 (n=10)

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10
mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg,
IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda
oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak
gosterilmistir (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P > 0.05).

Cizelge 4.10. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
MEKI1 protein ekspresyon diizeyi ve etkinligi iizerinde segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126'n1n etkisi.

MEKI1 protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)

Kontrol 1.02+0.17 (n= 8)
ET 0.9940.16 (n=8)
1,3-PBIT 1.0940.19 (n=8)
ET+1,3-PBIT 0.9540.15 (n=8)
U0126 1.234£0.20 (n=8)
ET+U0126 1.00£0.16 (n=8)

Fosforile MEK1 protein diizeyi
(kontroliin %'si)

Kontrol 100£4.20 (n= 10)
ET 113+10.75 (n="7)"
1,3-PBIT 96+8.04 (n=11)
ET+1,3-PBIT 130+13.19 (n=9)®
00126 100+9.15 (n=8)
ET+U0126 131+10.67 (n=9)*

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10
mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg,
IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda
oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak
gosterilmistir. * Kontrol, ® 1,3-PBIT veya © U0126 grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.13. Kontrol ve endotoksemik siganlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda a-diiz
kas aktini protein ekspresyon diizeyi ilizerinde segici iNOS inhibitdrii 1,3-PBIT ile MEKI tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126'nin etkisi. /,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire)
dihidrobromiir;, ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; 1,4-diamino-2,3-
disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1;
U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminophenylthio)butadiene. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya
U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik
grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve
torasik aortalart izole edilmistir. Sonuglar ortalamaxortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmigtir.
n=10-13.

ET, MEKI protein ekspresyon diizeyinde bir degisiklige neden olmazken (P >
0.05), MEK1 etkinliginin bir gostergesi olarak ELISA ydntemi ile Olgiilen fosforile
MEKI1 protein diizeyinde artmaya neden olmustur (P= 0.0413).

Bu bulgular, sicanlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel

ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 protein ekspresyon diizeyinde bir degisiklige

neden olmaksizin, etkinliginde artmaya neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
MEKI1 (A) protein ekspresyonu ve (B) etkinligi lizerinde secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT ile MEK1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126'nin etkisi. /,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-
izotiyotire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin, iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-
diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg,
IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve torasik
aortalart izole edilmistir. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatast olarak gosterilmistir. n= 7-
11. “ Kontrol, * 1,3-PBIT veya © U0126 grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t
veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.3.2.1 Endotoksemik Sicanlarda MEK1 Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda MEK1 protein ekspresyonu ve fosforile MEK1 protein diizeyleri ile
ilgili bulgular Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14'te verilmistir.

1,3-PBIT'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi
durumunda MEKI1 protein ekspresyon diizeyinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya

ET gruplarindan farkli degildir (P > 0.05).

1,3-PBIT tek basma uygulandiginda fosforile MEK1 protein diizeyinde olusan
degisiklikler kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). ET'nin fosforile MEKI
protein diizeyinde neden oldugu artma, secici iNOS inhibitoérii 1,3-PBIT ile
onlenmemigtir (P > 0.05). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan sicanlardan izole edilen
dokularda dl¢iilen fosforile MEK1 protein diizeyi, gerek kontrol ve gerekse 1,3-PBIT
tek basina uygulandiginda elde edilen degerlere gore daha goktur (P degerleri sirasi ile

0.0355 ve 0.0322).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu MEKI1 etkinligindeki artmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS araciligi ile olusan NO'nun katkida

bulunmadigini1 gostermektedir.

4.3.2.2 Endotoksemik Sicanlarda MEK1 Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam torasik aorta preparatlarinda MEKI1 protein ekspresyonu ve fosforile MEK1
protein diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14'te verilmistir.
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U0126'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi durumunda
MEKI1 protein ekspresyon diizeyinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET
gruplarindan farkl degildir (P > 0.05).

ET'nin fosforile MEKI1 protein diizeyinde neden oldugu artma, MEKI
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126 ile onlenmemistir (P >
0.05). U0126 tek basma uygulandiginda fosforile MEK1 protein diizeyinde olusan
degisiklikler kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). ET ile birlikte U0126
uygulanan siganlardan izole edilen dokularda olciilen fosforile MEKI1 protein diizeyi,
gerek kontrol ve gerekse U0126 tek basina uygulandiginda elde edilen degerlere gore
daha coktur (P degerleri sirast ile 0.0116 ve 0.0455).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu MEKI etkinligindeki artmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki,

dolayisi ile etkinligindeki artisin katkida bulunmadigini gostermektedir.

4.3.3 ET'nin ERK1/2 Protein Ekspresyon Diizeyi ve Etkinligi Uzerindeki
Etkisi

Siganlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda ERK1/2 ve fosforile
ERK1/2 protein ekspresyonu ile fosforile ERK1/2 protein diizeyleri ile ilgili bulgular
Cizelge 4.11 ve Sekil 4.15'te verilmistir.

ET, ERK1/2 protein ekspresyon diizeyinde bir degisiklige neden olmazken (P >
0.05), ERK1/2 etkinliginin bir gostergesi olarak gerek jel elektroforezi yontemi ile
Olciilen fosforile ERK1/2 protein ekspresyonu ve gerekse ELISA yontemi ile Olgiilen
fosforile ERK1/2 protein diizeylerinde artmaya neden olmustur (P degerleri sirasi ile

0.0223 ve 0.0434).
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Cizelge 4.11. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
ERK1/2 protein ekspresyonu ve etkinligi iizerinde segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126'n1n etkisi.

ERK1/2 protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)

Kontrol 1.2940.19 (n=7)
ET 1.00+0.17 (n=17)
1,3-PBIT 1.2940.18 (n=6)

ET+1,3-PBIT

0.99+0.23 (n= 6)

U126

1.28+0.21 (n=6)

ET+U0126 0.80+0.15 (n=06)
Fosforile ERK1/2 protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)
Kontrol 0.8940.06 (n= 6)
ET 1.2240.11 (n=5)"
1,3-PBIT 0.88+0.10 (n=15)

ET+1,3-PBIT

1.2240.11 (n= 5)*

U126

1.10£0.11 (n=6)

ET+U0126 0.91+0.08 (n= 6)°
Fosforile ERK1/2 protein diizeyi
(kontroliin %'si)
Kontrol 100£5.46 (n= 8)
ET 113+1.89 (n= 10)
1,3-PBIT 107+£1.48 (n=10)

ET+1,3-PBIT

113£1.87 (n= 12)*

U0126

109+2.98 (n= 10)

ET+U0126

107+1.82 (n=11)°

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10
mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg,
IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda
oldiiriilmiis ve torasik aortalari izole edilmistir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak
gosterilmistir. * Kontrol, ° ET veya ¢ 1,3-PBIT grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde ERKI1/2 protein ekspresyonunu degistirmeksizin,

etkinliginde artmaya neden oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.15. Kontrol ve endotoksemik siganlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda (A)
ERK1/2 protein ekspresyonu, (B) fosforile ERK1/2 protein ekspresyonu ve (C) ERK1/2 etkinligi iizerinde
secici iINOS inhibitori 1,3-PBIT ile MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126'nin
etkisi. 1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein
kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP)
veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik
grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Si¢anlar, in vivo deneyler sonunda 6ldiiriilmiis ve torasik
aortalart izole edilmistir. Sonuglar ortalamaxortalamalarin standart hatast olarak gésterilmistir. n= 5-12.
“ Kontrol, " ET veya © 1,3-PBIT grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkl (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).
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4.3.3.1 Endotoksemik Sicanlarda ERK1/2 Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda ERK1/2 ve fosforile ERK1/2 protein ekspresyonu ile fosforile ERK1/2
protein diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.11 ve Sekil 4.15'te verilmistir.

1,3-PBIT'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi
durumunda gerek jel elektroforezi yontemi ile 6l¢iillen ERK1/2 ve fosforile ERK1/2
protein ekspresyonu ve gerekse ELISA yontemi ile Slgiilen fosforile ERK1/2 protein
diizeylerinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET gruplarindan farkli degildir (P >
0.05).

ET'nin gerek jel elektroforezi yontemi ile Olgiilen fosforile ERK1/2 protein
ekspresyonu ve gerekse ELISA yontemi ile Olgiilen fosforile ERK1/2 protein
diizeylerinde neden oldugu artma 1,3-PBIT ile dnlenmemistir (P > 0.05). ET ile birlikte
1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokularda ELISA yontemi ile dl¢iilen
fosforile ERK1/2 protein diizeyleri, gerek kontrol ve gerekse 1,3-PBIT tek basina
uygulandiginda elde edilen degerlere gore daha ¢oktur (P degerleri sirasi ile 0.0221 ve
0.0464). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda ELISA
yontemi ile olgiilen fosforile ERK1/2 protein diizeyleri, gerek kontrol ve gerekse 1,3-
PBIT tek basina uygulandiginda elde edilen degerlere gore de daha ¢oktur (P degerleri
swrast ile 0.0305 ve 0.0400).

Bu bulgular, siganlarda ET'nin neden oldugu ERK1/2 etkinligindeki artmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS araciligi ile olusan NO'nun katkida

bulunmadigini gostermektedir.
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4.3.3.2 Endotoksemik Sicanlarda ERK1/2 Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik ERK1/2 Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam torasik aorta preparatlarinda ERK1/2 ve fosforile ERK1/2 protein ekspresyonu
ile fosforile ERK1/2 protein diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.11 ve Sekil 4.15'te

verilmistir.

U0126'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi durumunda
gerek jel elektroforezi yontemi ile dlgiilen ERK1/2 ve fosforile ERK1/2 protein ekspres-
yonu ve gerekse ELISA yontemi ile Olgiilen fosforile ERK1/2 protein diizeylerinde
olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET gruplarindan farkli degildir (P > 0.05).

ET'min gerek jel elektroforezi yontemi ile Olgiilen fosforile ERK1/2 protein
ekspresyonu ve gerekse ELISA yontemi ile Olgiilen fosforile ERK1/2 protein
diizeylerinde neden oldugu artma U0126 ile dnlenmistir (P degerleri sirast ile 0.0434 ve
0.0202). ET ile birlikte U0126 uygulanan sicanlardan izole edilen dokularda ELISA
yontemi ile olgiilen fosforile ERK1/2 protein diizeyi, gerek kontrol ve gerekse U0126
tek basina uygulandiginda elde edilen degerlerden farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, siganlarda ET'nin neden oldugu ERK1/2 etkinligindeki artmaya

endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki

artisin katkida bulundugunu gostermektedir.
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4.3.4 ET'nin iNOS Protein Ekspresyon Diizeyi ve Etkinligi Uzerindeki
Etkisi

Siganlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda iNOS protein ekspresyonu
ile doku ve serum nitrit-+nitrat diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.12 ve Sekil 4.16'de

verilmistir.

ET, doku iNOS protein ekspresyon diizeyi ile birlikte iNOS etkinliginin bir
gostergesi olarak ELISA yontemi ile dlgiilen serum ve doku nitrit+nitrat diizeylerinde

artmaya neden olmustur (P degerleri sirast ile 0.0287, 0.0100 ve 0.0392).

Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS protein ekspresyonu ve etkinliginde artmaya neden

oldugunu gostermektedir.

4.3.4.1 Endotoksemik Sicanlarda iNOS Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda iNOS protein ekspresyonu ile doku ve serum nitrit+nitrat diizeyleri ile

ilgili bulgular Cizelge 4.12 ve Sekil 4.16'da verilmistir.
1,3-PBIT'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi

durumunda iNOS protein ekspresyon diizeylerinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya

ET gruplarindan farkli degildir (P > 0.05).
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Cizelge 4.12. Kontrol ve endotoksemik siganlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
iNOS protein ekspresyonu ile doku ve serum nitrit+nitrat diizeyleri lizerinde segici iNOS inhibitori 1,3-
PBIT veya MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126'n1in etkisi.

iNOS protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)

Torasik aorta

Kontrol 1.5940.19 (n= 8)
ET 2.56+0.31 (n=11)"
1,3-PBIT 1.4940.19 (n=18)

ET+1,3-PBIT

2.26+0.24 (n= 10)™

U126

1.94+0.21 (n=9)

ET+U0126

1.66+0.18 (n= 8)"

Nitrit+nitrat diizeyi (mmol/mg protein)

Torasik aorta

Kontrol 28.40+3.42 (n=Y5)
ET 56.80+7.74 (n=5)"
1,3-PBIT 37.50+£8.44 (n=5)

ET+1,3-PBIT

30.70+7.32 (n=5)°

U0126

21.83+3.40 (n= 6)

ET+U0126 33.70+6.06 (n= 5)™
Nitrit+nitrat diizeyi (mM)
Serum
Kontrol 7.50+£0.98 (n=5)
ET 12.14+1.49 (n=7)*
1,3-PBIT 6.25+0.93 (n= 6)
ET+1,3-PBIT 5.54+0.34 (n=7)"
00126 6.55+0.87 (n= 6)
ET+U0126 4.49+0.45 (n= 6)°

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10
mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg,
IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda
oldiiriilerek torasik aortalar1 izole edilmis, alinan kanlardan ise serum Ornekleri hazirlanmistir. Sonuglar
ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. * Kontrol, ° ET veya ¢ 1,3-PBIT grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.16. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda (A)
iNOS protein ekspresyonu ve (B) nitrit+nitrat diizeyleri ile (C) serum nitrit+nitrat diizeyleri iizerinde
segici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT ile MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii
U0126'"min etkisi. 1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERKI/2, ekstraseliiler
sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin, iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen
ile  etkinlestirilen  protein  kinaz  kinaz-1; U012e6, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-
aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg,
IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup) emjeksiyonundan bir saat sonra
uygulannugtir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda éldiiriilerek torasik aortalart izole edilmis, alinan
kanlardan ise serum érnekleri hazirlanmistir. Sonuglar ortalama=xortalamalarin standart hatast olarak
gosterilmistir. n= 5-11. “ Kontrol, " ET veya © 1,3-PBIT grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlaml
farkl (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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ET'nin iNOS protein ekspresyon diizeylerinde neden oldugu artma 1,3-PBIT ile
onlenemezken (P > 0.05), 1,3-PBIT serum ve dokularda ET'nin neden oldugu
nitrit+nitrat diizeylerindeki artmay1 onlemistir (P degerleri sirast ile 0.0399 ve 0.0006).
ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan sicanlarin serum ve dokularinda 6lgiilen nitrit+nitrat
diizeyleri kontrol ve 1,3-PBIT uygulanan gruplardan farkli degilken (P > 0.05), iNOS
protein diizeyleri gerek kontrol ve gerekse 1,3-PBIT tek basina uygulanan gruplardan
daha coktur (P degerleri sirast ile 0.0286 ve 0.0461).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu iNOS protein ekspresyonu ve
etkinligindeki artmaya endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS aracilig1 ile olusan

NO'nun katkida bulundugunu géstermektedir.

4.3.4.2 Endotoksemik Sicanlarda iNOS Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam torasik aorta preparatlarinda iNOS protein ekspresyonu ile doku ve serum

nitrit+nitrat diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.12 ve Sekil 4.16'da verilmistir.

U0126'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi durumunda
iINOS protein ekspresyon diizeylerinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET
gruplarindan farkl degildir (P > 0.05).

ET'nin iNOS protein ekspresyon diizeyleri ile serum ve dokularda nitrit+nitrat
diizeylerinde neden oldugu artma U0126 ile dnlenmistir (P degerleri sirast ile 0.0370,
0.0467 ve 0.012). ET ile birlikte U0126 uygulanan sicanlarin serum ve dokularinda
Olciilen nitrit+nitrat diizeyleri kontrol ve U0126 uygulanan gruplardan farkli degilken (P
> (.05), doku nitrit+nitrat diizeyleri kontrol grubundan daha ¢oktur (P= 0.0154).
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Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu iNOS protein ekspresyonu ve
etkinligindeki artmaya endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 tarafindan ERK1/2

fosforilasyonundaki artisin katkida bulundugunu géstermektedir.

4.3.5 ET'nin ¢GS Protein Ekspresyon Diizeyi ve Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Siganlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda ¢GS protein ekspresyonu ve

siklik GMP diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.13 ve Sekil 4.17'de verilmistir.

ET, ¢GS protein ekspresyon diizeylerinde bir degisiklige neden olmazken (P >
0.05), ¢GS etkinliginin bir gostergesi olarak ELISA yontemi ile dlgiilen siklik GMP
diizeylerinde artmaya neden olmustur (P= 0.0382).

Bu bulgular, sicanlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde ¢GS protein ekspresyonunda bir degiskilik

olusturmaksizin, etkinliginde artmaya neden oldugunu gostermektedir.

4.3.5.1 Endotoksemik Sicanlarda ¢GS Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik si¢anlara secici iNOS inhibitori 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda ¢GS protein ekspresyonu ve siklik GMP diizeyleri ile ilgili bulgular
Cizelge 4.13 ve Sekil 4.17'de verilmistir.

1,3-PBIT'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi
durumunda ¢GS protein ekspresyon diizeylerinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya

ET gruplarindan farkli degildir (P > 0.05).
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Cizelge 4.13. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
¢GS protein ekspresyonu ve siklik GMP diizeyi iizerinde segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEK1
tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126'n1n etkisi.

¢GS protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)

Kontrol 1.1340.13 (n=4)
ET 1.03+£0.12 (n=4)
1,3-PBIT 1.2140.03 (n=4)
ET+1,3-PBIT 1.03+£0.06 (n=4)
U0126 1.1940.06 (n=4)
ET+U0126 1.06+0.06 (n=4)
Siklik GMP diizeyi (pmol/mg protein)

Kontrol 188+42 (n= 8)

ET 295426 (n=10)*
1,3-PBIT 219424 (n=12)
ET+1,3-PBIT 224+18 (n=8)°
U0126 213438 (n=10)
ET+U0126 202+32 (n=9)°

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ¢GS, ¢oziinebilir guanilil siklaz; ERK1/2,
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz;
MEKI1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-
aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg,
IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra
uygulanmigtir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda Oldiiriilmiis ve torasik aortalar1 izole edilmistir.
Sonuglar ortalama+tortalamalarm standart hatasi olarak gosterilmistir. * Kontrol veya ° ET grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

1,3-PBIT tek basina uygulandiginda siklik GMP diizeylerinde olusan
degisiklikler kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). ET'nin siklik GMP
diizeylerinde neden oldugu artma 1,3-PBIT ile dnlenmistir (P= 0.0463). ET ile birlikte
1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokularda 6l¢iilen siklik GMP diizeyleri,
gerek kontrol ve gerekse 1,3-PBIT tek basina uygulandiginda elde edilen degerlerden
farkl1 degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu ¢GS etkinligindeki artmaya endotel

ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS aracilig1 ile olusan NO'nun katkida bulundugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.17. Kontrol ve endotoksemik siganlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda (A)
¢GS protein ekspresyonu ve (B) siklik GMP diizeyleri iizerinde se¢ici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile
MEKI1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitoérii U0126'nin etkisi. /,3-PBIT, fenilen-1,3-
bis(etan-2-izotiyotire) dihidrobromiir; ERKI/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET,
endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz;, MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-
1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya
U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik
grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda oldiiriilmiis ve
torasik aortalart izole edilmistir. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmigtir.
n= 4-12. “ Kontrol veya  ET grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli (Student's t veya
Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.3.5.2 Endotoksemik Sicanlarda ¢GS Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik si¢canlara MEK 1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam torasik aorta preparatlarinda ¢GS protein ekspresyonu ve siklik GMP diizeyleri

ile ilgili bulgular Cizelge 4.13 ve Sekil 4.17'de verilmistir.

U0126'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi durumunda
¢GS protein ekspresyon diizeylerinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET
gruplarindan farkl degildir (P > 0.05).

U0126 tek basina uygulandiginda siklik GMP diizeylerinde olusan degisiklikler
kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). ET'nin siklik GMP diizeylerinde neden
oldugu artma U0126 ile onlenmistir (P= 0.0358). ET ile birlikte U0126 uygulanan
sicanlardan izole edilen dokularda olgiilen siklik GMP diizeyleri, gerek kontrol ve
gerekse U0126 tek basina uygulandiginda elde edilen degerlerden farkli degildir (P >
0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu ¢GS etkinligindeki artmaya endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki, dolayisi
ile etkinligindeki artisin katkida bulundugunu gostermektedir.

4.3.6 ET'nin PKG Protein Ekspresyon Diizeyi ve Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Siganlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda PKG protein ekspresyonu
ve fosforile VASP protein diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.14 ve Sekil 4.18'de

verilmistir.
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Cizelge 4.14. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
PKG protein ekspresyonu ve etkinligi {izerinde se¢ici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT veya MEKI1 tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126'nin etkisi.

PKG protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)

Kontrol 1.5340.09 (n=3)
ET 1.51£0.04 (n=3)
1,3-PBIT 1.60+0.15 (n=3)
ET+1,3-PBIT 1.68+0.04 (n=3)
U0126 1.64+0.10 (n=3)
ET+U0126 1.77£0.12 (n=3)

Fosforile VASP protein ekspresyon diizeyi
(goreceli yogunluk/a-diiz kas aktini)

Kontrol 1.14£0.08 (n=15)
ET 1.47£0.10 (n= 6)°
1,3-PBIT 1.38+0.12 (n=7)
ET+1,3-PBIT 1.2440.05 (n=7)"
U0126 1.43£0.10 (n=7)
ET+U0126 1.23+0.05 (n= 6)"

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien; VASP,
vazodilator ile uyarilan fosfoprotein. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum
fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir
saat sonra uygulanmistir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda o6ldiiriilmiis ve torasik aortalari izole
edilmistir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. * Kontrol veya b ET
grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

ET, PKG protein ekspresyon diizeyinde bir degisiklige neden olmazken (P >
0.05), siklik GMP'ye bagimli PKG'in bir substratt olan ve PKG etkinliginin bir
gostergesi olarak oOlgiilen fosforile VASP protein diizeyinde artmaya neden olmustur

(P=0.0292).
Bu bulgular, siganlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel

ve/veya diiz kas hiicrelerinde PKG protein ekspresyon diizeyinde bir degisiklige neden

olmaksizin, etkinliginde artmaya neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.18. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda PKG
(A) protein ekspresyonu ve (B) etkinligi lizerinde secici iNOS inhibitérii 1,3-PBIT ile MEK1 tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitérii U0126'nin etkisi. 1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyotire)
dihidrobromiir, ERKI/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-
diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien; VASP, vazodilatir ile uyarilan fosfoprotein. 1,3-
PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 mi/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10
mg/kg, IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmistir. Sicanlar, in vivo deneyler
sonunda dldiiriilmiis ve torasik aortalart izole edilmistir. Sonuglar ortalamaztortalamalarin standart
hatasi olarak gésterilmistir. n= 7-11. “ Kontrol veya * 1,3-PBIT grubu degerlerinden istatistiksel olarak
anlamli farkly (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.3.6.1 Endotoksemik Sicanlarda PKG Protein Ekspresyon Diizeyi ve
Etkinligi Uzerinde Sistemik iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sicanlara secici iNOS inhibitori 1,3-PBIT
uygulanmasindan ii¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda PKG protein ekspresyonu ve fosforile VASP protein diizeyleri ile ilgili
bulgular Cizelge 4.14 ve Sekil 4.18'de verilmistir.

1,3-PBIT'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi
durumunda PKG protein ekspresyon diizeyinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET
gruplarindan farkli degildir (P > 0.05).

1,3-PBIT tek basma uygulandiginda fosforile VASP protein diizeyinde olusan
degisiklikler kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). ET'nin fosforile VASP protein
diizeyinde neden oldugu artma, secici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile onlenmistir (P=
0.0467). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan si¢anlardan izole edilen dokularda olgiilen
fosforile VASP protein diizeyi, gerek kontrol ve gerekse 1,3-PBIT tek basina
uygulandiginda elde edilen degerlerden farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu PKG etkinligindeki artmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS aracilifi ile olusan NO'mun katkida

bulundugunu gostermektedir.

4.3.6.2 Endotoksemik sicanlarda PKG protein ekspresyon diizeyi ve

etkinligi iizerinde sistemik ERK1/2 inhibisyonunun etkisi

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitérii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam torasik aorta preparatlarinda PKG protein ekspresyonu ve fosforile VASP

protein diizeyleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.14 ve Sekil 4.18'de verilmistir.
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U0126'nin gerek tek basina ve gerekse ET ile birlikte uygulanmasi durumunda
PKG protein ekspresyon diizeyinde olusan degisiklikler kontrol ve/veya ET
gruplarindan farkl degildir (P > 0.05).

ET'nin fosforile VASP protein diizeyinde neden oldugu artma, MEK1 tarafindan
ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitdrii U0126 ile 6nlenmistir (P= 0.0473). U0126
tek basina uygulandiginda fosforile VASP protein diizeyinde olusan degisiklikler kont-
rol grubundan farkli degildir (P > 0.05). ET ile birlikte U0126 uygulanan si¢anlardan
izole edilen dokularda olgiilen fosforile VASP protein diizeyi, gerek kontrol ve gerekse

UO0126 tek basina uygulandiginda elde edilen degerlerden farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu PKG etkinligindeki artmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki,

dolayisi ile etkinligindeki artisin katkida bulundugunu gdstermektedir.

4.3.7 ET'nin Kaspaz-3 Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya ET uygulanmasindan dort saat sonra izole
edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda kaspaz-3 etkinligi ile ilgili

bulgular Cizelge 4.15 ve Sekil 4.19'da verilmistir.

Kontrol grubunda ortama kaspaz-3 enzimi eklenmesi kaspaz-3 etkinliginde
artmaya neden olurken (P= 0.0308), ortamda kaspaz-3 inhibitorii N-asetil-Asp-Glu-
Val-Asp-aldehit (Ac-DEVD-CHO) varken 6l¢iilen kaspaz-3 etkinligi, yokken Olciilen
degerden farkli degildir (P > 0.05). ET, ortamda kaspaz-3 enzimi yokken ve varken
Ol¢iilen kaspaz-3 etkinliginde azalmaya neden olmustur (P degerleri sirasi ile 0.0314 ve
0.0031). ET uygulanan sigcanlardan izole edilen dokularda ortamda Ac-DEVD-CHO
varken Ol¢iilen kaspaz-3 etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).
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Cizelge 4.15. Kontrol ve endotoksemik siganlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
kaspaz-3 etkinligi iizerinde segici iNOS inhibitori 1,3-PBIT veya MEKI1 tarafindan ERK1/2
fosforilasyonunun secici inhibitdrii U0126'n1n etkisi.

Kaspaz-3 etkinligi
(nmol/dakika/mg protein)

Kontrol 0.52+0.06 (n=4)
Kontrol+Ac-DEVD-CHO 0.53+0.16 (n=15)
Kontrol+Kaspaz-3 0.78+0.07 (n=4)"
ET 0.33+0.03 (n=4)°
ET+Ac-DEVD-CHO 0.38+0.04 (n=4)
ET+Kaspaz-3 0.36+0.01 (n=3)"
1,3-PBIT 0.37+0.09 (n=4)
1,3-PBIT+Ac-DEVD-CHO 0.40+£0.10 (n= 4)
1,3-PBIT+Kaspaz-3 0.54+0.17 (n=3)
ET+1,3-PBIT 0.49+£0.05 (n=4)°
ET+1,3-PBIT+Ac-DEVD-CHO 0.38+0.08 (n=5)
ET+1,3-PBIT+Kaspaz-3 0.48+0.04 (n=3)"
00126 0.23£0.04 (n=5)°
U0126+Ac-DEVD-CHO 0.25+0.05 (n=5)
U0126+Kaspaz-3 0.43+0.04 (n=4)"™
ET+U0126 0.48+0.04 (n=4)°
ET+U0126+Ac-DEVD-CHO 0.46+0.08 (n=5)
ET+U0126+Kaspaz-3 0.66+0.03 (n=3)*

1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire) dihidrobromiir; Ac-DEVD-CHO, N-asetil-Asp-Glu-Val-Asp-
aldehit; ERK1/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz; MEK1, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126, 1,4-diamino-2,3-
disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126 (5 mg/kg, IP), serum
fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan bir
saat sonra uygulanmistir. Sicanlar, in vivo deneyler sonunda o6ldiiriilmiis ve torasik aortalar1 izole
edilmistir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n= 3-5. * Kontrol,
® kontrol+kaspaz-3, ¢ ET, ¢ ET+kaspaz-3, ¢ U0126, " U0126+Ac-DEVD-CHO ve & ET+U0126 grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

Bu bulgular, sicanlara uygulandiktan dort saat sonra ET'nin torasik aorta endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde kaspaz-3 etkinliginde azalmaya neden oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.19. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
kaspaz-3 etkinligi tizerinde segici iNOS inhibitori 1,3-PBIT veya MEKI tarafindan ERK1/2
fosforilasyonunun secici inhibitérii U0126'min  etkisi. 1,3-PBIT, fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyotire)
dihidrobromiir, ERKI/2, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz-1/2; ET, endotoksin; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MEKI, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz-1; U0126,
1,4-diamino-2,3-disiyano-1,4-bis(2-aminofeniltiyo)biitadien. 1,3-PBIT (10 mg/kg, IP) veya U0126
(5 mg/kg, IP), serum fizyolojik (4 ml/kg, IP) (kontrol grubu) veya ET (10 mg/kg, IP) (endotoksemik grup)
enjeksiyonundan bir saat sonra uygulanmustir. Siganlar, in vivo deneyler sonunda éldiiriilmiis ve torasik
aortalart izole edilmistir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n= 3-5.
“ Kontrol veya * ET grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).

4.3.7.1 Endotoksemik Sicanlarda Kaspaz-3 Etkinligi Uzerinde Sistemik
iNOS Inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sigcanlara seg¢ici iNOS inhibitéri 1,3-PBIT
uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi saglam torasik aorta
preparatlarinda kaspaz-3 etkinligi ile ilgili bulgular Cizelge 4.15 ve Sekil 4.19'da

verilmistir.
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1,3-PBIT tek basina uygulandiginda ortamda kaspaz-3 enzimi veya inhibitorii
yokken ve varken kaspaz-3 etkinliginde olusan degisiklikler kontrol grubundan farkli
degildir (P > 0.05). ET'nin ortamda kaspaz-3 enzimi yokken ve varken dlgiilen kaspaz-3
etkinliginde neden oldugu azalma 1,3-PBIT ile onlenmistir (P degerleri sirast ile 0.0211
ve 0.0478). ET ile birlikte 1,3-PBIT uygulanan siganlardan izole edilen dokularda
ortamda kaspaz-3 enzimi veya inhibitorii yokken ve varken 6l¢iilen kaspaz-3 etkinligi,
gerek kontrol ve gerekse 1,3-PBIT tek basina uygulandiginda elde edilen degerlerden
farkl1 degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, siganlarda ET'nin neden oldugu kaspaz-3 etkinligindeki azalmaya
endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde iNOS aracilifi ile olusan NO'mun katkida

bulundugunu gostermektedir.

4.3.7.2 Endotoksemik Sicanlarda Kaspaz-3 Etkinligi Uzerinde Sistemik
ERK1/2 inhibisyonunun Etkisi

Kontrol ve endotoksemik sicanlara MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun
secici inhibitorii U0126 uygulanmasindan {i¢ saat sonra izole edilen endotel tabakasi
saglam torasik aorta preparatlarinda kaspaz-3 etkinligi ile ilgili bulgular Cizelge 4.14 ve

Sekil 4.18'te verilmistir.

U0126 tek basina uygulandiginda ortamda kaspaz-3 enzimi yokken ve varken
Olciilen kaspaz-3 etkinliginde kontrol grubuna gore azalmaya neden olmustur (P
degerleri swrasi ile 0.0054 ve 0.0046); ayrica, ortama kaspaz-3 enzimi eklenmesi
kaspaz-3 etkinligini artrmistir (P= 0.0109). Ote yandan, U0126 tek basina
uygulandiginda ortamda kaspaz-3 inhibitorii yokken ve varken kaspaz-3 etkinliginde
olusan degisiklikler kontrol grubundan farkli degilken (P > 0.05), ortamda Ac-DEVD-
CHO varken ortama kaspaz-3 enziminin de eklenmesi kaspaz-3 etkinliginde artmaya

neden olmustur (P= 0.0319).

170



ET'nin ortamda kaspaz-3 enzimi yokken ve varken 6lgiilen kaspaz-3 etkinliginde
neden oldugu azalma U0126 ile dnlenmistir (P degerleri sirast ile 0.0161 ve 0.0006);
ayrica ortama kaspaz-3 enziminin eklenmesi kaspaz-3 etkinliginde artmaya neden
olmustur (P= 0.0142). ET ile birlikte U0126 uygulanan sicanlardan izole edilen
dokularda ortamda kaspaz-3 enzimi veya inhibitorii yokken ve varken 0Olciilen kaspaz-3
etkinligi, gerek kontrol ve gerekse U0126 tek basina uygulandiginda elde edilen
degerlerden farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, sicanlarda ET'nin neden oldugu kaspaz-3 etkinligindeki azalmaya

endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonundaki,

dolayisi ile etkinligindeki artisin katkida bulundugunu géstermektedir.
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5. TARTISMA

Sistemik yoldan segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ve MEKI tarafindan ERK1/2
fosforilasyonunun segici inhibitérii U0126 uygulanan endotoksemik siganlardan izole
edilen torasik aortada yapilan bu ¢alismanin bulgulari, aortik endotel ve/veya diiz kas
hiicrelerinde etkinligi artan MEK1'in ERK1/2'yi etkinlestirmesinin ardindan iNOS
protein ekspresyonu ve etkinligi ile ¢GS ve PKG enzimlerinin etkinligindeki artmanin
a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya katkida bulundugunu
gostermektedir. Ayrica, bulgularimiza gére, MEK1/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG yolundaki
enzimlerin etkinligindeki artma, torasik aorta endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde
apoptotik olaylarda rol oynayan enzimlerden biri olan kaspaz-3 etkinligini
azaltmaktadir. Bulgularimiz, ET'nin torasik aortada endotele bagimli gevseme
yanitlarim1 azaltici1 etkisine MEK1/ERK1/2 yolundaki enzimlerin etkinligindeki artisin
katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, ET'nin endotelden bagimsiz olarak
gelisen diiz kas gevseme yanitlarini azaltici etkisine MEK1/ERK1/2/iNOS yolundaki

enzimlerin etkinligindeki artis katkida bulunmaktadir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, sicanlara ET uygulanmasindan on bes dakika
sonra OAB'nin azaldigi, bir saat sonra normal degerlere dondiigii, iki saat sonra ise
yeniden azalmaya baslayarak bu olaym dordiincii saate kadar siirdiigii bildirilmistir
(317-319). ET'nin neden oldugu bu degisikliklere ise birinci saatte baglayan ve
dordiincii saate kadar siiren KH, plazma nitrat diizeyleri, aortik iNOS protein ve mRNA
ekspresyonu ve aortik iNOS etkinliginde artma ile noradrenalin veya fenilefrine karsi
vaskiiler hiporeaktivite eslik etmektedir (317-319). Ote yandan, sicanlara ET
uygulanmasindan iki-li¢ saat sonra gozlenen OAB'deki azalmanin slirmedigi, on iki-
yirmi dort saat sonra bazal degerlere dondiigi bildirilmistir (320-323). Ayrica, sicanlara
ET uygulanmasindan iki saat sonra gozlenen OAB'deki azalmaya aortada iNOS ve
eNOS protein ekspresyonu ile NOx diizeylerindeki artisin eslik ettigini, 6te yandan

yirmi dort saat sonra plazma ve aortada NOx diizeylerindeki artisin aortik iNOS protein
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ekspresyonunda artma ve eNOS protein ekspresyonunda azalma ile birlikte oldugunu
gostermiglerdir (320). Sigan izole torasik aortasinda in vitro olarak yaptigimiz ve a-
adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlar1 iizerinde ET'nin olusturdugu etkilere
iNOS ve ERK1/2 enzimlerinin katkisinin arastirildigi bir calismamizin bulgulari (43),
torasik aorta preparatlarinin ET ile dort saat inkiibasyonu sonucunda noradrenalin ile
elde edilen kasilma yanitlarinin azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde
ET'nin etkisi ile MEK1 ve ardindan ERK1/2'nin etkinlesmesi sonucunda ekspresyon ve
etkinligi artan iNOS ve ondan olusan NO'nun sorumlu olabilecegini gostermistir.
Endotoksemik si¢anlarda in vivo olarak yaptigimiz ¢alismalarin sonuglarina gore ise
(35-39), ET enjeksiyonundan sonra dort saat icinde OAB diismekte ve KH artmaktadir.
ET uygulanmasindan dort saat sonra ise serum ve torasik aortada nitrit diizeyleri artmais,
endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmis torasik aorta preparatlarinda noradrenalin ile
elde edilen kasilma yanitlar1 azalmistir; ET'nin neden oldugu OAB, KH, serum ve doku
nitrit diizeylerindeki degisiklikler secici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile onlenmistir. Bir
baska caligmamizda ise (44), siganlarda ET'nin neden oldugu OAB'deki azalma ve
serum nitrit diizeylerindeki artmaya, torasik aortada ERK1/2 fosforilasyonu ile nitrit
diizeylerinde artmanin eslik ettigi gosterilmistir; ET'min neden oldugu biitiin bu
degisiklikler ise MEK1 tarafindan ERK1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii U0126
ile onlenmistir. Bu ¢aligmamizda ise, siganlara ET uygulanmasindan bir saat sonra
OAB'in azaldigi ve KH'nin arttig1, ayrica, bu degisikliklerin dordiincii saate kadar
sirdiigii gozlenmistir. ET uygulanmasindan dort saat sonra ise siganlarin serum ve
endotel tabakasi saglam torasik aortalarinda NOx diizeyleri ile aortik iNOS protein
ekspresyonunda artmanin birlikte oldugu bu hemodinamik degisikliklere, endotel
tabakasi saglam ve uzaklastirilmis dokularda noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlarinda azalma eslik etmistir. ET'nin neden oldugu biitiin bu degisiklikler 1,3-PBIT
ile onlenmistir; U0126 ise ET'nin neden oldugu degisikliklerden KH disindakileri
onlemistir. Ayrica, endotoksemik sicanlardan izole edilen endotel tabakasi saglam aorta
preparatlarinin in vitro olarak segici ¢GS inhibitdrii ODQ (312) ile inkiibasyonu, ET'nin
neden oldugu kasilma yanitlarindaki azalmay1 6nlemistir; ODQ'nun bu etkisi 1,3-PBIT
veya U0126 uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen dokularda degismemistir.
Endotel tabakasi uzaklastirilmis dokularda ise, ODQ ETmin neden oldugu Eks

degerlerindeki azalmayi degistirmezken, ECsy degerlerindeki artmayi Onlemistir;
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ODQ'nun bu etkisi de 1,3-PBIT veya U0126 uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole
edilen dokulardakine benzemektedir. Endotoksemik si¢anlardan izole edilen endotel
tabakas1 saglam aorta preparatlarinin in vitro olarak secici PKG inhibitéri KT5823
(313) ile inkiibasyonu ise, ET'nin neden oldugu E,.xs degerlerindeki azalmayr onlerken,
ECso degerlerinde ET'nin neden oldugu artmay: daha da artirmustir. Ote yandan, U0126
uygulanan endotoksemik sicanlardan izole edilen dokularda KT5823  Enaks
degerlerindeki azalmay1 onlerken, ECsy degerlerindeki artmada bir degisiklige neden
olmamustir. 1,3-PBIT uygulanan endotoksemik si¢anlardan izole edilen dokularda ise,
KT5823 kasilma yanitlarinda bir degisiklige neden olmazken, endotel tabakasi
uzaklastirilmis dokularda, KT5823 ET'nin neden oldugu E,.s degerlerindeki azalma ve
ECso degerlerindeki artmay1 6nlememistir. Ote yandan, U0126 uygulanan endotoksemik
sicanlardan izole edilen dokularda KT5823 ECsy degerlerindeki artmay1 dnlerken, Epaks
degerlerindeki azalmada bir degisiklige neden olmamistir. 1,3-PBIT uygulanan
endotoksemik sicanlardan izole edilen dokularda ise, KT5823 ET'nin neden oldugu
Emaks degerlerindeki azalmayr daha da azaltirken, ECsy degerlerinde bir degisiklige
neden olmamistir. Bu bulgular, sicanlarda ET'min neden oldugu torasik aortada
noradrenalin ile olugsan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarindaki azalmaya,
endotel hiicreleri oldugu kadar diiz kas hiicrelerinde de MEKI1 tarafindan ERK1/2
fosforilasyonundaki, dolayis: ile etkinligindeki artig ile birlikte iNOS etkinligindeki
artisin  ve/veya NO disindaki mediyatorlerin, ¢GS/PKG yolunu etkinlestirmesi
sonucunda neden oldugu siklik GMP diizeylerindeki artmanin katkida bulunabilecegi
diisiincesini desteklemektedir. Bu calismada, ayrica, endotoksemik siganlarin endotel
tabakas1 saglam torasik aorta preparatlarinda MEKI1 etkinliginin bir gostergesi olarak
Olgiilen fosforile MEK1, ERK1/2 etkinliginin bir gostergesi olarak olciilen fosforile
ERK1/2, ¢GS etkinliginin bir gdstergesi olarak Ol¢iilen siklik GMP ve PKG etkinliginin
bir gostergesi olarak oOl¢iilen fosforile VASP diizeylerinin arttig1 gozlenmistir. ET'nin
neden oldugu biitiin bu degisikliklerden fosforile MEK1 protein diizeylerindeki artig
disindakiler U0126 ile oOnlenmistir; 1,3-PBIT ise ET'min neden oldugu bu
degisikliklerden fosforile MEK1 ve fosforile ERK1/2 protein diizeylerindeki artig
disindakileri Onlemistir. Biitiin bu bulgular, endotoksemik sicanlarda go6zlenen

hipotansiyona, KH'deki artmaya ve noradrenaline karsi verilen kasilma yanitlarindaki
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azalmaya MEK1/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG yolundaki enzimlerin etkinligindeki artigin
katkida bulundugunu gostermektedir.

Endotoksemik siganlardan izole edilen damarlarda endotele bagimh ve
endotelden bagimsiz gevsemeler lizerinde ET'nin etkisi ile ilgili bulgularin geligkili
olmasina karsin (324, 325), daha Once yaptigimiz c¢alismalarda (37, 41), ET
uygulanmasindan dort saat sonra endotel tabakasi saglam torasik aorta preparatlarinda
asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlar1 ile eNOS protein ekspresyonu azalirken
iINOS protein ekspresyonu artmis, ancak hsp90 protein ekspresyonu degigsmemistir;
ayrica, endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig dokularda gliseril trinitrat ile elde
edilen gevseme yanitlar1 azalmistir. Ayrica, ET uygulanmasindan dort saat sonra serum
ve bobrekte 20-HETE diizeyleri azalmistir. ET'nin neden oldugu bu degisikliklerden
yalnizca gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlar1 ve 20-HETE diizeylerindeki
azalma ile iNOS protein ekspresyonundaki artma bir 20-HETE analogu olan 5,14-
HEDGE ile 6nlenmistir. ET'nin neden oldugu OAB'de azalma ve KH'de artmanin eslik
ettigi vaskiiler hiporeaktiviteyi ve nitrit diizeylerindeki azalmayi da onleyen 5,14-
HEDGE'in iNOS protein ekspresyonu disindaki biitiin bu etkileri, 20-HETE™in
vazokonstriktor etkilerinin yarigmali bir antagonisti olan 20-HEDE ile geri ¢evrilmistir.
20-HETE diizeylerindeki artmanin cesitli damar yataklarinda NO olusumunda
azalmaya ve siiperoksit olusumunda artmaya ve bu olaylarin da endoteliyal islevsizlik
ve damar geriminde artmaya neden oldugunu bildiren ¢aligsmalar bulunmaktadir (326-
330). Bu bulgulara goére, ET'nin neden oldugu endotelden bagimsiz gevseme
yanitlarindaki azalmaya endoteliyal ve/veya damar diiz kas hiicrelerinde olusumu artan
siiperoksidin neden olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Bu c¢alismamizda da, siganlara ET
uygulanmasindan dort saat sonra endotel tabakasi saglam dokularda asetilkolin ile elde
edilen gevseme yanitlar1 oldugu kadar, endotel tabakasi saglam ve uzaklastirilmig
dokularda gliseril trinitrat ile elde edilen gevseme yanitlar1 azalmistir. ET'nin neden
oldugu asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlar1 1,3-PBIT ile dnlenmezken; U0126
ET'nin neden oldugu asetilkolin ve gliseril nitrat ile elde edilen gevseme yanitlarindaki
azalmayr Onlemistir. Bulgularimiza goére, endotel hiicrelerinde muskarinik M;-
reseptorlerin uyarilmasi sonucunda eNOS araciligi ile NO olusumunu artirarak

gevseme yaptiglr bilinen asetilkolin (309) ile elde edilen gevseme yanitlarinin
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endotoksemik sicanlarda azalmasi ve bu durumun yalnizca U0126 ile 6nlenebilmesi,
ET'nin NO aracilikli gevseme yanitlarin1 azaltict etkisine iNOS degil de
MEK1/ERK1/2 yolundaki enzimlerin etkinliginin artmasi sonucunda, biiyiik olasilikla,
endotel hiicrelerinde eNOS etkinligindeki azalmanin katkida bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Bulgularimiz, ayrica, damar diiz kas hiicrelerinde NO veya S-
nitrozotiyol olusumu ile guanilil siklazin etkinlesmesi sonucunda artan siklik GMP
araciligi ile endotelden bagimsiz olarak gevsemeye neden oldugu bilinen gliseril
trinitrat (310-311) ile elde edilen gevseme yanitlarinin endotoksemik sicanlarda
azalmasit ve bu durumun 1,3-PBIT ve U0126 ile onlenebilmesi, ET'nin endotelden
bagimsiz gevseme yanitlarini azaltici etkisine endotel hiicreleri oldugu kadar, diiz kas
hiicrelerinde de MEKI1/ERK1/2/iNOS yolundaki enzimlerin etkinligindeki artisin

katkida bulunabilecegini gostermektedir.

ET'nin NF-kB aracilig1 ile ekspresyonu ve etkinliginde artmaya neden oldugu
iNOS ile olusan NO'nun apoptozun diizenlenmesine proapoptotik ve antiapoptotik
olarak iki yonlii katkist bulundugu bildirilmistir (45, 46, 48, 290, 331). NO'nun
proapoptotik ya da antiapoptotik etkili oldugu derisimi ve hiicre tiirii ile yakindan iliskili
oldugu bildirilmistir. Ornegin, yiiksek derisimdeki (> 10 nmM) NO endotel hiicre
apoptozunu artirirken, daha az diizeydeki (< 10 mM) NO ise azaltmaktadir (290). Ote
yandan, iNOS indiiksiyonunu baskilayan ve etkinligini dnleyen maddelerin ET ile
olusan endoteliyal apoptozu Onledigi gosterilmistir (49, 50). NO araciligi ile gelisen
apoptozda hiicreye 6zgii duyarliligi etkileyen etkenlerin, hiicre i¢indeki redoks durumu
ve kaspazlar gibi apoptotik sinyal kaskadinin etkinlesmesi, mitokondriyal sitokrom c
saliverilmesi veya hiicre canlilig1 ve apoptotik gen regiilasyonu ile birlikte olabilecegi
diistiniilmektedir. NO ile olusan apoptoza karsi hiicresel duyarlilif1 aciklayabilen yeterli
bir mekanizma henliz bulunmamasma karsin, NO'nun proapoptotik etkilerinin
bazilarinin ¢GS'min etkinlesmesi sonucunda siklik guanozin monofosfat siklik GMP
olusumundaki artmaya bagli olarak ortaya ¢iktig1 ve bu olayda PKG'nin de énemli bir
rol oynadig bildirilmistir (51). Siklik GMP aracilikli apoptozun mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olsa da, siklik GMP'nin PKG etkinligini artirarak kaspaz-3'iin
etkinlesmesine neden olan MEKKI/SEK1/JNK1 yolunu etkinlestirdigi ve bdylece
apoptoza neden oldugu ileri siiriilmistiir (47, 304). Ayrica, NO'nun dogrudan DNA
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zedelenmesine neden olarak veya siiperoksit anyonlari ile etkilesmesi sonucunda olusan
peroksinitritin apoptoza neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (292, 293, 296, 298, 299).
DNA zedelenmesinin ise, p53 tiimor baskilayict geninin indiikklenmesine ve
mitokondriden sitokrom c saliverilmesine ve ardindan kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9'u
etkinlestirerek apoptoza neden oldugu gosterilmistir (47, 56). ET ile inkiibe edilen
damar diiz kas hiicrelerinde mitokondriyal solunumun azalmasinda peroksinitritin
PARS enziminin etkinlesmesi sonucunda hiicrede NAD" ve ATP tiikkenmesine neden
olarak apoptoz olaymi tetikledigi bildirilmistir (300). Ote yandan, NO TNF-a (52),
oksidatif stres (53), serum deprivasyonu (54) ve anoksi (55) gibi gesitli uyaranlar ile
olusan apoptozdan bazi hiicreleri korumaktadir. Bu bulgular, NO'nun bazi hiicre tiirleri
ve deneysel kosullarda in vitro ve in vivo olarak apoptozu Onledigini gostermektedir.
Ayrica, hiicre tiiriine ve apoptotik uyaritya gore degisen bir bigimde demir-siilfiir
kompleksleri, ¢GS, kaspazlar ve glutatyon gibi bazi molekiiler hedeflerin NO'nun
antiapoptotik etki mekanizmasinda rol oynadig1 diistiniilmektedir. THP-1 hiicrelerinde
yapilan bir calismada ET uygulanmasindan sonra bir saat icinde MAPK'ye bagiml
apoptotik yolun etkinlesmesine neden olan ASKl1'in etkinligini TLR4 aracilig1 ile
artirdigl, ancak daha sonra olusumu artan NO'nun, dordiincii saate kadar kaspaz-3
etkinliginde bir degisiklik olmaksizin, ASK1'in S-nitrozilasyonuna neden olarak bu
enzimin etkinligini azalttifi ve bdylece hiicreleri apoptozdan korudugu bildirilmistir
(333). Ayrica, koyun pulmoner arter hiicrelerinde NO'nun kaspaz-3 etkinligini artirarak
hiicreleri ET'nin neden oldugu apoptozdan korudugu da gdsterilmistir (334). NO'nun
dogrudan etkilerinin disinda ¢esitli hiicrelerde siklik GMP aracilikli apoptotik etkileri
oldugunu bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir (301, 302, 304, 305, 335). NO'nun siklik
GMP olusumunu artirarak hepatositler (57), ndronal PC12 hiicreleri (58), embriyonik
motor sinirler (59), B lenfositleri (60) ve over folikiilleri (61) gibi bazi hiicre tiirlerinde
de apoptozu onledigi bildirilmistir. Ote yandan, NO'nun antiapoptotik etkisinin baska
hiicrelerde ¢GS inhibitori ODQ ile oOnlenemedigini gosteren c¢alismalar da
bulunmaktadir. Siklik GMP analogu 8-bromo-sGMP de NO'nun etkisinden hiicreleri
koruyamamaktadir (62). Bu bulgular, NO'mun antiapoptotik etki mekanizmalarinin
hiicreye 0zgii bir bicimde siklik GMP'ye bagimli ve siklik GMP'den bagimsiz olmak
iizere iki degisik bicimde olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismamizda ise, siganlara

ET uygulanmasindan dort saat sonra endotel tabakasi saglam dokularda 6l¢iilen kaspaz-
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3 etkinliginin azaldig1 ve bu azalmanin 1,3-PBIT ve U0126 ile 6nlendigi gézlenmistir.
Torasik aorta preparatlarinda fosforile MEK1, fosforile ERK1/2, NOx, siklik GMP ve
fosforile VASP diizeylerindeki artis ile birlikte degerlendirildiginde bu bulgular,
NO'nun siklik GMP ve PKG aracilikli bir bi¢imde kaspaz-3 etkinliginde artmaya bagh
olarak apoptotik etki olusturdugu yoniindeki in vitro caligmalarin sonuclarma ters
olmasina karsin, endotoksemi sirasinda kaspaz-3 etkinligindeki azalmaya endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG yolundaki enzimlerin
etkinligindeki artisin katkida bulundugunu gostermektedir. Ayrica, NO tarafindan
hiicreleri apoptozdan korumak amaci ile ASKI1 etkinliginin azaltilmasi sonucunda
kaspaz-3 etkinliginin de azalmis olabilecegi ileri siiriilebilir. Ote yandan, daha 6nce
yaptigimiz 6n c¢aligmalarin bulgularina gore (42), ET uygulanmasindan dort saat sonra
sicanlarin serumlarinda Olgtilen toplam antioksidan etkinlik ile SOD, glutatyon rediiktaz
ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin etkinliginin azalmasina karsin, nitrotirozin
diizeyleri artmigtir. ET'nin neden oldugu biitiin bu degisiklikler ise 1,3-PBIT ve U0126
ile Onlenebilmistir. Bu bulgular, endotoksemik sicanlarda MEKI1/ERK1/2/iNOS
yolundaki enzimlerin etkinligi ile birlikte peroksinitrit olusumundaki artmanin, torasik
aorta endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde kaspaz-3 etkinligini azaltabilecegini, ayrica
antioksidan enzimlerin etkinligindeki azalma ve nitrotirozin diizeylerindeki artma
sonucunda gelisen oksidatif ve nitrozatif strese MEK1/ERK1/2/iNOS yolunun katkida

bulunabilecegini gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Segici iNOS veya ERK1/2 inhibitorii uygulanan endotoksemik si¢canlardan izole
edilen torasik aortada olusabilecek a-adrenerjik reseptdr aracilikli  kasilma
yanitlarindaki degisikliklere ¢GS ve PKG'nin katkisinin olup olmadigimin ve torasik
aorta endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde gelisebilecek kaspaz-3 ile iligkili
apoptotik/antiapoptotik olaylarda NO/siklik GMP yolunun katkisinin olup olmadiginin
arastirlldigit bu calismada, endotoksemik sicanlarin torasik aortasinda gelisen
hiporeaktiviteye endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK1/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG
yolundaki enzimlerden iNOS disindaki enzim proteinlerinin ekspresyon diizeyinde bir
degisiklik olmaksizin, etkinliklerindeki artis katkida bulundugu gosterilmistir. Bu
bulgularin, MEK1/ERK1/2 yolu araciligi ile asir1 miktarlarda NO olusumunun aracilik
ettigi, hipotansiyon ve vaskiiler hiporeaktivite ile belirgin septik sok gibi cesitli yangi ile
belirgin hastaliklarin tedavisinde ERK1/2 inhibitorlerinin kullanilabilmesi konusunda
yapilacak klinik oncesi ve klinik g¢alismalara oldukca biiyiik bir katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Boylece, ET'nin konakgida tetikledigi sinyal ileti mekanizmalarindan
biri olan iNOS protein ekspresyon ve etkinliginin diizenlenmesine dayanan ve nedene
yonelik olarak onerilen 6zgiil ve daha az maliyeti olan terapdtik yaklasimlara katkida
bulunabilinecektir. Ayrica, MEKI/ERK1/2/iNOS/¢GS/PKG yolundaki enzimlerin
etkinligindeki artmanin kaspaz-3 etkinliginde azalmaya neden olabilecegine iligkin
bulgularimiz, NO'nun proapoptotik veya antiapoptotik olup olmadigi konusundaki

tartismalara onemli bir katki saglayabilecegini diistindliirmektedir.

Daha sonra yapilacak olan c¢aligmalarda, ET'nin endotelden bagimsiz gevseme
yanitlarin1 azaltic1 etkisine endotel hiicreleri oldugu kadar, diiz kas hiicrelerinde de
MEKI1/ERK1/2/iNOS  yolundaki  enzimlerin  etkinligindeki  artisin  katkida
bulunabileceginin gosterilmesi gerekmektedir. Ayrica, U0126 uygulanmayan ve
uygulanan endotoksemik si¢anlarin endotel tabakasi saglam aortik dokularinda

siiperoksit olusumu ve eNOS protein ekspresyonunun OSlgiilmesi ile ET'nin neden

179



oldugu endotele bagimli ve endotelden bagimsiz gevseme yanitlarindaki azalmaya
MEKI1/ERK1/2 yolundaki enzimlerinin katkis1 arastirilmalidir. 1,3-PBIT ve U0126
uygulanmayan ve uygulanan endotoksemik sicanlarin endotel tabakasi saglam ve
uzaklastirilmis aortik dokularinda, apoptotik olaylarda rol oynayan enzimlerden kaspaz-
3 oldugu kadar, oteki enzimlerin de etkinligi Ol¢lilmelidir;  bdylece,
MEKI1/ERK1/2/iNOS yolundaki enzimlerin etkinliklerindeki artmanin apoptotik
olaylardaki roliine iliskin mekanizmalara bir aciklik getirilebilir. Ayrica, ¢GS/PKG
yolundaki enzimlerin 6zgil inhibitorleri kullanilarak kaspaz-3 etkinligindeki azalmaya
siklik GMP ve/veya VASP'nin aracilik edip etmedigi de arastirilmalidir. Ote yandan,
1,3-PBIT ve UO0126 uygulanmayan ve uygulanan endotoksemik siganlarin aortik
dokularinda ASK1 etkinliginin Ol¢iilmesi ile ET'min neden oldugu kaspaz-3

etkinligindeki azalmaya ASK1'in katkisinin belirlenebilmesine yardimei olabilecektir.
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