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OZET

Sican Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Kiiltiiriinde Rho/Rho-kinaz yolag: ve
Nitrik Oksit Tliskisi

Bu ¢alismada sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde Rho/Rho-kinaz
yolag: ve nitrik oksit iliskisi arastirildi. Bu amacla sican koroner mikrovaskiiler endotel
hiicreleri kiiltiire edildi.

Kiiltiire edilen sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde nitrik oksit
(NO) vericileri, gliseril trinitrat (GTN, 10”7 M-10® M), sodyum nitroprussiyat (SNP, 10-’
M-10 ® M), DETA-NO (10° M-10° M) ve NaNO: (10 M-10* M) ile intraselliiler
kalsiyum diizeyini yiikselterek endotelyal hiicrelerde NO sentezini ve saliverilmesini
artiran kalsiyum iyonofor, A-23187’nin (107 M ve 10°® M) bazal sartlarda ve trombin
varhginda Rho-kinaz (ROCK) enziminin (ROCK-1 ve ROCK-2 izoformlarinin)
ekspresyonlari iizerindeki etkisi arastirildi.

Caliymada Wistar tiirii sicanlar kullanildi. Kalpler Langendorff kalp perfiizyon
sistemine asilarak koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri elde edildi. Hiicreler
kiiltiir flasklarina ekilerek 37°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Konfluent olan
flasklar pasajlanarak cogaltildi.

3. pasaj koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri, deneylerden 24 saat once
boliinmeleri durdurulup NO dondérleri, NO sentezi ve saliverilmesini artiran ilaglar ve
Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632 ile inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi Y-27632 ile inkiibe edilen flasklarin mediumlar1 alinarak
nitrit-nitrat diizeyleri Griess yontemiyle olciildii. Diger ilaclarla inkiibe edilen
flasklardaki hiicreler ise homojenize edilerek Western-Blot yontemi ile ROCK (ROCK-1
ve ROCK-2) enzim ekspresyon diizeyleri dl¢iildii.

Sonu¢ olarak, NO donérleri ve NO sentezini artiran A-23187, koroner
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde kontraktil bir protein olan Rho-kinaz enziminin
ekspresyonunu azaltti. Bu bulgu, NO dondérleri ve sentezini artiran ajanlarin yeni bir
etki mekanizmasina isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler; Rho/Rho-kinaz, nitrik oksit, NO vericileri, kalsiyum iyonofor
A23187, koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri.



ABSTRACT

The relation of Rho/Rhokinase pathway and nitric oxide in rat coronary microvascular
endothelium cell culture

In this study, we aimed to investigate possible relationship between Rho/Rho-
kinase pathway and nitric oxide in rat coronary microvascular endothelial cells.
Therefore, we cultured rat coronary microvascular endothelial cells.

The effect of nitric oxide (NO) donors, glyceryl trinitrate (GTN, 107 M-1028 M),
sodium nitroprusside (SNP, 107 M-10® M), DETA-NO (10° M-10% M) and NaNO: (10
M-10* M) and calcium ionophore A-23187 that induces NO synthesis and expression via
increasing the intracellular calcium concentration, on the expression of ROCK enzyme
(ROCK-1, ROCK-2) was investigated on basal as well as thrombin-stimulated
conditions.

Wistar rats were used in the study. Coronary microvascular endothelial cells were
obtained by the mounted rat hearts on a constant-flow Langendorff system. The cell
suspensions were plated and incubated at 37 °C under 5 % COs2.

The third passage coronary microvascular endothelial cells was made quiscent 24
hours before experimentation and than NO donors, A-23187 or the Rho-kinase
inhibitor, Y-27632 was incubated.

After the incubation, the medium of flasks incubated with Y-27632 was taken and
their nitrit-nitrate levels were measured by Griess method. The cells incubated with the
other drugs was homogenized for measuring ROCK (ROCK-1, ROCK-2) enzyme
expression levels by Western-Blotting technique.

As a result, NO donors and A-23187 increasing NO synthesis, downregulated the
expression of contractile protein Rho-kinase in the coronary microvascular endothelial
cells. This finding indicates a new mechanism of action of NO donors and A-23187 that
induces NO synthesis.

Key Words; Rho/Rho-kinase, nitric oxide, NO donors, calcium ionophore A23187,
coronary microvascular endothelial cells.



1. GIRIS

Endotel simdilerde kan ve damar duvari arasinda sadece fizyolojik bir bariyer olmanin
disinda ayn1 zamanda ¢oklu endokrin ve parakrin fonksiyonlart olan 6nemli ve stratejik
lokalizasyonlu bir organ olarak tanimlanmaktadir. Ilaveten hemodinamik degisiklikleri ve
dolasim kaynakli sinyalleri algilayabilir ve vazoaktif maddeler salarak bunlara cevap
verebilir. Fizyolojik sartlarda endotelium vaskiiler kontraksiyon, 16kosit adhezyonu, vaskiiler
diiz kas hiicre biiyiimesi ve trombosit agregasyonu iizerinde bir dizi biyolojik molekiiliin

iiretimi yoluyla inhibitor bir regiilator olarak rol oynar (1).

Endotelden salinan nitrik oksit, prostasiklin, endotel kaynakli hiperpolarizan faktor
(EDHF), gibi vazoaktif maddeler mikrosirkiilasyonun regiilasyonunda 6nemlidir (2). Nitrik
oksidin sentezi, vaskiiler endotelde, 135 kDa agirhiginda yapisal olarak eksprese edilen
endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOS) enzimi tarafindan gerceklestirilir (3).

Vaskiiler tonusun regiilasyonunun G&tesinde NO’in antitrombotik, antiinflamatuar,

antiaterojenik, ve antiapopitotik dzellikleri de vardir (1).

Akim stresi (shear stress), asetilkolin, bradikinin, P maddesi ve serotonin gibi
ekstraselliiler sinyallere cevap olarak intraselliiler Ca?* diizeylerinin artmas1 Ca?*-kalmodulin
kompleksini aktive eder. Bu kompleks eNOS’u aktive eder. eNOS aktivasyonu sonucu da L-
argininin L-sitriilline doniistimii sirasinda nitrik oksit agiga c¢ikar. Agiga ¢ikan nitrik oksit
solubl guanilil siklazin aktivasyonu yolu ile GTP’den sGMP olusumunu saglar ve bu yolla
nitrik oksidin biyolojik etkileri gergeklesmis olur (4).

Serotonin, asetilkolin, karbakol ve fenilefrin gibi agonistler, fosfatidil inozitol kaskadini
aktive ederek sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesini artirirlar. Intraseliiler
kalsiyum diizeyindeki artig sonucunda kalmodulin aktive edilir ve kalsiyum-kalmodulin
kompleksi olusur. Kalsiyum kalmodulin kompleksi, myozin hafif zincir kinaz enzimini aktive
ederek miyozin hafif zincirini fosforile eder (5).

Diiz kas ve diger kontraktil hiicrelerin kasilma mekanizmasinda Ca?* hayati 6neme
sahiptir fakat, son zamanlarda miyozin hafif zincir fosforilasyonunun ve dolayisiyla kasilma
giiciiniin intraselliiler Ca®* diizeylerinden bagimsiz olarak da siirdiiriilebilecegi bildirilmistir.

Buna “kalsiyum duyarlagmas1” adi verilir (6).



Daha sonra yapilan calismalar agonistle indiiklenen Ca?* duyarlasmasi icin bir GTP
baglayici proteine ihtiya¢ oldugunu gostermistir (7). GDP/GTP baglayici bir protein olan Rho
ve onun aktive ettigi Rho-kinaz s6z konusu kalsiyum duyarlagsmasina sebep olmaktadir. Bu
etkide ana mekanizmanin miyozin hafif zincir stimiilasyonundan ¢ok, Rho-kinazin miyozin
hafif zincir fosfatazi inhibe etmesi oldugu iddia edilmektedir (5).

Ote yandan nitrik oksidin rezistan arterlerde olusturdugu gevsemenin vaskiiler diiz
kastaki Ca®* diizeylerinde bir diisme ile iliskisi olmadigi, buna karsiik Rho/Rho-kinaz

sinyalizasyonu ile kontrol edilen Ca?* duyarlasmasini inhibe ettigi bildirilmistir (8).

Diger taraftan Rho/Rho-kinaz yolaginin endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimini
negatif olarak regiile ettigi ve onun ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir (9). Rho/Rho-
kinaz sinyalizasyonu endotel hiicrelerinde intraselliiler kavsak biitiinliigii ve aktomiyozin

kasilmasina bagli olarak endotelyal permeabiliteyi diizenler (10).

Trombin ve histamin endotelial hiicrelerde in vitro sitoplazmik kalsiyum
konsantrasyonlarinda benzer sekilde artisa neden olur (11). Bu ajanlarla indiiklenen Rho/Rho-
kinaz yolagi, endotelyal kontraktiliteye ve buna bagli olarak permeabilite artisina neden olur
(12). Endotelyal hiperpermeabilite, hayati tehdit eden ciddi bir klinik komplikasyondur ve
altta yatan mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

katkida bulunabilir (13).

Artan kanitlar, Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonunun endotel hiicrelerinde intraselliiler
kavsak biitiinliigii ve aktomiyozin kasilmasina bagli meydana gelen endotelyal permeabiliteyi

diizenlendigini gostermektedir (10).

Artmis vaskiiler permeabilite, inflamatuvar cevaplarin artis1 ile birlikte gerek koroner
arterlerde gerekse diger vaskiiler yapilarda ateroskleroz benzeri patolojik durumlarin
olusmasinda rol oynar (14, 15). Koroner ateroskleroza bagli olarak gelisen koroner arteryel
kan akimindaki azalma iskemik kalp hastalifinin en Onemli sebebidir. Koroner arter
daralmasinin orani ve miyokardin cevabina bagli olarak angina pektoris, miyokard infarktiisii,
ani kardiyak 6lim ve konjestif kalp yetmezligi ile birlikte kronik iskemik kalp hastalig
meydana gelebilir (16).



Koroner vazodilator olarak kullanilan nitrogliserin ve tiirevi ilaglar vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde NO ag18a ¢ikartarak koroner ve sistemik vazodilatasyona neden olurlar ve angina
pektoris tedavisinde kullanilirlar (17). Ancak bu ajanlarin endotelyal Rho-kinaz ekspresyonu
iizerine etkisi bilinmemektedir. Endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) vaskiiler endoteliyal
hiicrelerden nitrik oksit iiretimi yoluyla kardiovaskiiler hemostaziste énemli bir diizenleyici
rol oynar. eNOS aktivasyonu protein kinaz B tarafindan serin-1177 de fosforilasyon yoluyla
gerceklestirilir. Rho/Rho-kinaz yolagi protein kinaz B’nin inhibisyonu yoluyla eNOS
fosforilasyonunu negatif olarak diizenlerken protein kinaz B’den bagimsiz olarak eNOS

ekspresyonunu azaltir (9).

Nitrik oksit, Rho kinaz enzimini ve RhoA aktivasyonu inhibe edebilir. NOS enziminin
gerek aktivitesini gerekse ekspresyonunu baskilayabilir. Diger taraftan selektif Rho-kinaz
inhibitorii olarak bilinen Y-27632 ’nin, NO diizeylerini arttirdig1 bildirilmistir (18). Endotel
hiicrelerinin kontraktilitesinde ve buna bagli olarak endotelyal permeabilite artisinda
Rho/Rho-kinaz yolaginin esansiyel rol oynadigi bildirilmistir. Ote yandan Rho/Rho-kinaz
yolagi ile endotel hiicrelerinin {irettigi ve saliverdigi nitrik oksit arasinda bir etkilesmenin

olabilecegi de bildirilmektedir.

Sonug olarak, Rho/Rho-kinaz yolaginin endotel hiicrelerinin gerek salgilama, gerekse
bariyer fonksiyonlarina karistigi goriinmektedir. Diger taraftan bu yolagin koroner
mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltlirlindeki NO saliverme kapasitesi lizerine etkileri
arastirtlmamistir. Ayrica NO-dondrlerine uzun siireli maruziyetin, bu hiicrelerde Rho-kinaz
enzim ekspresyonuna etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle sican koroner mikrovaskiiler
endotel hiicre kiiltiriinde angina pektoris tedavisinde kullanilan nitrogliserin ile sabit bir
sekilde uzun siireli NO saliveren DETA-NO (19) adli bilesigin, sodyum nitroprusiyatin,
sodyum nitritin ve A23187°nin Rho-kinaz enzim ekspresyonu tizerindeki etkisi incelenmis ve
ayrica Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632’nin endotelyal NO {iiretim kapasitesi lizerindeki

etkisini arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endotel

Endotel hiicreleri 10-15 um genisliginde, 20-25 um uzunlugunda uzamis nukleuslari ile
damarm uzun ekseni boyunca siralanmis poligonal hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yiizeylerinin
bazen mikrovillus bazen de kivrim boyutunda uzantili olmasi fonksiyon yilizeyini

arttirmaktadir. Bu hiicreler birbirlerine iki sekilde baglanmislardir:

-Sik1 baglant1 birimleri (Tight juction) : Interselliiler aralik boyunca permeabilite
kontroliinii Gistlenir.
-Birlestirici baglant1 birimleri veya araliklar1 (Gap juction): Hiicreler arast iki yonli

etkilesmeyi saglar. Arteriollerde gup juctionlar kuvvetli iken veniillerde daha gevsektir.

Endotel katmani kan ile dokular arasinda segici bir baraj olusturur. Gaz gecirgenligi

oldukga fazla olan bu katmanin sivi gecirgenligi azdir (20)

2.1.1. Endotel Hiicresinin Fizyolojisi

Endotel artik sadece kan ve damar duvari arasinda fizyolojik bir bariyer degil ayni
zamanda ¢ok ¢esitli endokrin ve parakrin fonksiyonu olan 6nemli ve stratejik lokalizasyonlu
bir organ olarak kabul edilmektedir. Fizyolojik sartlarda endotel, vaskiiler kontraksiyonda,
16kosit adhezyonunda, vaskiiler diiz kas hiicre biliylimesinde ve trombosit agregasyonunda

inhibitdr bir diizenleyici olarak rol oynar (21).

Endotel tabakasini endotelial hiicreler ve subendotelial bolge olusturmaktadir.
Endotel hiicreleri etraflarindaki mekanik, kimyasal veya hiimoral degisiklikleri algilar,
aldiklar1 sinyalleri isler ve ¢ok sayida endojen faktdrleri sentezleyip salivererek bu
sinyallere yanit verirler (22).

2.1.2. Endotel Hiicresinin Fonksiyonlar:



2.1.2.1. Vazomotor Fonksiyon

Endotel hiicresinin en énemli fizyolojik fonksiyonlarindan birisi kendi iginde sentezleyip
saliverdigi vazoaktif faktorler araciligi ile vazomotor fonksiyonun diizenlenmesidir.
Prostanoidler, nitrik oksit veya nitrik oksit iceren bilesikler (Endotel kaynakli gevsetici
faktorler, EDRF), serbest oksijen radikalleri, endotelinler, anjiotensinler, diiz kas hiicresi
hiperpolarizan faktorleri ve endotel kaynakli kasici faktorler endotel aracili vazomotor yanitta
rol oynayan temel bilesiklerdir. Vaskiiler endotel hiicrelerinden salinan prostasiklin (PGI2)
giiclii antiagregan, vazodilator, profibrinolitik bir maddedir ve dolayisi ile endotel hiicresine
tromborezistan ve vazodilator 6zellikler kazandirir. Ayrica endotel hiicresinde siklooksijenaz,
lipooksijenaz ve sitokrom P-450 bagimli monooksijenaz yollari araciligi ile arasidonik asidin
monohidroksi, dihidroksi ve epoksi tiirleri gibi diger eikozanoidler sentezlenir ve bunlar
vaskiiler tonusu etkiler (22). Endotel hiicrelerinden salinan nitrik oksit prostasiklinin vazoaktif
etkilerinden ¢ogunu icermektedir. Diiz kasi gevsetir, trombosit agregasyonunu inhibe eder.
Diger taraftan NO, varolan EDRF’lerden sadece bir tanesidir. Nitrozotioller, dinitrozil demir
sisteinler gibi nitrik oksitten daha dayanikli baska maddeler de NO’e mal edilen damar diiz kas
gevsemesine etkide aracilik etmektedir. Bu maddeler nitrik oksidin hiicre i¢inde depolanmasini
da saglamaktadir. Nitrik oksit’in membranda hiperpolarizasyon olusturmadigi iddia
edilmektedir. Bu nedenle de hiperpolarizan faktorlere aday olarak gosterilmemektedir. Bu
etkiyi olusturan bilesiklere “endotel kaynakli hiperpolarizan faktorler” (EDHF) adi verilmistir.
Fizyolojik zeminde prostasiklin ve tromboksan A; iiretimiyle EDRF/NO ve serbest oksijen
radikallerinin iiretimi arasinda bir denge s6z konusudur ve bu denge damar duvarinin tonusunu

diizenler.

Endotel hiicresi i¢inde bu mediatorlerin dengesinde olusan bir bozulma kan hiicrelerinin
endotel lizerine non-fizyolojik adhezyonuna, vazokonstriksiyona ve sonugcta ¢esitli patolojilere

neden olmaktadir (22).

2.1.2.2. Mikrosikiilasyonun Diizenlenmesi

Endotel hiicresi dokularin metabolik gereksinimi dogrultusunda yanit vererek
mikrodamarlanmay1 diizenlemektedir. Mikrosirkiilasyondaki damarlar hiicre substratlar1 ve
metabolitlerinin temini ve transferini direkt lokal olarak saglarlar. Endotel hiicresi lokal kan

akimi degisikliklerine karst kiiclik damarlarin yanitinin diizenlenmesinde rol oynar.



Mikrodamarlar yakin cevrelerindeki oksijen diizeylerindeki degisikliklere karsi duyarlidir.
Oksijen basincinin diismesi endotel kaynakli hiperpolarizan faktdrlerin saliverilmesine neden
olur. Boylelikle damar diiz kasinda hiperpolarizasyon ve gevseme gergeklesir. Bunun aksine
oksijen konsantrasyonlarinin artmasi lokotrien iiretimine neden olur ve bu mikrovaskiiler
tonusta artis ile birlikte kan akiminda azalma ile sonuglanir. Mikrosirkiilasyonla ilgili bir diger
olay reaktif hiperemidir. Reaktif hiperemi basta prostaglandin Ez olmak {izere endotel kaynakli
siklooksijenaz iiriinlerinin ani olarak {retilmesine baghdir. EDRF/NO ise kisa siireli

fonksiyonel hiperemide aracilik etmemektedir (22).

2.1.2.3 immiinoloji ve Inflamasyon

Endotel tabakas: stratejik pozisyonundan dolayr hem immiinolojik, hem de inflamatuvar
yanitta 6nemli rol oynamaktadir. Endotel hiicrelerinde hiicre adhezyonu, aktivasyonu ve
migrasyonu gibi olaylarda adhezyon molekiillerinin ekspresyonu, 16kosit aktivasyonu ve lokal

sitokinlerin aktivitesi rol oynamaktadir.

Endotel hiicrelerinin l6kositlerle etkilesiminde rol oynayan adhezyon molekiilleri ii¢
grupta degerlendirilir. Lenfosit ve notrofillerle etkilesmede araci selektinler, T ve B lenfositler
icin antijen spesifik reseptorler iceren immiinglobulinler, trombosit adhezyonunda ve hiicre

migrasyonunda rol oynayan integrinler bu ii¢ grubu olusturur.

Interlokin-1, TNFa, TGF-B, gibi sitokinler veya bakteriyel endotoksinler endotel
hiicrelerinde IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin yapimini uyarir. IL-8 sekresyonunu indiikler. I1L-8
polimorfoniikleer 16kositlerin endotel tabakasinin olusturdugu bariyer boyunca transendotelial
migrasyonunu diizenlemektedir. Sitokinler veya trombin endotel hiicrelerinde endotelial hiicre
16kosit adhezyon molekiili-1 (ELAM-1) ile interselliiler adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1) gibi

adhezyon moekiillerinin ekspresyonunu uyarir.

Endotel hiicreleri aktive oldugunda olay: tetikleyen bir faktor olan trombosit aktive edici
faktor (PAF) iiretimi de gergeklesir. PAF adhezyon molekiillerinin {iretimini de hizlandirir.
Selektin ve ELAM-1 endotel hiicrelerinde saatler iginde sentezlenir ve polimorfoniikleer
l6kositlerle monositleri pargalar. ICAM-1 ve ICAM-2 immiinglobulin ailesinin tiiyeleridir.

ICAM-1 polimorfoniikleer 16kositler ve lenfositlerin adhezyonunu hizlandirir. ICAM-2 ise T



ve B lenfositlerin endotel hiicrelerine baglanmasina aracilik eder. Endotel hiicresinin
indiiklenebilir yiizey immiinglobulinlerinden bir digeri de vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii-1

(VCAM-1)’dir. Bu lenfosit ve monositleri baglar.

Endotel hiicreleri bir de major histokompabilite kompleksinin (MHC) klas | antijenlerini
eksprese edebilmektedir. Fakat endotel hiicresinin dolasimdaki lenfositlerle etkilesmesinde
etkili olan MHC-II antijenleridir. Endotel hiicrelerinden bazal sartlarda yapisal olarak MHC-II
ekspresyonu bulunmaz. Ancak aktive T hiicreleri tarafindan indiiklenebilir. MHC-II
ekspresyonu gerceklestiginde endotel hiicreleri antijen sunan hiicre olarak kabul edilirler ve T
hiicre yanitinin olugsmasmi tetiklerler. Uyarilmis endotel hiicreleri GMP-140 adinda

trombositleri baglayan bir yiizey reseptoriinii de sentezlerler (22).

2.1.2.4. Koagiilasyon

Endotel tabakasi birbirinden ayr1 4 ayr1 mekanizma ile intravaskiiler koagiilasyonun

diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

- Tromboregiilator bilesiklerin tiretimi

- Fibrinolizisin diizenlenmesi

- Prokoagiilan proteinlerin inhibisyonu

- Prokoagiilan yollara katilma

Endotel hiicresi yliksek molekiil agirlikli kininojen (HMWK), Faktor V, Faktor VIII ve
doku faktorii gibi bazi faktorleri ilireterek koagiilasyon kaskadia katkida bulunur. Doku
faktorii endotel hiicrelerinden sentezlenen ve subendotelial bolgede bulunan prokoagiilan bir
enzimdir. Bazal sekresyon diizeyi diisiik olmakla birlikte uyar1 yada yaralanma oldugunda
salimimi yaklasik 10 ile 40 kat artar. Ayrica endotel hiicresinin yiizeyinde yiiksek molekiil
agirlikli kininojen (HMWK) ve faktor VIIL, IX, IXa, X ve Xa i¢in baglanma bolgeleri
bulunmaktadir. Endotel hiicresinin yiizeyinde Faktér VIII ve X’un bulunmasi bu hiicrelerin.
faktor [X’a afinitesini diisiiriir. Boylece faktdr IX’un aktivasyonu ve baglanmasi gergeklesir ve
endotel yilizeyinde IXa-VII komplekslerinin olusumu tetiklenir. Faktor IXa endotele
baglandiktan sonra yikimi faktoér VIII ve X tarafindan inhibe edilir. Bu sayede endotel bagimli

prokoagiilan aktivitenin devamlilig1 saglanir.



Endotel hiicresi ¢esitli tromboregiilator maddeler i¢inde kaynak hiicrelerdir. Bu maddeler
trombus olusumunun erken fazlarinda fizyolojik yaniti diizenlerler. Bu maddelerin basinda
prostanoidler gelir. Prostaglandin I, trombosit agregasyonunu inhibe eder ve tromboksan A
bunun tersine agregasyonu arttirir. Bir diger tromboregiilatér madde EDRF/NO’tir. Nitrik oksit

trombosit adhezyonunu ve aktivasyonunu Onler.

Endotel hiicre yiizeyi ektoniikleotidazlari, bir diger tromboregiilator faktordiir. Bu
maddeler adenozin difosfati metabolize ederek trombositlerin kiimelenmesini dnler ve olusan
adenozin trombosit i¢ginde SAMP diizeylerini arttirir ve sonugta trombosit aktivasyonu inhibe
olur (22). Normal damar sisteminde pihtilasmay1 6nleyen en 6nemli faktorler olasilikla;

-Endotelin diizgiinliigii; ki bu intrensek pihtilagsma sistemininin aktivasyonunu
Onler,

-Glikokaliks tabakasi; endotelin i¢ yiiziine adsorbe olan mukopolisakkarit

pihtilagma faktorlerini ve trombositleri iterek pihtilasmanin aktivasyonunu engeller.

Endotel membranina bagli bir protein olan trombomodulin trombini baglar.
Trombomodulin ile trombinin baglanmasi pihtilasmayi yalnizca trombini ortamdan
uzaklastirmak sureti ile 6nlemez, fakat trombomodulin-trombin kompleksi bir plazma
proteini olan protein C’yi de aktive eder ve protein C, Faktéor V ve VIII’i inaktive
etmek yolu ile antikoagiilan etkinlik gosterir. Endotel duvari hasarlandiginda, hem
diizgiinliigiinii ve hemde glikokaliks ve trombomodulin tabakasini kaybeder; bunun
sonucunda faktor XII ve trombositler aktive olarak pihtilagmanin intrensek yolu
baslatilmis olur. Eger faktor XII ve trombositler endotel altindaki kollagen ile temas

ederse, aktivasyon daha da giiglii olur (23).

2.1.2.5. Miyokard Kontraktilitesinin Diizenlenmesi

Endotelial hiicrelerden salman NO’in kalpte belirgin bir etkisi p-adrenerjik reseptor
uyarisi ile olusan (+) inotropik ve kronotropik yaniti inhibe etmesidir. NO, vazodilatasyon
yapici etki ile arteryel tonusu ve kalp debisini, venéz doniisii ve ventrikiil dolma basincini,
koroner vaskiiler tonusu ve koroner perfiizyonu degistirerek kardiyak fonksiyonlara etki eder
(24).



2.2. Nitrik Oksit

1980°de Furchgott ve Zawadzki damar preperatlarinda asetilkolin ile olusturulan
gevsemelerde endotel bagimli bir faktoriin araci oldugunu gosterdiler ve daha sonra bu
endotel kaynakli gevsetici faktér olarak (Endotelium Derivated Relaxing Factor, EDRF)
olarak adlandirildi (25). Daha sonraki ¢alismalar EDRF’nin yar1 dmriiniin ¢ok kisa oldugunu
ve etkisinin nitrovazodilatorlere benzedigini gosterdi. 1986’da Furchgott ve Ignaro

birbirlerinden bagimsiz olarak EDRF’ nin NO oldugunu diisiindiiler (22).

Nitrik oksit siklik guanozin monofosfatta (sGMP)’da artma ve sonugta damar diiz
kaslarinda gevsemeye (vazodilatasyona) yol acan guanil siklazi aktive eder. Nitrik oksidin
yartlanma Omrii saniyelerle 6l¢iildiigli i¢in sadece {iretildigi kaynagin ¢evresindeki hiicreleri
etkileyebilir. Bundan bagka kisa yar1 omrii, NO’in etkilerinin esas olarak sentez hizi
tarafindan diizenlendigini kabul ettirmektedir. Nitrik Oksit kisa omiirlii ¢oziniirliigi olan,
cesitli hiicreler tarafinda iiretilen, sasirtict sayida efektor fonksiyona aracilik yetenegi olan
serbest radikal bir gazdir. Santral sinir sisteminde, kan akimi gibi norotransmitter salinimini
diizenler. Makrofajlar tarafindan mikroorganizmalar ve tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik bir

metabolit olarak kullanilir (16).

Nitrik oksit norotransmisyon veya vaskiiler tonus (¢oziiniir guanilil siklaz aktivasyonu
ile) gen transkripsiyonu ve mRNA translasyonu (Fe-duyarli elementler araciligi ile) ve
proteinlerinlerin posttranslasyonel modifikasyonu (adenozin difosfatin ribozillenmesi ile) gibi
yasamsal fonksiyonlar1 kontrol edebilir (26). Daha yiiksek konsantrasyonlarda NO, Fe bagl
enzimleri inhibe ederek veya direkt olarak DNA’lar ile etkilesime girerek parazitleri, timor

hiicrelerini harap etme yetenegine sahiptir (27).

NO’in etkilerinde araci olan temel faktor sGMP bagimli kinazlarin aktivasyonuyla
protein fosforilasyonunun saglanmasidir. NO diiz kas1 gevsetir, trombosit agregasyonunu
inhibe eder. Ancak NO, o kadar da masum bir madde degildir. Uygun sartlarda siiperoksit
anyonlar ile reaksiyona girerek oldukca toksik bir madde olan peroksinitrite dontigmektedir
(22).

2.2.1. Nitrik Oksit Sentezi



NO, L-Arginin, molekiiler oksijen ve NADPH’den nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan

sentezlenmektedir (16).
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Sekil 2.1 Nitrik Oksit sentezini stimiile eden faktorler (28).
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Sekil 2.2 Nitrik oksit sentezi (29).

NOS aktivitesi hiicre i¢ine kalsiyum girisi ile diizenlenmektedir. NO, kendi sentezini
enzim tizerinde feed-back inhibisyon yaparak kontrol eder. Bu feed-back inhibisyon NO’in
hem kofaktorii ile etkilesmesi yolu ile hem de NOS’ un NO aracili protein fosforilasyonunun
saglanmasi ile olugsmaktadir. Protein fosforilasyonu sGMP bagimli kinazlarin aktivasyonu ile

saglanir (22).
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Sekil 2.3 Nitrik oksidin sentez ve metabolizmasi(4).

2.2.2. Nitik Oksit Sentaz Enzimleri

Memelilerde nitrik oksit sentazin tii¢ izoformu tanimlanmistir ve bu enzimlerin
komplementer DNA ( cDNA )’lar1 izole edilmistir (30).

2.2.2.1. NOS-1 - Noronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS)

NOS-1, néronal NOS olarak da isimlendirilmistir. ilk olarak ¢esitli hayvan tiirlerinin
beyninde tanimlanmistir. Beyinde NOS-1 en ¢ok ¢oziiniir enzimdir ve SDS-PAGE’de 160
kDa molekiiler agirlikla go¢ eder (31, 32, 33). NOS-1 diisiik salinimli bir enzimdir ve
prototipik olarak néronlarda bulunur. Ca?*’la aktive kisa siireli pulsatil bir salimmi vardir
(30).



NOS-1 ekspresyonu sadece noronal hiicrelerle sinirlanmamistir. Ayn1 zamanda omurilik
(34), sempatik ganglionlar ve adrenal bez (35, 36) periferal nitrerjik sinirler (37, 38, 39),
akciger epitelyal hiicreleri, uterus ve mide (40), bobrek makula densa hiicreleri (40), ve

pankreatik islet hiicrelerinde de (41) tanimlanmustir.

NOS-1 aynm1 zamanda insan iskelet diiz kas hiicrelerinde, kobay, si¢gan ve insan

rabdomiyosarkom hiicre dizilerinde de bulunur. (42, 43, 44, 45).

2.2.2.1.1. NOS-1 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Bircok hiicrede eksprese edilen NOS-1’in ekspresyon diizeyi dinamik olarak
diizenlenebilir. Noronal hiicrelerde NOS-1 mRNA upregiilasyonu fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ajanlarla olusturulan stres ve travmaya noronal hiicrelerin cevabi olarak goriilebilir.
Formalinle olusturulan agr1 (46), 1s1 stresiyle olusturulan beyin travmasi, aksonal
transeksiyon, kolsisin tedavisi veya deneysel alerjik ensefalomiyelit (47, 48, 49) ve iskelet

kasinin kronik elektriksel stimiilasyonu (50) bu dinamik degisikliklere 6rnek verilebilir.

2.2.2.1.2. NOS-1 Aktivasyonunun Diizenlenmesi

NOS-1 Ca?* ve kalmodulin bagimli bir enzimdir (33, 51). Aktivitesi intraselliiler Ca?*
konsantrasyonlarindaki fizyolojik degisimler ile diizenlenir. Bdylece, hormonlar ve
ndrotransmitterler ndronlar ve diger hiicrelerde enzim aktivasyonuna neden olacak

intraselliiler Ca?* artisina yol agar (31).

NOS-1 proteini subselliiler lokalizasyonludur. Noronlarda hem membranal hem de

stoplazmada bulunur. Néronal NOS-1 proteinin %30-60’1 membranaldir (52).

2.2.2.2. NOS-2 - indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Enzim ilk olarak sican makrofajlarindan izole edilmistir. NOS-2 bir¢ok hiicre tipinde

sitokinler, LPS ve ¢esitli diger ajanlar tarafindan indiiklenebilir (53, 54). Makrofajlardaki bu



enzim NOS-2 SDS-PAGE’de 125 kDa agirhginda molekiiler kitleye sahiptir ve genellikle

¢Oziinebilir bir enzimdir.

2.2.2.2.1 NOS-2 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Indiiklenmeyen hiicrelerde NOS-2 ekspresyonu genellikle c¢ok diisiiktiir veya fark
edilmez. Makrofajlar ve diger hiicrelerde bu enzimin ekspresyonunu indiikledigi fark edilen

ilk ajanlar LPS, IL-1, TNF-a, ve IFN-y gibi sitokinlerdir (30).

Fakat NOS-2’nin sitokinler tarafindan indiiksiyonunu engelleyen ¢ok sayida bilesik
bilinmektedir. Ik olarak inhibitor sitokinler ve biiytime faktorler vardir. IL-4 (55, 56) IL-8,
IL-10, monosit kemotaktik protein-1 ve makrofaj deaktive edici faktor, makrofaj ve
notrofillerde NOS-2 indiiksiyonunu inhibe eder. Glukokortikoidler, endotelyal hiicreler,
makrofajlar, fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinde NOS-II indiiksiyonunun etkili
inhibitérleridir (57, 58). Insan NOS-2 geni bir¢ok inflamatuvar hastalikta asir1 eksprese olur.
In vitro, insan hiicreleri NOS-2 indiiksiyonu icin tipik olarak IFN-y, IL-IB ve TNF-a igeren

sitokin karisimina genel olarak gereksinim duyarlar.

2.2.2.3. NOS-3 - Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

NOS-3 ilk olarak endotelial hiicrelerde tanimlanmistir (59). Endotelial NOS-3 % 90’dan
fazla membranaldir. Coziinmiis enzim 135 kDa agirliginda denatiire molekiiler agirlik gosterir
(59, 60).

NOS-3 icin spesifik antikor kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal c¢aligmalarla,
enzim g¢esitli tipte arteriyel ve vendz endotelyal hiicrelerde (61), insan plasenta
sinsitotrofoblast hiicrelerinde (62), bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinde (63), kopek kolon
interstisyel hiicrelerinde (64) ve sican hipokampus ve diger beyin bolgelerinde (65) lokalize

edilmistir.



2.2.2.3.1 NOS-3 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Egzersiz ve akim stresi, NOS-3 ekspresyonunu upregiile eder (66, 67). Insan primer

pulmoner arter endotelyal hiicrelerinde (68) ve kiiltiire edilmis sigir pulmoner arter

hiicrelerinde (69) ve sigir pulmoner arter endotelyal hiicrelerinde (70) hipoksi NOS-3 mRNA

ve/veya proteinini azaltmistir. Arnet ve arkadaslari 1996°da sigir aortik endotelyal

hiicrelerinde diisiik Oz basincinda (%]1°lik) inkiibe edilmis hiicrelerde NOS-3 mMRNA ve

protein ekspresyonunun upregiilasyonunu goérmiislerdir.

2.2.2.3.2 NOS-3 Aktivasyonunun Diizenlenmesi

Ca?* kalmodulin bagiml bir enzim gibi (59, 60) endotelial NOS-3 intraselliiler serbest

Ca?" konsantrasyonlarinin artmas1 sonucu olarak agonistler tarafindan aktive edilebilir. Benzer

sekilde enzim aktivitesinde de degisiklikler olur (31).
2.2.3. Nitrik Oksit Sentaz Inhibitorleri;

NC-monometil-L-arginin (L-NMMA)
NC-nitro-L-arginin (L-NA)
NC-amino-L-arginin (L-NAA)
7-nitroindazol (7-NI)
L-NC®-nitro arginin metil ester (L-NAME)
N-iminoetil-L-ornitin (L-N10)
Aminoguanidin AMG
Agmatin AGM

(71)

2.2.4. Nitrik Oksid Donérii ilaclar

inhibitor etki

NNOS=eNOS>INOS
nNOS=eNOS>>INOS
NNOS=iNOS>eNOS
nNNOS=eNOS=iNOS

INOS>eNOS=nNOS
INOS>eNOS=nNOS
eNOS>INOS>nNOS

- S-Nitrozotioller: NO dondrii ilaglarin 6nemli bir grubudur.

- Organik Nitratlar: Nitrogliserin, izosorbid dinitrat ve mononitrat bu gruptandir ve

uzun siiredir anjina pektoris tedavisinde vazodilator olarak kullanilmaktadir.



- Demir-Nitrozil Kompleksleri: Na-Nitroprussid vazodilator olarak hipertansif kriz
tedavisinde klinik olarak kullanilmaktadir.

- Sidnoniminler: Bu molekiiller Morpholine’den olusan heterosiklik bilesiklerdir.

- C- nitrozo-bilesikler

- Sekonder amin/NO kompleks iyonlar (41).

2.2.5. Nitrik Oksidin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

2.2.5.1. Kalp

NO’in birgok yonden kardiyak miyosit biyolojisindeki diizenleyici rolii kanitlanmistir.
NO kalp fonksiyonlar1 iizerinde oOnemli etkilere sahiptir. NO, kardiyak miyosit
kontraksiyonunun diizenlenmesinde fizyolojik 6neme sahiptir. Kalp kasinda NOS’un {i¢
izoformu da bulunur. Bu {i¢ izoform tarafindan da iiretilen NO kalp kasinda her bir NOS

izoformunun ekspresyon ve aktivitesini siki bir sekilde diizenler (72).

NOS-1 proteini kobay kalbinde sempatik sinir u¢larinda ve hem kolinerjik hem de non-
adrenerjik, non-kolinerjik sinir uclarinda gosterilmistir (40, 73). insanoglunu da igeren cesitli
tirlerde ve kemirgenlerde arteriyel kapillerler ve venlerden, ve endokardiyumdan alinan
endotel hiicrelerinde NOS-3 (eNOS) eksprese edilmistir (74, 75). Endotel hiicrelerine ilaveten
bir ¢ok tiirde atrium, atrioventrikiiler nod ve ventrikiiler doku kardiyomiyositlerinde eNOS
eksprese edilmistir. eNOS’un kalpte eksitasyon kontraksiyon olaymnda potansiyel bir rolii

vardir (74,76).

Feron ve arkadaglar1 gostermistir ki, endotelial hiicrelerde oldugu gibi kardiyak
miyositlerdeki  palmitoyllenmis ve myristoyllenmis eNOS, hiicre membraninda
glikosfingolipidden zengin deterjanda ¢oziilemeyen mikro bdlgelerde yerlesmistir. Bunlar
“kaveol” olarak isimlendirilmektedir. eNOS’un kalpte eksitasyon kontraksiyon olayinda
potansiyel bir rolii vardir (77). Sigan kardiyak miyositlerinde eNOS, kaveolinin Kaveolin-3
izoformu ile ko-immiinopresipite edilmistir (77). eNOS proteinindeki caveolin-baglayici
bolgeler kardiyomiyositlerde eNOS ve caveolin 3 arasinda daha 6nce eNOS ve caveolin-I

arasinda gosterildigi gibi protein-protein etkilesmesini gosterir (78, 79).



Kalp kasindaki bir ¢ok hiicre tipi arasindan kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve
kardiyak miyositlerin inflamatuar stokinler tarafindan stimiile edilen iNOS’u eksprese ettigi
bilinmektedir (75, 80). Kalp yetmezligi ile sonuglanan bir ¢ok kardiyovaskiiler hastalikta
TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin ekspresyon ve iiretimlerinin artmasiyla iliskili olarak in-
vitro iINOS gen transkripsiyonunuda arttirdigi bilinmektedir (81, 82). INOS ekspresyonunun
miktari, kalp yetmezlikli hastalarin miyokardiyumunda daha ¢ok heterojenite gostermektedir
(81, 83). iskemik kardiyomiyopatiye bagli ileri evre kalp yetmezligi, sepsis ve miyokarditli
hastalarda, iINOS infarkte ve non-infarkte alanlar igeren kardiyak miyozitlerde ve infiltrate
makrofajlarda immiinolojik olarak bulunmaktadir (84). iNOS aktivitesi degiskendir ve
infiltrate olmus makrofajlarin miktar ile iliskilidir. iNOS’un immiinolojik olarak pozitivitesi

kardiyomiyopatinin etyolojisi ile ¢esitlilik gdstermektedir (84).

Baz1 caligmalar iNOS ekspresyonundaki artist idiyopatik kardiyomiyopati ile
siirlandirmislardir ve diger bazilari ise artmis ekspresyonu sadece iskemik koroner arter
hastaligina sekonder kalp yetmezlikli hastalarda ve sepsisle iligkili miyokardiyal
disfonksiyonda rapor etmislerdir (84, 85). Miyokardiyumda farkli hiicrelerde iNOS
ekspresyonu zamana bagl olarak degisiklik gosterebilir ve bu sekilde doku &rneklerinde
hastaligin progresyonu test edilebilir. Kardiyomiyositlerde eksprese edildigi bilinen iki
izoform eNOS ve INOS’dur. Makrovaskiiler endotelial hiicrelerde oldugu gibi, kiiltiire
edilmis ventrikiiler kardiak miyositlerde de eNOS mRNA artis1, TNF-a, interlokin1p (IL1-f)
ve interferon y (IFN-y) gibi inflamatuar sitokinler tarafindan baskilanir (74, 86). Kalp
yetmezlikli hastalarin vaskiiler yapilarinda NO ve endotel bagimli gevseme ile ilgili yapilan
caligmalar, kalp yetmezliginde artmis vaskiiler rezistans alanlarinda eNOS downregiilasyonu

ile ilgili ¢alismalara onciiliikk etmektedir.

Son yapilan bir ¢calismada sican ventrikiiler kas1 mikrovaskiiler endotelial hiicrelerine
karsin kardiyak miyositlerde eksprese edilen eNOS’un farkli regiilasyonu gosterilmistir.
Kiiltiire edilmis hiicrelerin invitro B-adrenerjik agonistler ile tedavisini veya ratlarin in vivo
milrinon ile tedavisini takiben sAMP’deki artislar, mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde degil
fakat kardiyak miyositlerde eNOS mRNA’nin selektif downregiilasyonu ile iliskilidir (87).
eNOS aktivitesi ve protein diizeylerinin sigan kalbinde pertusis toksini tarafindan

etkilendigine dair kanitlar vardir (88).

Ca?"’dan bagimsiz mekanizmalarda akim stresi bazal NO salmimini stimiile eder (89).



Pinsky ve arkadaslar1 NO sinyallerinin kalbin 6n yiik ve arka yiikiindeki degisiklikler
tarafindan modiile edildigini gostermislerdir. Endotelyal hiicreler, deneysel kosullarda NO
iretiminin ana kaynagidir (90). Elektriksel olarak stimiile edilen eriskin rat ventrikiiler
miyosit kiiltiirlerinde Kaye ve arkadaslar1 gostermistir ki, miyositlerde NO {iiretimi
kontraksiyonlarin sikliginda artis ile aktive edilebilir ve NOS inhibitorleri ile inhibe edilebilir

(91).

B1 ve B2 reseptorler lizerine etkili olan katekolaminlerin kardiyak miyositlerde protein
kinaz A bagimli L-tipi Ca®* akiminin upregiilasyonu ve SAMP’yi arttirarak intraselliiler Ca®*
konsantrasyonlarini1 ytikselttikleri iyi bilinmektedir. Kiiltiire edilmis neonatal ve erigkin
ratlarin ventrikiiler miyositleri, B1 veya P2 agonistlere maruz kaldiginda NO saliniminda L-
NMMA ile inhibe edilebilir bir artisa sebep olur (92). SAMP analoglari, GTP’ler ve Ca?*
kanallarin1 aktive eden dihidropridin klasik G protein bagli B1 veya B2 adrenerjik yolla eNOS

aktivasyonuna neden olur ve NO sinyalini arttirir.

Insan ventrikiiler kasinda (-) inotropik etkisi oldugu daha &nce gosterilen PBs
adrenoreseptdr aktivasyonu eNOS aktivasyonu ile birliktedir ve intraselliler sGMP
konsantrasyonlarinda L-NMMA ile innibe edilebilir bir artist i¢erir (93). Hem sGMP de hem
de (-) inotropik etkideki artislarin pertusis toksini ile tamamen inhibe edilmesi kuvvetli bir
sekilde gostermektedir ki insan kalbinde B3 adrenoreseptorler Gino proteinleri yoluyla NOS

aktivasyonu ile baglantilidir (94).

Kardiyomiyositlerde predominant olarak eksprese edilen muskarinik (M2) reseptorler
kalp hiz1 ve kontraksiyon giicii lizerinde asetilkolinin negatif etkilerine aracilik eder ve bunu
Gui bagimli adenilsiklaz inhibisyonu veya potasyum akimlarina (IK-Ach) spesifik Guq
baglanmasi ile yapar (95). Rat kalplerinden izole edilen ventrikiiler miyositlerde muskarinik
reseptor stimiilasyonu reseptorlerin kaveolaya transloke olmasina onciiliik eder ki, burada
fosfoinositid yolunun komponentleri (fosfolipaz C igerir), sarkoplazmik retikulum Ca®

salimim kanallar1 ve eNOS ko-lokalize olmustur (77).

Endotelyal hiicrelerde bir kaveolin/eNOS diizenleyici siklus mevcuttur. Bu protein-
protein etkilesmesi e-NOS’a Ca?* bagimli kalmodulin baglanmas ile denge icerisindedir (78).

Intraselliiler Ca?* ve kalmodulin baglanmasindaki agonist bagimli artislar kaveolin ile yer



degistirerek eNOS’un aktive olmasina onciiliilk eder ve béylece NOS’un tonik inhibisyonuna

aracilik eder.

Muskarinik kolinerjik indiiklenmis intraselliiler cGMP artis1 ve kontraksiyon hizinda
azalma (ki bunlarin eNOS bagimli oldugu daha 6nce gosterilmisti) (96), transfekte neonatal
rat miyositlerinde kaveolin-3’in asir1 salinimini ortadan kaldirir. Tiim ©6nemli sinyal
proteinlerinin ayni subselliiler kompartmanda ko-lokalizasyonlar1 eNOS aktivasyonu igin

herhangi bir membran reseptdriine baglanmay1 gerektirir (97).

Sitokinler ve inflamatuar mediatorler iNOS geninin transkripsiyonel regiilasyonuna etki
ederler. Bunun yaninda yapisal olarak eksprese edilen eNOS’un direkt aktivasyonu ile
kardiyovaskiiler dokuda NO salinimini arttirabilirler. Endotoksin ile indiiklenen aortik endotel
hiicrelerinden NO benzeri bir madde salgilanir (98). Kardiyak miyositlerde IL-1p , TNF-a ,
IFN-y ve TGF- B gibi birgok sitokinin iNOS ekspresyonu {izerine etkisi ¢alisiimistir (99, 100).
Bir iNOS onciisti ile transfekte edilmis neonatal rat ventrikiiller miyositleri kullanilarak
kardiyomiyositlerde iNOS gen ekspresyonunda anahtar rol oynayan diizenleyiciler
tanimlanmistir. Bunlar NFxB, IFN-RF, sAMP duyarli element baglayici proteini (CREB)
icerir (101).

Kalp kas1 hiicrelerinde NO’in intraselliiler etki mekanizmalart:

- sSGMP bagimli guanil siklaz aktivasyonu

- sSGMP bagimsiz mekanizmalar

Galione ve arkadaglari 90’larin baslarinda gostermislerdir ki, cGMP riyanodin
kanallarindan intraselliiler Ca?* salinimimi ADP ribozil siklaz ve ardindan sADP riboz artislart
ile aktive eder (102). Kardiyak miyositlerde iNOS sitokinler ve endojen NO araciligi ile
indiiklenir (103).

L-Tipi Ca?* kanallar1 S-nitrozotiyoller ile direkt olarak inhibe edilir (104). NO’nun
eksitasyon-kontraksiyon kenetlenmesinde (coupling) antagonistik etkisi vardir. Buna ilaveten
glikolitik enzimlerde ve mitokondrial solunumda anahtar rol oynayan NO, ayni zamanda

oksijen tiiketimini ve kalpte ATP tiikketimini etkilemektedir (75, 80, 105).



Septik sokta yliksek miktarda NO ve siiperoksid anyonu olusumu, sitokin stimiilasyonu
altinda yiiksek iNOS salinnmi sonucu meydana gelir. Septik sokta myokardiyal

disfonksiyondan, peroksinitrat sorumlu tutulmaktadir (106).

Endokardiyal eNOS tarafindan endojen olarak iiretilen NO’nun pozitif lusitropik etkisi
vardir (107). Bradikinin ile stimiile edilen endotel hiicrelerinde parakrin NO iiretimi
goriilmiistiir (108). eNOS’un bradikinin ve P maddesi ile stimiilasyonu, domuzlarda sol
ventrikiil diastolik basincini diisiirmiistiir ancak sistolik parametrelerde belirgin bir degisiklik

olusturmamuistir (109).

NO salimimint arttirdigi bilinen P maddesi, intrakoroner olarak infiize edildiginde sol
ventrikiil sitolik basincindan bir diisiise neden olmustur (110). NOS inhibit6rleri tarafindan
eNOS’un inhibisyonu, myokardiyal oksijen tiiketimini azaltir. Bu etki NO’nun ufak
dozlarmin kiigiik pozitif inotropik etkisi ile koreledir (111). Anjiotensin donistiiriicii enzim
(ADE) inhibitorleri ile tedavi, endojen NO iiretimindeki artiglar ile bazal myokardiyal O2
tiketimini depresse eder. NO, myokardiyal solunumu modile eder (112, 113). NOS
tarafindan endojen olarak iiretilen NO, kalp kas1 lizerinde katekolaminlerin etkisini azaltarak
negatif inotropik etki olusturur (96). eNOS’un inhibisyonu, izoproteronol stimiilasyonuna
olan pozitif inotropik cevabi potansiyalize eder (114). Endojen NO iiretimi, myokardiumda
adrenerjik olarak indiiklenen ventrikiiler aritmiler i¢in esigi yiikseltir (115). Endojen NO, -

adrenerjik stimiilasyona kontraktil yanitsizlig1 azaltir (116).

Yiiksek verimli iNOS tarafindan {iiretilen NO biiyiikk konsantrasyonlari myokardiyal
depresyona neden olur. Inflamatuvar olaylarda oksidasyon yoluyla depresyona yol acar.
Invitro lipopolisakkarit ve sitokinler ile muamele edilmis domuz kardiyositlerinde TNFo. ve
interlokinl B ile muamele edilen perfiize kalplerde NOS inhibitorleri kontraktil fonksiyonu
tyilestirir. iINOS enzim aktivitesi ve iINOS proteini immiinohistokimyasal olarak idiopatik

dilate kardiyomyopatide artmistir ve bu diizeltilmis kontraktil performans ile iligkilidir (83).

Idiopatik dilate kardiyomyopati ve post partum myopati, immiinkardiyomyopati,
myokardiyal enfarktiis gibi kardiyak disfonksiyon durumlarinda iNOS aktivitesi ve protein
diizeyi artar (117). Inflamatuvar sitokinlerden TNFa sepsiste ve kalp yetmezliginde iNOS
indiiksiyonunu arttirmistir.  Kontraktil disfonksiyonda NO iiretimi goriilmektedir. NOS



inhibitdrleri ile tedavide bu durum tersine doner. Kardiyak myositlerde iNOS’un rolii sadece
kontraktil fonksiyonla sinirli degildir. Viral enfeksiyonlardan sonra myokardiyal hasarin
derecesini modiile etmek icin iNOS ekspresyonu meydana gelir. NO’nun biyolojik etkileri

muhtemelen mikrogevre tarafindan etkilenmistir (72).

NO’un paradoksal dogasina baska bir 6rnek de kan basincinin regiilasyonudur. Kan
basinct sabit bir bigimde NO konsantrasyonundaki fizyolojik ylikselme ve algalmalarla
ayarlanmaktadir. Bununla birlikte, endotoksik sokta goriildiigii gibi ¢ok miktarda NO salgisi
fatal bir dolasim yetmezligine yol acar (118, 119)

2.2.5.2 Vaskiiler Diiz Kas

Endotelial hiicrelerden salinan nitrik oksit arteriel dolasimda 6nemli bir regiilatordiir. Bu
yolla doku perfiizyonunda onemli bir rol oynar. Damarlardaki kan akisi endotelyumun
liminal yiizeyinde bir siirtinme kuvveti olusturur. Bu siirtinme kuvveti siirekli bir NO

salinimi i¢in major bir stimulustur.

Endotelin-1, prostasiklin, prostaglandin H», superoksit anyonu ve endotel kaynakli
hiperpolarizan faktdr gibi bir¢ok endotelial kaynakli vazodilatdr ve vazokonstriiktor
otakoidler bulunmasia ragmen bu otakoidlerden higbiri vaskiiler tonus ve hemostazisin
diizenlenmesinde serbest radikal olan NO kadar kilit bir rol oynamaz (120).

Vaskiiler endotelial hiicrelerde bulunan NOS enzimi multidomain bir enzimdir. Heme,
L-Arginin ve tetrahidrobiopterin (THs) igin baglanma bolgeleri bulunan bir N-terminal
oksijenaz bolgesi, flavin mononiikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid (FAD), nikotin
adenin diniikleotid (FAD), nikotin adenin diniikleotid fosfat (NADPH), kalmodulin (CaM)
baglanma bdlgeleri bulunan bir rediiktaz domainine sahiptir (121). NO’in intraselliiler SGMP
konsantrasyonlarini arttirmak i¢in ¢oziiniir guanilil siklaz1 aktive etme yolu ile relaksasyonu
arttirdig1 tanimlanmustir. sSGMP sirasiyla G kinazi aktive eder ve sonrasinda diiz kas (Ca?*)y’
nu arttirir. NO’in diiz kas hiicrelerinde (Ca?!)i’nu diizenleyen proseslerden bir cogunu
etkiledigi gosterilmistir fakat, bu etkilerin tiimii sGMP artisina dayanmamaktadir. NO, G

kinazi aktive ederek intraselliiler depolardan Ca?" salmimiini azaltir, bu da sirastyla inozitol

trifosfat (IP3) reseptorlerini fosforile ve inaktive eder (122).



2.2.5.3. Trombositler

Endotel kaynakli nitrik oksit, trombositlerin adhezyon, agregasyon ve aktivasyonunu
guanilil siklaz1 aktive etmek yolu ile inhibe eder (123). Kiiltiire edilmis endotel hiicreleri
bradikinin ile stimiile edildikleri zaman trombosit adhezyonunu inhibe edebilecek miktarda
NO salgilarlar (124).

Nitrik oksidin bazal ya da stimiile edilmis salinimi, endotelyal yaralanmalarda ve
agregasyona neden olan ajanlarca olusturulan trombosit agregasyonunda inhibisyona ve
kanama zamaninda bir artisa neden olur (125). Buna ilaveten vaskiiler yapilardan liimene

trombositlerdeki SGMP diizeylerini arttiran bir NO salinimi vardir (126).

Tromboksan A», adenozin difosfat ve matriks metalloproteinaz, trombosit
fonksiyonlarini aktive eden reaksiyonlara arcilik eder (127). Prostasiklin, ADP az ve nitrik
oksit, trombosit inhibitor yolaklarini regiile eder (128). Endotel hiicrelerinde L-argininden NO

yolagiin tanimlanmasi trombositlerdeki NOS enziminin varliginda olmaktadir (129).

2.2.6. Nitrik Oksidin Diger Sistemler Uzerine Etkisi;

Nitrik oksit (NO), santral ve periferik sistemde hem serbest oksijen radikali, hem de
ndrotransmiter olarak islev gdoren bir gazdir (130). NO’in noradrenalin ve dopamin salinimi,
bellek ve O0grenme, serebrovaskiiler sistemin ve nosiseptif duyularin diizenlenmesi, koku
alma, yemek yeme gibi bir¢ok fizyolojik islevin ger¢eklesmesinde rolii vardir. Son yillarda
NO’in depresyon, bipolar afektif bozukluklar, sizofreni, otizm ve migren gibi néropsikiyatrik
hastaliklardaki rolii yaygin olarak aragtirilmistir (131, 132, 133, 134, 135). Nitrik oksit immiin
reaksiyonlar sirasinda hem makrofajlar hem de noétrofiller tarafindan tretilmektedir (136, 137,

138, 139).

Nitrik oksit timor hiicrelerine ve diger hiicrelere sitotoksik oldugu gibi ayn1 zamanda
bir karsinojen olarak da rol oynayabilir. Fizyolojik sartlarda NO sekonder aminleri

karsinojenik N-nitroso bilesiklerini olusturmak iizere nitrozilleyebilir (140).

Nitrit oksit ayn1 zamanda trombosit fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynar. Bazal yada stimiile edilmis nitrik oksit salinimi bazi agregasyon yapici ajanlarin ya da



endotelial yaralanmanin indiikledigi trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve kanama

zamaninda artis ile sonuglanir (141).

Nitrik oksit bolgesel renal kan akimi, renal otoregiilasyon, glomeriiler filtrasyon, renin
salinim1 ve tuz atilimi gibi renal fonksiyonlarin kontroliinde rol oynayan en énemli parakrin
mediatorlerinden birisidir (142). Bobrekten nitrik oksitin eNOS, nNOS ve iNOS formlarinin
her iici de salinir (143). Nitrik oksitin bdbrek fonksiyonlar1 igerisinde en Onemlileri
renovaskiiler direncin azalmasi, renal kan akiminin diizenlenmesindeki basing degisikliklerine
olan yanitin ve glomeriiler filtrasyon oraninin azalmasi, renin atiliminin stimiilasyonu ve
tubuler sodyum reabsorbsiyonunun inhibisyonudur. Ayni zamanda diyabetik nefropati,
inflamatuar glomeriiler hastaliklar, septik sokta akut renal yetmezlik ve kronik renal

yetmezlik gibi bir ¢cok renal hastaligin patogenezinde de rol oynamaktadir (144).

2.3. G PROTEINLERI

Sinyal ileten G proteinleri GTP azlar kabaca iki sinifa ayrilir.
-Heterotrimerik G proteinleri
-Tek bir a subunit igeren kiigiik G proteinleri (p21-ras gibi) (145)

2.3.1. Heterotrimerik G Proteinleri

Heterotrimerik G proteinleri hiicre membranindan igeriye sinyal ileten molekiiler
anahtarlardir. Hiicre membran reseptorii bir agonist tarafindan isgal edildigi zaman, reseptor
aktivitesinde uygun degisiklikler olusturulur ve bu sinyal ilgili G proteinini aktive eder.Bu da
daha sonra efektorii aktive eder. G protein aracili sinyal iletim sistemi sinyalin

amplifikasyonunu igerir (145).

2.3.2. Kii¢iik G Proteinleri



Kiigiik GTP baglayici proteinler (G proteinleri) molekiil agirliklar1 20-40 kDa olan
monomerik G proteinleridir. Mayalardan insanlara tiim 6karyotlarda bulunur ve 100’den fazla

tiyesi olan bir superfamilya olusturur (146, 147, 148).

Bu superfamilya yapisal olarak 5 familyaya ayrilir.

-Ras

-Rho/Rac/Cdc 42

-Rab

-Sarl/Arf

-Ran

Birgok hiicresel fonksiyonu regiile ederler ;

-Ras familyas1 gen expresyonunu,

-Rho familyas1 (Rho/Rac/Cdc42) hiicre iskeleti reorganizasyonunu ve gen
ekspresyonunu,

-Rab ve Sarl/Arf familyasi intraselliiler vezikiil trafigini,

-Ran familyas1t G1, S ve G2 fazlarinda niikleostoplazmik transportu ve M fazindaki

mikrotiibiil organizasyonunu diizenler (148).

2.3.2.1. Rho

Rho geni ilk olarak 1985°de Aplysia’dan bir Ras homologu olarak klonlanmis ve bunu
kisa stire sonra li¢ insan homologu RhoA, RhoB, RhoC izlemistir (149). RhoA, Ras
superfamilyasinin kii¢iik bir G proteinidir. Aktif bir GTP bagh form ile inaktif GDP bagh
form arasinda gider gelir. RhoA hiicre iskeleti organizasyon, hiicre proliferasyonu,
farklilagmas1 ve gen regiilasyonu gibi farkl hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekmektedir. RhoA
ve onun downstream efektorii Rho-kinaz (ROCK) vaskiiler endotel disfonksiyonuna aracilik

eden 6nemli sinyal transdiiksiyon mekanizmalaridir (150).

Rho’nun aktive olabilmesi igin geranilgeranile olmus C-terminal ucu ile membrana
tutunmasi gerekir. Guanin niikleotid degisiminden sonra, Rho, Rho-kinaz, protein kinaz N,
rhophillin, rhotekin, citron, p140 mDia ve fosfolipaz D gibi efektorler ile etkilesime girer

(151).



2.3.2.2. Rho/Rho-Kinaz Yolag

En iyi tanimlanmis Rho efektorii olan Rho-kinazin iki izoformu vardir;
-ROK a (ROCK-2)
-p160 ROCK (ROCK-1 veya ROK f)

Rho-kinazlar serin/treonin protein kinazlardir. Bir amino-terminal Kkatalitik kinaz
bolgesi, Rho-GTP baglanan bir kivrilmis sarmal bolgesi ve sisteinden zengin bir parca ile

ayrilmig C-terminal plekstrin homoloji bolgesi igerirler (152).

Kas hiicresi kontraksiyonunda ve kas olmayan hiicrelerde hiicre iskeletinin
organizasyonunda molekiiler motor miyozin-II'nin fosforilasyonu 6énemlidir. Miyozin-II’nin
serin 19°daki diizenleyici hafif zincirinin fosforilasyonu miyozinin intrinsik ATP’az

aktivitesini arttirarak aktomiyozin baglanma hizini ve giicinii arttirir (153, 154).

Diiz kas miyozin hafif zincir fosfatazi (SMPP-IM) tip-I serin treonin fosfatazdir. 110-
130 kDa’luk miyozin baglayan altiinite, 37 kDa’luk katalitik alt iinite ve 20 kDa agirliginda
fonksiyonu bilinmeyen bir alt Ginite igerir. Diiz kas miyozin hafif zincir fosfatazi (SMPP-IM)
miyozin baglayici bolgesi aracilig ile fosforile miyozin hafif zinciri baglar ve onu defosforile
eder (155). Protein kinaz C ile aktive edilen fosfataz inhibitorii, CPI-17 indirekt olarak SMPP-
IM’1 inhibe eder. CPI-17 miyozin fosfatazin katalitik subunitinin fosforilasyon bagimli bir

inhibitdriidiir (154).

Miyozin hafif zincirin fosforilasyon basamagi fosforilasyonu arttiran serin-treonin
protein kinazlar ve fosforilasyonu azaltan miyozin fosfataz tarafindan gift tarafli olarak

diizenlenir.

Protein kinazlardan miyozin hafif zincir kinazi 10% M sitozolik kalsiyum diizeyleri ile
aktive olur. Miyozin hafif zincir fosforilasyonu kalsiyum yoklugunda da meydana
gelmektedir. Bunun bazal bir miyozin hafif zincir kinaz aktivitesine mi yoksa diger kinazlara

bagli m1 oldugu tartigma konusudur (156).



Simdilerde integrin bagimli kinazin kalsiyumdan bagimsiz bir sekilde miyozin hafif
zincirini fosforile ettigi gosterilmistir(152, 157). Kalsiyum aracili bu yolak uzun zamandir
miyozin hafif zincir fosforilasyonunun diizenlenmesinde ana mekanizma gibi goriinse de, diiz
kas hiicrelerinde kalsiyuma duyarsiz bir mekanizma ile miyozin hafif zincir fosforilasyonunun
diizenlendigi ikinci bir yolak bulunmustur. Cesitli fizyolojik stimuluslarin serbest sitozolik
kalsiyum konsantrasyonlarinda bir artma olmaksizin da diiz kas kontraksiyonunu
indiikleyebilecegi gosterilmistir (152, 158). Daha sonra yapilan calismalar kalsiyumdan
bagimsiz bu diizenlemenin miyozin fosfatazin inhibisyonu yolu ile oldugunu ve monomerik

GTP baglayici protein Rho’yu da igerdigini géstermistir (152,153).

RhoA’nin aktivasyonu Rho-kinazin aktivitesine Onciilik eder. Rho-kinaz daha sonra
enzimin inhibisyonu ile sonug¢lanan miyozin fosfatazin diizenleyici miyozin baglayici
sublinitinin fosforilasyonuna neden olur (152). Boylece artmis aktomiyozin etkilesmesi
kalsiyum aracili miyozin hafif zincir kinaz aktivasyonu ve Rho-bagimli miyozin hafif zincir
kinaz defosforilasyonunun inhibisyonu yolu ile gergeklestirilebilir. Her ikisi de miyozin hafif

zincir fosforilasyonunu arttirir (152).

Rho/Rho-kinaz yolagi, myozin II’'nin myozin hafif zincirinin (MHZ) fosforilasyon
diizeylerini modiile eder, bunu myozin fosfatazin inhibisyonu ile gerceklestirir ve bu
fenomene agonistle indiiklenen Ca®" duyarlasmasi ad1 verilir (159). Rho-kinazin en 6nemli
substrati miyozin hafif zincir fosfatazdir ve miyozin baglayici subiinitinin Rho-kinaz aracili
fosforilasyonu ile inaktive edilir (160). Rho kinazi inhibe etmek igin farkli bilesikler
gelistirilmistir. Bunlar arasinda Y-27632 ve fasudil (HA-1077) vardir (152).

Rho/Rho-kinaz yolaginin antagonize edilmesi, vazodilatasyona (161), spazmolitik
etkiye (162,163,164), penis ereksiyonuna (165, 166), norotransmitter saliniminin
inhibisyonuna (167) ve vas deferensin myojenik ve elektriksel aktivitesinin baskilanmasina

neden olur (168).



;-protein bagh reseptir

Altomiyosin capraz kipriileri

Sekil 2.4 Rho Rho-kinaz yolagi(152).
Rho/ROCK yolu eNOS gen ekspresyonunun ve insan endotel hiicrelerinde enzim
aktivitesinin siipresyonunda 6nemli bir rol oynar ki bu azalmig NO salimina sebep olur, ve bu

da, ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin artmasina sebep olur (150).
Ca?* duyarlastirict bir mekanizma olan Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonu, vaskiiler diiz kas
tonusunun diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. Bu yolagin inhibisyonu, hipertansiyon

tedavisinde yeni bir terapdtik hedef olabilir (7).

Simdilerde insan endotel hiicrelerinde trombinin eNOS gen ekspresyonunu ve

RhoA/ROCK yolagi lizerinden bu enzimin aktivasyonunu baskiladig1 gosterilmistir (9).

Rho-kinaz sadece Rho tarafindan degil ayni zamanda arasidonik tarafindan da aktive

edilir. Arasidonik asit diiz kas hiicrelerinden ¢esitli agonistlere yanit olarak salinir (169).

2.3.2.3.Rho Rho-kinazin diizenlenmesi

Rho’nun kendi aktivitesi li¢ grup protein tarafindan diizenlenir.



-GTPaz aktive edici proteinler (GAPS): Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini arttirarak
GTP bagli Rho’nun inaktivasyonunu kolaylastirir.

-GTPaz ayirict inhibitérler (GDIs): Bazi Rho ailesi GTPazlarinin membrana
baglanmalarini inhibe eder. Niikleotid ayrilmasini ve aktivasyonunu 6nler (170).

-Rho spesifik guanin nukleotid degisim faktorleri (Rho GEFs): GDP’nin ayrilip

GTP’nin baglanmas: ile Rho aktivasyonuna onciiliik eder.

Son zamanlarda Rho GEF proteinleri Rho aktivitesinin ana regiilatorii olarak
goriilmektedir. GEF aktivitesinin protein kinazlar, fosfatidil inozitol kinazlar gibi ¢esitli sinyal
ileten molekiiller tarafindan veya sadece dimerizasyon yolu ile diizenlendigi ileri
stiriilmektedir (171).Rho aktivitesi ayn1 zamanda ¢ok sayida G proteini bagl reseptorler

tarafindan da diizenlenebilir (172).

Biiyiime faktiriin -protein bagh
reseptirii reseptor

Integrinler Sitokin
reseptirii

Sekil 2.5 Rho aktivitesinin diizenlenmesi (152).

2.4. HUCRE KULTURU

2.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Tanim



Hiicre kiiltiirii canl1 bir doku ya da organdan alinan kii¢iik bir par¢anin in vitro ortamda
biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi iglemidir. Giinlimiizde sitogenetik, biyokimyasal ve molekiiler
biyolojik c¢alismalarda tan1 ve arastirma amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir. Hiicre

kiiltlirleri primer olarak doku eksplantlar1 veya hiicre siispansiyonlarindan meydana gelir

(173).

Hiicre kiiltiirleri kaynaklarina ve biiylime bigimlerine gore siniflandirilirlar.

Kaynaklarina gore;

a-Primer kiiltiirler: Hiicre yada doku izole edildikten sonra yapilan ilk kiiltiire primer
kiiltiir denir. Primer kiiltiirde hiicre soyu sonludur yani pasajlamalar sonunda hiicreler
yaslanarak oliirler. Bu nedenle primer hiicrelerle belirli bir sayida pasajlama yapilabildiginden
deneyler bu donemde yapilmalidir. Primer hiicrelerde ¢alisilabilecek pasaj sayisi hiicre tipine
gore degismektedir. Primer hiireler pasajlamalar sonunda 6liimsiiz (immortalize) olabilirler.
Bu durumda hiicre soyu (cell line)'lar elde edilmis olur. Buna in vitro transformasyon denir.
Bu hiicreler andploiddirler. Ornegin, primer aortik, mikrovaskiiler ya da gdbek kordonu

endotel hiicreleri, primer hepatositler, primer diiz kas hiicreleri

b-Hiicre soylar1 (Cell-line'lar): Primer kiiltiirden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden yada kimyasal ajanlar yada virusler eklenerek insan eliyle olusturulurlar.

Tumor dokusundan alinan hiicrelerden de elde edilirler.

Hiicre soylariin primer kiiltiirlerden farki;

- kiiltiirde yiiksek yogunluga ulasabilmeleri,

- bliylime faktorleri ve seruma daha az gereksinim duymalari,

- ¢ogalmak i¢in bir zemine tutunma gereksinimlerinin daha az olmasi,

- sonsuz ¢ogalma yetenekleri, (bu 6zellikleri ile timor hiicrelerine benzerler)

Biiylime bigimlerine gore ise yine ikiye ayrilirlar:

1- Siispansiyon kiiltlirler: Kan, dalak, kemik iligi ve olgunlasmamis hiicreler bu sekilde

kiiltiire edilirler. Bu kiiltiirler kiiltiir kabina yapisma gostermezler.



2- Monolayer (tutunarak biiyiiyen) kiiltiirler: Ekdoderm ve endodermden olusan
hiicreler (fibroblast ve epitel hiicreleri) ekstraselliiler matrix olarak adlandirilan ve kollagen,
fibronektin, laminin, proteoglikanlar gibi makromolekiillerin bir karigimi1 olan kompleks bir
yap1 iizerinde bu yapidaki molekiillerle membran reseptorleri araciligi ile etkileserek
biiyiirler.Bu etkilesimi saglayan membran proteinlerinin en O&nemlileri integrin adh

heterodimerik proteinlerdir (174).

2.4.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar

Hiicre kiiltiirliniin amaci bir grup hiicreyi yasatmak, ileri ¢aligmalar i¢in ¢ogaltmak ve
gerektiginde kullanmak i¢in dondurarak saklamaktir. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi yapilacak deney
sayisini arttirmayi, deney yapilan pasajdaki hiicrelerin dondurulmasi ise ileride deneyin ayni

pasajdaki hiicrelerle tekrarlanabilmesini saglar.

Bu nedenle;

- Asi,

- Monoklonal Ak.larla, ¢esitli enzimler ve hormonlarin {iretimi igin,
- Hiicre ici aktivite 6l¢timi,

- DNA, RNA replikasyonu arastirmasi,

- Protein sentezi,

- Enerji metabolizmasinin arastirilmasi,

- Cesitli ilaglarin hiicre siklusuna etkisi,

- Hormon reseptor komplekslerinin davraniglari,

- Sinyal iletim mekanizmasi ve hiicre haberlesmesi,
- Hiicrelerin beslenme 6zelliklerti,

- Enfeksiyon,

- Viral transformasyon,

- Kimyasal transformasyon,

- Ozel iiriinlerin sentezlenip salgilatiimast,

- Embriyonik arastirmalar,

- Hiicre popiilasyon kinetigi,

- Adhezyon,



- Sitogenetik analiz,

- Genetik maniiplasyon ve immortalizasyon gibi amaglar i¢in kullanilabilir.

Her asamada oOnemli olan hiicrelerin canliligidir. Hiicre kiiltiiriinde basar1 steril

caligma kosullarinin saglanabilmesinde yatmaktadir.

2.4.3.Hiicre Kiiltiirii I¢cin Gerekli Cihaz Ve Kimyasal Malzemeler

2.4.3.1. Ozel Bir Laboratuar Ortami

Hiicre kiiltiirii laboratuvarlarini digerlerinden ayiran en 6nemli 6zellik kiiltiire edilmis
hiicrelerin strerilitesini ve bunun devamini saglamak i¢in gerekli aseptik sartlarin saglanmasi
gerekliligidir. Laboratuvar belirli araliklarla aseptik soliisyonlarla temizlenmeli. En ideali
hava filtreli odalarin kullanimidir ancak bu her zaman miimkiin olmaz. Bu hiicre kiiltiirii
laboratuvarlarinda laminar hava akimli kabinler kullanilir. Hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda
calisma alanlar1 miimkiinse ayr1 ayr1 odalarda kurulmali. Eger aym1 mekan kullanilmak
zorunda ise de laboratuvar igerisinde ¢alisilacak alanlar birbirinden miimkiin oldugunca izole
edilmeli. Hiicre kiiltiirii laboratuvarlari ¢alisilacak kisi sayis1 da gézoniinde bulundurularak en

az hareketi gerektirecek sekilde ergonomik olarak diizenlenmeli.

2.4.3.2. Karbondioksitli Etiv

Hiicreler %5-10 CO2’li ortamda g¢ogalirlar. Ciinkii ortamin CO2 igerigi mediumun
NaHCOs/karbonik asit (H2COz) dengesinde dnemli rol oynar. Bu nedenle kiiltiir flasklarinin
kapaklar1 gaz giris ¢ikisina uygun olmali, yada gevsek kapatilmali. Inkiibatoriin kapis1 uzun
siire acik kalmamali, sicaklik diismesi ve kontaminasyon riski unutulmamalidir. Kiiltiir

ortaminin optimal sicakligi kullanilan organizmanin viicut sicaklifina uygun olmali, sayet



bolgesel degisimler var ise dikkate alinmahidir. Genellikle 36.5-37 C° hiicre kiiltiirleri igin

uygun sicakliktir.

2.4.3.3. Laminar Hava Akimh Kabin

Laminar hava akimli kabinlerde temel olarak disardan alinan ve filtre yardimiyla
sterilize edilen hava, fan yardimiyla ¢alisma alanina gonderilir ve havanin kabin igerisinde
sirkiilasyonu saglanir. Kabin igerisindeki havanin biiyiik kismi resirkiile olurken, kiiglik bir
kism1 hava ¢ikis filtresi ile digar1 atilir. Horizontal ve vertikal olmak iizere iki ana ¢esit vardir.
Her iki ¢esit laminar hava akimli kabinde de havadaki partikiilleri uzaklastiran HEPA (high

efficiency particle air) filtre kullanilir.

Horizontal kabinler ortamu steril ederken, vertikal kabin de steril edilen hava ¢alisilan
ortamin Oniinden asagiya dogru bir selale gibi akar ve i¢ ortam ile dis ortamin karismasini
engeller. Ortamda kisa dalga boylu UV 15181 da her zaman igin steriliteye katkida bulunur. 11k
baslangigta ve ¢aligmaya basladiktan sonra 10-20 dakika ag¢ik birakilir. Her kullanimdan sonra

ortam % 70 etanol ile temizlenir.

2.4.3.4. inverted Mikroskop

Inverted faz kontrast mikroskop hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ¢ok énemlidir. Kiiltiir

devam ederken hiicrelerin biiylimesi, morfolojik 6zellikleri ve kontaminasyon olup olmadigi

invert mikroskopla takip edilir.

2.4.3.5. Besi Yeri (Toz ya da Sivi)

Hiicrelerin in vitro ortamda yasayabilmeleri, biiylimeleri ve ¢ogalmalari i¢in uygun

besiyerine ihtiyaglar1 vardir.

Iyi bir besiyeri; hiicrelerin canliligini siirdiirmelerini, proliferasyonlarmi ve

diferansiyasyonlarini saglamali, esansiyel ve non-esansiyel aminoasitleri, vitaminleri, tuzlari,



sekerleri (glukoz), serum, penisilin streptomisin gibi antibiyotikleri, Na*, K*, Ca®*, Mg?*, CI,
P, NaHCOs3, COy, gibi iyonlar1, Fe?*, Zn?*, selenyum gibi iz elementleri ve kolin, inozitol gibi
lipidleri ihtiva etmelidir. Besiyeri kiiltiirii yapilacak hiicrelerin ampirik olarak yada 6zel se¢im
yapilarak ilgili firmalardan satin alinir. Hazirlanan besiyerine zaman igerisinde L-glutamin
ilavesi yapilmasi gerekir. Besiyerine hiicrelerin beslenme ihtiyaglarini gidermek i¢in mutlaka

inaktive serum ilavesi yapilmasi elzem olarak kabul edilmektedir.

Iyi bir besiyerinin pH’s1 7.2-7.3’e ayarlanmali.(6.8-7.4), pH indikatérii (fenol
kirmizisi) icermelidir. Piyasada hazir besiyerleri de mevcuttur. Kullanimlar1 daha kolay
olmakla birlikte miadlar1 kisa ve pahalidirlar. (Medium 199, MEM, CMRL 1066, DMEM,
Ham’s F-12, ve RPMI bunlara o6rnektir.)

2.4.3.6. Fetal Buzag)/Sigir Serumu (inaktive)

Besiyerine eklenen serum hiicre i¢in elzem olan temel bir besin kaynagidir. Serum,
hormonlari ve biiyiime faktorlerini tasir, pH’y1 ayarlar ve farklilagsma faktorlerini ihtiva eder.
Baglay1 (binding) proteinleri, mekanik hasara karsi non-spesifik koruma faktdrlerini ve
proteaz inhibitorlerini tagir. Serum plazma proteinlerini, peptidleri, karbonhidratlari, lipidleri,
mineralleri, bliylime faktorlerini ihtiva eder. Genellikle fetal buzag: serumu ve fetal sigir ve at
serumu inaktive olarak kullanilir. Normal aktif serum igerigindeki komplemandan dolay:
hiicrelere toksik etki gosterebilir. Bu nedenle inaktive edilmesi gerekir veya hazir inaktive
serumlar kullanilir (173).

2.4.3.6. L-Glutamin

Yar1 omrii kisa bir aminoasit oldugundan uzun siire bekleyen besi yerlerine ilave

edilmeli. Glutamin niikleik asit sentezinde karbon ve enerji kaynagi olarak rol oynar.

2.4.3.7. Gerekli Diger Malzemeler

Penisilin/streptomisin, Na-bikarbonat, HCI etanol, cam pipet, silindirik cam siseler,

beher, meziir, cam baget, 0.20 um’lik filtre, steril konik kiiltiir tiipleri, kiiltiir tabaklari, Isik



mikroskobu, +4 ve -30 °C buzdolabi, de iyonize ddH>O (iki kez distile edilmis H20),

enjektor, steril cerrahi eldiven, gazli bez, UV lamba.

2.4.4. Hiicre Kiiltiirii Hazirlanirken Dikkat Edilmesi Gereken Kurallar

Doku ve organlardan alinan eksplantlarla ilgili bilgilerin kaydedilmesi ve amaca uygun
besiyeri ortami hazirlanmasi gerekir. Kullanilacak aletlerden kiiltiir pipetleri, cam
malzemeler, metal aletler otoklavda veya 165 °C’de kuru hava ile 2-3 saat steril edilir. Kuru
sicakliktan etkilenen cam ve plastik malzemeler, kauguk malzemeler ile pipet uglart ya
121°C’de 20-30 dk otoklavlanir ya da etilen oksit ile sterilize edilirler. Sivi maddeler 0.20-
0.22 pm capinda filtreler ile steril edilirler. Besi yerine fetal buzagi serumu (FCS)
eklenmesinde ise filtreden gegirilmeksizin pipet aid yada steril cam pipet kullanilir. Ciinkii
fetal buzagi serum igindeki tiim molekiiller yapilarindan dolayr 0.20 pm’lik filtreden
gecemezler. Hassas terazi vazgecilmez ekipmanlardan biridir. Dogru bir tartim i¢in gereklidir
ve temiz kullanilmalidir. pH metre ¢alismadan 30 dakika 6nce agilmali ve kalibrasyonu daima
yapilmali. Caligmalarda kullanilacak tiim sarf malzemeleri saf, taze molekiiler biyolojik grade
olmalidir. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda su ve suyun kalitesi de ¢ok Onemlidir. Daima
otoklavlanmis bidistile su kullanilmali. Sicaklik 36.5-37 C, pH 7.2-7.4 ortamin nemi doygun

olmali.

2.4.5. Kontaminasyon Riski

Bakteriler, mayalar ve funguslar, mold ve mikoplazmalar hiicre kiiltiirleri i¢in bilinen
kontaminasyon etkenleridir. Kiiltiirdeki herhangi bir bakteriyel kontaminasyonu engellemek
icin besiyerine uygun dozda antibiyotikler eklenir. Fungal kontaminasyon riski igin ise
amfoterisin B ilave edilir. Kontamine olmus bir kiiltiiriin pH’s1, makroskopik ve mikroskobik
goriinimii degisir. Besiyeri bulanik hale gelir ve berrakligi kaybolur. Bakteriler pH’y1
diistiriirken funguslar yiikseltir. Boylece besiyerinin rengi kirmizi ise (bazik) fungal
kontaminasyon, sar1 ise (asidik) bakteriyel kontaminasyondan siliphe edilir. Bu yiizden
calismanim her asamasinda aseptik kurallara uyulmalidir. Ozellikle aktif enfeksiyon bulgusu

olmayan hiicrelerin kiiltiirlerindeki degisikliklerde akla mikoplazma enfeksiyonu gelmeli.



2.4.6. Hiicrelerin Inkiibasyonu Ve Bakimu:

Hiicreler karanlikta inkiibe edilmelidirler ¢iinkii 151k besiyerindeki ve hiicre

yapisindaki bazi organik yapilar1 bozarak hiicre i¢in toksik hale gelebilir.

Hiicre kiiltiirleri giinliik olarak kontrol edilir, morfolojik goériiniim, medium rengi ve
hiicrelerin yogunlugu incelenir. Biiylime kontrolii invert mikroskopla, canlilik testleri trypan
blue ile yapilirsa 151k mikroskobuyla, etidyum bromiir-akridin oranj ile yapilirsa floresan

mikroskopta kontrol edilir.

2.4.7. Farkli Canh Tiirlerinde Hiicre Kiiltiirleri

Memeli hayvan hiicrelerinin kiiltiirii, hiicrenin tipine gore bazi farkliliklar gostermekle
birlikte temelde aynidir.Hiicrelerin in vitro sartlarda iiretilebilmesi igin, viicut i¢i kosullarin
viicut disinda da saglanmasi gereklidir. Bunun i¢in viicut sivilarina uygun pH degeri ve
ozmotik basinglar1 olan vasatlar hazirlanir. inkiibasyonda bu hayvanlarin viicut sicakliklari ile
ayn1 olacak sekilde hazirlanir. Bu nedenle ayn1 gruptaki canlilar benzer kosullara gereksinim

duyarlar.

2.4.8. Primer Kiiltiir Nasil Hazirlanir?

Primer kiiltiir hayvan dokular1 veya tiim embriyodan, tripsin veya kollagenaz gibi
enzimler yardimiyla ya da mekanik olarak ayrilarak hazirlanabilir ve canli kalabilen,
tireyebilen hiicrelerin hetorojen kiiltiir seleksiyonu ile sonuglanir. Hiicre soylart (cell line)
primer kiiltiirlerin subkiiltiirlerinin yapilmasi ve iiretilmesi ile elde edilebilirler. Bu stogun
biiyiitiilmesi ve karakterizasyonunu oldugu kadar, ayn1 zamanda kullanilmaya hazir ¢ok daha
fazla hiicre elde edilmesini ve dolayisiyla deneylerin istenildigi kadar tekrarlanmasini saglar.
Bununla beraber hiicre ¢ogalmasi predominant 6zellikte oldugu icin seleksiyonla yavas
iireyen ya da hig tiremeyen hiicreleri elimine edecektir. Sonug olarak dokuya 6zel farklilagsma
ortadan kalkacak, selektif vasat ya da selektif kiiltiir sartlar1 uygulandig: takdirde bazi1 6zel

hiicre tipleri ortaya ¢ikacaktir.



Primer hiicre kiiltiirlerinin kullanildigi en uzun ge¢mise sahip alan viral asilarin iiretimidir.
Zaman igerisinde gelisen teknolojiyle paralel olarak hormon, biiylime faktorleri, interferonlar,
immunoregiilatorler gibi biyokimyasallarin iiretimi, antikor {retimi, tani testleri, implant

iiretimi, yapay doku ve organ tliretimi gibi pek ¢ok konuda kullanilmaya baslanmistir.

2.4.9. Hiicrelerin Birbirinden ve Destek Yiizeyden Ayrilmasinda Kullanilan Yontemler

Canli organizmada pek ¢ok hiicre birbirleri ile ¢esitli hiicresel baglarla sikica temas
halindedir. Ekstaselliiler matriks, salgilanan proteinler ve karbonhidratlardir ve hiicrelerarasi
bosluklar1 doldurur. Cesitli hayvan dokularindaki hiicre digi matriks genel komponentleri

igerir.

Bunlar;
Fibroz kollagen proteinler
Hyaluronik asit
Biiyiik molekiillii mukopolisakkaritler
Kovalent bagli polisakkaritler
Proteinler

Glikoproteinler

Farkli dokularda matriksin kompozisyonu farklidir. Boylece 6zel fonksiyonlar: olusur.
Ornegin bag dokuda hiicre dis1 matriksin ana proteini kollagen formundadir ve yiiksek
gerilme direncine sahip ¢oziinmeyen lifler olusturur. Bag dokunun temel hiicresi olan
fibroblastlar, diger matriks komponentlerini oldugu kadar bu tip kollajeni de salgilar.
Hiicrelerin plazma membranlarindaki reseptdr proteinleri ¢esitli matriks elemanlarini baglar
ve boylece dokunun dayanikliligini saglar.

Hayvan hiicrelerinin in vivo birbirleri ile ve hiicre disi matriks ile etkilesimi kiiltiir
ortaminda liremeleri sirasida taklit edilirler. Bakteri ve maya hiicrelerinin aksine pek ¢ok
hayvan hiicresi cam yiizeyine tutunur ve lirer, veya 0zel olarak (-) yiiklii gruplarla (6rnegin;
SO3%) muamele edilmis plastik yiizeylere tutunarak iirerler. Kiiltiirlerdeki hiicre, kollagenler
ve diger matriks komponentlerini salgilar. Bunlar yiizeye baglanir ve hiicreler ile ylizey

arasinda koprii rolli oynar. Hiicreler arasi baglanma, hiicre-hiicre tutunma molekiilleri (CAMs



cell-cell adeshion molecule) ve kalsiyum iyonlarina bagimli molekiiller (cadherins) aracilig
ile gerceklesir. Hiicrelerin destek materyali (6rnegin kiiltiir kabi yiizeyine) tutunmasinda
ayrica ylizey yiiklerinin de rolii vardir. Hiicre-matriks iliskisinde rol alan komponentler:

polilizin, kollagen, hiicre dis1 matriks, laminin, heparan siilfat, vb.

2.4.10. Divalan Katyonlarin Rolii

Ca?" ve Mg?* iyonlar1 hiicre dis1 matriksin stabilitesini artirir. Vertebralilarda, Ca®"'un
varligina bagimli hiicreler arasi tutunmada rol oynayan pek c¢ok hiicre yiizey glikoproteinleri
immunglobulin siiperfamilyasina dahildir. Bunlarin yaninda sadece hiicre dis1 Ca?* varliginda
etkin olan bagka familyalara ait hiicre yiizey proteinleri de hiicreler arasi tutunmada rol
oynamaktadir. Ergin vertebralilarin aksine, embriyonik vertebrali dokularin birbirinden
ayrilmas1 kolaydir. Bu amagla diisiik konsantrasyonda proteolitik enzim (Orn: tripsin) tek
basina veya hiire dis1 Ca?* iyonlarinin uzaklastirilmast i¢in etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
ile kullanilir. Bu maddeler protein-protein baglarin1 koparir ve hiicrelerin tek tek ayrilmasini

saglarlar.

2.4.11. Primer hiicre kiiltiiriiniin Hazirlanmasinda Genel Prensipler

Disseke edilerek organizmadan ayrilan doku veya organ mekanik ve enzimatik
parcalanma ile hiicrelerine ayrilir, yilkama isleminin ardindan kiiltiir ortamina aktarilirlar.
Organ veya doku, organizmadan asepsi-antisepsi kurallarina uygun olarak ¢ikartilmalidir,
daha sonraki islemlerin tiimii steril kosullarda vertikal laminar akimli kabinlerde yapilmalidir.
Diseksiyon sirasinda yag ve nekrotik dokular tamamen ayrilmalidir. Doku dikkatle
olabildigince kiigiik parcalara kiyilmalidir. Islevleri bittiginde sindirim enzimleri, nétralize
edilmeli ve santrifiigasyon ile uzaklastirilmalidir, kiiltiire baslarken hiicre konsantrasyonu
normal olarak subkiiltiirlerdekinden ¢ok daha yliksek olmalidir. Aksi Onerilmedikce fetal
buzag1 serum ilaveli nutritif degeri yliksek zengin bir besi ortami kullanilmalidir. Miimkiinse

embriyonik dokular tercih edilmelidir.

2.4.12. Primer kiiltiirlerin Hazirlanmasinda Kullanilan Enzim ve Kimyasallar



Primer kiiltiir hazirlamak veya yilizeye tutunmus hiicreleri ayrimak igin tripsin veya
diger proteazlar yardimu ile hiicreler arasindaki baglardaki proteinlerin yikilmasi gerekir. Bu

amagcla bazi enzim ve bazi kimyasallardan yararlanilir.

Tripsin (%0.1-0.5): Pankreatik enzimdir, proteaz, niikleaz, lipaz, ve polisakkaritlerin
karigimidir. Bazik aminoasitlerin amin gruplarn ile karboksil gruplari arasindaki baglari

hidrolize eder.

Pronaz (% 0.05): Streptomyces griceus’dan elde edilir. Tripsinden daha aktif bir enzimler

grubudur. Daha iyi seperasyon saglar. Fibroblastlar i¢in Onerilir.

Kollajenaz (% 0.01-0.15): Prolin ile diger aminoasitler arasindaki baglar1 hidrolize eder.
Hiicre membranina degil extraselliiller matrikse etkir. Serum ile inhibe edilmez o yiizden
serum varliginda kullanilabilir. Epitelial hiicrelerin fibroblastlardan ayrilmasina yardimci olur.
Aktive olmasi i¢in Ca?' iyonlar1 gerekir. Bu nedenle EDTA ile kullanilamaz. Tip I; yag
hiicreleri ve adrenal dokular i¢in, tip II; karaciger, kemik, tiroid, kalp, tiikriik bezi i¢in; tip III;

meme dokusu i¢in, tip IV; ise pankreatik hiicreler i¢in uygundur.

Elastaz (% 0.05): Pankreatik bir enzimdir. Elastin’e etkilidir, serum tarafindan nétralize edilir.
Hyaliironidaz (% 0.1): Bir polisakkaridazdir. Hyaliironik asit ve kondroitin siilfat A ve C
arasindaki baglar1 hidrolize eder. Kollagenaz ile birlikte kullanildiginda epitelial hiicrelere
daha iyi etkir.

EDTA (etilen diamin tetraasetikasit): Ca?*, Mg?* iyonlarm etkiler.

EGTA (diaminoetoksietan tetraasetikasit): Ca?*iyonlarima etkiler (173).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Kiltiirii

3.1.1. Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicre izolasyonu ve Ekimi

Calismada Wistar tiirii 250-300 gram agirliginda si¢anlar kullanildi. Her izolasyonda
ayn1 cinsten si¢anlar kullanildi. Endotel hiicre izolasyon ve kiiltiirii Ulker ve arkadaslar

tarafindan daha dnce uygulanan yonteme gore hazirlandi (175).

Siganlar dekapite edilerek torakslar1 acildi. Aortalar1 mediastinal dokudan ayirilarak
goriiniir hale getirildikten sonra kalpleri ¢ikarildi. Perfiizyon islemi i¢in izole Langendorff

kalp perfiizyon sistemi kullanildi.

40 ml oksijenlenmis (%95 Oz +%5 CO; ile) Ca?*’suz Krebs (NaCI 6.9 g/lt, KCI
0.35g/It, Na2HPO4-7H20 0.32 g/It, MgSO4 -7H>0 0.3 g/lt, NaHCO3 2.1 g¢/lt, Glukoz 2g/It,
icerir ve pH 7.4’e ayarlanir) sisteme kondu. Daha once tartilip bir tiibe konulan 40 mg

kollagenaz iizerine 10 ml Krebs ve 25 plt (10 mM) Ca?" stok soliisyonu kondu.

Sistem i¢ine koydugumuz Krebs 10 ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Kalpler
aortalarindan asildiktan sonra kandan temizlenene kadar Krebs gecirilerek yikandi. Daha
sonra kanl perfiizat atildi. Hazirlanan 10 ml Ca?* ile aktive kollagenaz soliisyonu 5’er ml
her iki rezervuara eklendi. Bundan sonra kalpler kollajenaz ile 30 dakika resikiile edilerek
sindirildi. 30 dk sonra kalpler aortalarindan kesildi. Reperfiizyon borularinin iginden

enfluent alindi.

Daha once tartilan 200 mg sigir serum albiimini (Bovin Serum Albumin, BSA),
resirkiile olan kollagenazli Krebsten 10 ml konup sigir serum albiimini (BSA) eritildi.
Kalplerin atriumlar1 ve yag dokular1 ayirilarak ventrikiillerin igleri temizlendi. Ventrikiil
dokusu parcalandi. Parcalanan ventrikiill miyosit hiicreleri sigir serum albiimini
(BSA)+kollajenazli tiip i¢ine kondu. Bu tiip 37 °C’de 15 dakika oksijenlendirildi. Bu siire

icinde ortama s181r serum alblimininin eklenmesinin sebebi kollajenazi inaktive etmektir.



Diger yandan elde edilen koroner perfiizat 1200 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi (1.
santrifiij).

Ilk santrifiijden sonra siipernatant dokiildii. Pellet iizerine 2-3 ml oksijenli Krebs
kondu pellet ¢oziindiiriilerek toplandi ve bu toplanan hiicre siispansiyonu 100 mg sigir
serum albiimini+5Smg tripsin bulunan tiip i¢ine kondu. Bu sirada sigir serum albliimini
endotelden gelen kollajenaz ile karistirilmis oldu. Diger yandan homojenize edilen kalp
500 rpm’de 3 dakika satrifiij edilerek miyositleri ¢oktiiriildii. Ustteki kisim miyositlere
dokunmadan alind1 ve hiicre siispansiyonuna eklendi. Elde edilen 15 ml endotel hiicreli
karisim icine 15 plt Ca?* stok soliisyonu eklendi. Bu soliisyon 15 dakika gazlandirilarak
bekletildi. Ca?* tripsini aktive etmek icin kondu. Tripsin ise bu karisim icindeki endotel
hiicrelerinin  kullanilacak olan kiiltiir plagina yapismasin1i kolaylastirmak igindi.

Gazlandirilan karisim yiiksek devirde 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi (2. santrifiij)

2*>suz Krebs kondu.

Santrifiij sonras1 supernatant dokiildii ve pellet {izerine 20 ml Ca
Pellet ¢dzdiiriildiikten sonra iizerine 50ult Ca*?stok ilave edildi. Boylece hiicreler Ca®" ile
aktive edilmis oldu. Elde edilen karisim tekrar 1200 rpm de 10 dakika santrifiij edildi (3.

santrifiij).

Santrifiij sonras1 pellet kalana kadar dokiildii ve iizerine 20 ml oksijenlenmis
Krebs+100 ml Ca?* stok solusyonu eklendi. 1200 rpm de 10 dakika tekrar santrifiij
edildikten sonra kalan pellet Kiiltlir ortami-1 (Medium 199, %10 Fetal buzagi serum,
%10 yenidogan buzagi serum, penisilin (250 IU/ml), streptomisin (250 pg/ml),
amfoterisin B (12.5 ug/ml), gentamisin (50pg/ml), L-glutamin (200 mM)) ile karistirilarak
kiltiir flasklarina ekildi.

Ekim yapilan flasklar, 37°C’de %S5 CO2’li ortamda 1 saat inkiibe edildi. Bu
inkiibasyon sonunda flasklar 1-2 ml serum fizyolojik ile iki kez yikandiktan sonra tekrar
Kiiltir ortami-1 ilave edilerek 24 saat beklendi. Bu 24 saatin sonunda flasklardaki Kiiltiir
ortami-1 yenisi ile degistirildi. 48 saatin sonunda ise flasklar tekrar serum fizyolojik ile
yikandi ve bu kez hiicrelerin iizerine Kiiltiir ortami-2 (medium 199, % 10 fetal buzag:
serum, % 10 yenidogan buzagi serum, penisilin (100 IU/ml), streptomisin (100 pg/ml),
amfoterisin B (5 pg/ml), L-glutamin (200 mM)) ilave edildi. Bundan sonra flasklarin



mediumlart giinasir1 degistirilerek konfluent olana kadar Kiiltiir ortami-2’de bekletildi.
Daha sonra konfluent olan flasklar tripsinizasyon isleminden sonra pasajlanarak ¢ogaltild

ve 3.pasajdaki hiicreler deneyler i¢in kullanildi.

3.1.1.Tripsinizasyon ve pasajlama islemi

Endotel hiicre izolasyonu sonrasi primer kiiltiirii yapilan koroner mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinin (CMVE) konfluent olup olmadigi invert mikroskopta kontrol edildi.
% 80 ve lizerinde konfluent olduguna karar verilen flasklardaki hiicreler lireyen hiicre
sayisin1 daha da arttirmak amaciyla tripsinizasyon islemi sonrasi uygun sayida flaska

pasajlanarak yeniden ekildi.

Tripsinizasyon islemi i¢in se¢ilen flasklarin kiiltiir ortamlar1 uzaklastirilarak flasklar
serum  fizyolojik ile yikandi. Bu yikama islemi sonrasinda  hiicreler
Tipsintetilendiamintetraasetikasit (EDTA) soliisyonu ile muamele edilerek tutunduklar:

yilizeyden ve birbirlerinden ayrilmalari saglanmis oldu.

Tripsin, proteolitik bir enzimdir ve hiicreler arasi protein-protein baglarini koparir.
Ca®* ve Mg?" iyonlar hiicre dis1 matriksin stabilitesini arttirir. Hiicreler aras1 tutunmada
rol oynayan hiicre yiizey glikoproteinleri Ca?* varliginda etkindir. EDTA, Ca?* ve Mg?*
iyonlarini etkiler (176).

Bu nedenle tripsin ile birlikte, hiicre dis1 Ca?* ve Mg?" iyonlarinin uzaklastirilmasi

icin EDTA kullanildi. Bu sayede hiicrelerin tek tek ayirilmasi saglanmis oldu.

Bunun i¢in hiicreler Tipsin-EDTA ilavesinden sonra karbondioksitsiz 37°C ortamda

yaklasik 10-15 dakika kadar bekletildi.

Bu bekletme isleminden sonra tripsin+thiicre olan flasklar medium ile (Kiiltiir ortami-
2, dusik antibiyotikli) iyice yikanarak elde edilen siispansiyon tripsintEDTA’l1
mediumun uzaklastirilmas: amaciyla 1200 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifii
edildi.



Santriflij sonrasi elde edilen pellet (ki bu CMVE’dir) olusturulmak istenen flask
sayist ile orantili olarak Kiiltiir ortami-2 ile resiispande edildi. Elde edilen suspansiyon
daha once iclerine Kiiltiir ortam1-2 konmus flasklara esit miktarlarda ekilerek pasajlama

islemi tamamlandi.

3.2. Deney Gruplarimin Hazirlanmasi

3.2.1. Nitrit-Nitrat Serileri

Konfluent olan 3. pasaj koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri mediumlari alinarak
serum fizyolojik ile iyice yikandiktan sonra bir gece 6nceden liremelerini durdurmak amaciyla
DMEM’li (DMEM, Fetal buzagi serum, yenidogan buzagi serum olmaksizin, penisilin 100
[U/ml, streptomisin 100 pg/ml, amfoterisin B 5ug/ml ve 200 mM L-Glutamin) renksiz ve

serum icermeyen besiyeri ilave edildi.

Nitrit-nitrat serileri 2 grupta toplandi.

1. grup: Uremeleri durdurulan hiicreler gece boyu (16 saat) bazal sartlarda
bekletildikten sonra mediumlarinda nitrit-nitrat tayini yapildu.

2. grup: Uremeleri durdurulmus hiicreler gece boyu (16 saat) 10°M Y-27632 inkiibe
edildikten sonra mediumlarinda nitrit-nitrat tayini yapildu.

Flasklar i¢inde hi¢ medium kalmayana kadar iyice mediumdan arindirildiktan sonra bir
gece -20°C’de bekletidildi. Ertesi sabah buz 1sisinda serum fizyolojik ile yikandiktan sonra
tizerine her flaska 350 ul homojenizasyon tamponu [lizis tampon ; TrisHCI (pH 7.4) 50 mM,
NaCl 400 mM, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM, dithiothreitol (DDT) 1 mM,
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) 10 uM, leupeptine 10 ug/ml, pepstatin 1 pg/ml,
benzamidine 1 mM] konuldu. Tampon direkt hiicrelerin {izerine sikildi. Daha sonra flasklar
hiicre siyirict (cell scraper) ile iyice siyirilarak elde edilen hiicreler ependorflar icinde
kaynatildiktan sonra homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler 13.000 rpm’de +4°C’de 5

dakika santrifiij edildi.



Alinan supernatanin 10’ar mikrolitresi (ul) Lowry yontemi ile protein tayini ig¢in

kullanildi.

3.2.2. Rho-Kinaz Ekspresyonlariin Incelendigi Seriler

Ilag inkiibasyonu yapilacak flasklara bir gece énceden iiremelerini durdurmak amaciyla
DMEM’li (DMEM, Fetal buzagi serum, yenidogan buzagi serum olmaksizin, penisilin 100
IU/ml, streptomisin 100 pg/ml, amfoterisin B 5ug/ml ve 200mM L-Glutamin) renksiz ve

serum i¢germeyen besiyeri ilave edildi.

Deney gruplar1 su sekilde idi;

1. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra bazal sartlarda birakilmis hiicreler.

2. grup: DMEM’li medium i¢gine alindiktan sonra 5 U/ml trombin ile gece boyu (16
saat) stimiile edilmis hiicreler.

3. grup: DMEM’li medium icine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 107" M ve 10° M
A23187 ile inkiibe edilmis hiicreler.

4. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 5 U/ml trombin
varliginda 107 M ve 10° M A23187 ile inkiibe edilmis hiicreler.

5. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 108 M ve 107 M
GTN (gliseril trinitrat) ile inkiibe edilmis

6. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 5 U/ml trombin
varhiginda 108M ve 10"M GTN (gliseril trinitrat) ile inkiibe edilmis hiicreler.

7. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 108 M ve 107 M
SNP (sodyum nitroprussiyat) ile inkiibe edilmis hiicreler.

8. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 5 U/ml trombin
varhiginda 108 M ve 107 M SNP (sodyum nitroprussiyat) ile inkiibe edilmis hiicreler.

9. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 10* M ve 10° M
NaNO- (sodyum nitrit) ile inkiibe edilmis hiicreler.

10. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra gece boyu (16 saat) 5 U/ml trombin
varliginda 104 M ve 10° M NaNO; (sodyum nitrit) ile inkiibe edilmis hiicreler.

11. grup: DMEM’li medium igine alindiktan sonra 8 saat 10° M ve 10° M DETA-NO

ile inkiibe edilmis hiicreler.



12. grup: DMEM’li medium i¢ine alindiktan sonra 8 saat 5 U/ml trombin varliginda 10-
®M ve 10° M DETA-NO ile inkiibe edilmis hiicreler.

Bu gruplarda 16 saatin sonunda (ve bazilarinda 8 saat sonrasinda) flasklarin mediumlari
alindi. Daha sonra flasklar hiicre siyirici (cell scraper) ile siyirilip hiicrelerin mekanik olarak
zeminden ayirilmasi saglanmis oldu. Flasklardan elde edilen hiicreler efendorflarda toplandi.
Bu ependorflar 1200 rpm’de 10 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Ilk santrifiijden sonra
supernatant atildi. Pelletlerin tizerine 150 plt homojenizasyon buffer [lizis tampon ; TrisHCI
(pH 7.4) 50 mM, NaCl 400 mM, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM, dithiothreitol (DDT) 1 mM,
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) 10 uM, leupeptine 10 ug ml/ml, pepstatin 1 pg/ml,

benzamidine 1 mM] konuldu ve hiicreler homojenizator yardimi ile homojenize edildi.

Homojenizasyon isleminden sonra hiicreler 13.000 rpm’de 5 dk +4 °C ’de santrifiij
edildi. Supernatantin 10’ar pl’si Lowry yontemi ile protein tayini i¢in kullanildi. Kalan

proteinler ise Western-Blot yontemi i¢in kullanildi.

3.3. Kullanilan Kimyasal Madde ve ilaglar

Kollajenaz, L-glutamin, tripsin-EDTA, penisilin/streptomisin, amfoterisin, fetal bovin
serum, newborn calf serum, medium 199 Earle, Dulbecco’s MEM (Biochrom) (Leonorenstr.,
Berlin), trombin bovine (Calbiochem), diethylene triamine/nitric oxide (DETA-NO), sodium
nitroprusside, (Sigma), NaNO: Merck (Almanya), Gliseril trinitrat (Perlinganit ampiil,
Melusin ilag¢ ve Saglik Mad. Paz. Ltd. Sti., Istanbul) Y-27632 (Tocris Cookson Ltd. Bristol,
UK), ECL (Enhanced chemiluminescence) Advance Kit (Amersham Biosciences, Freiburg
Germany ), anti-ROCK antikorlar1 Santa Cruz Biotechnonolgy Inc,CA, (A.B.D.), A23187
Alomone Labs’dan (Kudiis, Israil) temin edildi. A23187 dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ve

digerleri serum fizyolojik i¢inde ¢oziildii.

3.4. Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Hiicre homojenatlarindan elde edilen supernatantlarda protein tayini Lowry yontemi ile

yapildi. Bu yontemde proteinlerin dnce alkalin solusyon igerisinde bakir-peptid bagli protein



komplekslerini olusturmak iizere Cu (2) ile etkilesmesi saglanir. Folin-Ciocalteu reajani
(fosfotungustik asit-fosfomolibdik asit) eklendiginde bakir-protein kompleksleri tirozin ve
triptofan rezidiileri ile indirgenme reaksiyonu i¢in baglanir. Fosfotungustik asit-fosfomolibdik
asit rediikte olarak renk olusturur. Olusan renk % 75 oraninda Cu (2) komplekslerine baglidir
@ar).

Bu yontem i¢in sirasiyla su islemler yapilds;

Lowry A (%2’lik NaoCO3-0.1 M NaOH iginde), Lowry B (%]1’lik CuSOs distile su
icinde), Lowry C (%2’lik NaKC4H406 4H20-Sodyum potasyum tartarat), Lowry stok reajani
(%98 Lowry A, %1 Lowry B, %1 Lowry C), Folin-Ciocalteu reajani (1/1 oraninda distile su
ile diliie), Tampon ¢ozelti olarak 50 mM Tris pH.8 ve standart soliisyonu (1 mg/ml

konsantrasyonda sigir serum albiimini distile su i¢inde) hazirlandi.

Standartlar i¢in; 0, 10, 20, 30, 50, 75, 100 ul standart solusyonu igeren ikiser adet tiiplin
iizerleri 50 mM Tris pH.8 100’er ul’ye tamamlandi.

Ornek tiipleri icin yine cifteli olarak her tiibe 10’ar pl drnek konarak iizerlerine 90 ul 50
mM Tris pH.8 ile 100’er pl’ye tamamlandi.

Bu islemin ardindan biitiin tiiplere 1’er ml Lowry stok reajani ilave edilerek oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra tiim tiiplere 100’er ul Folin-Ciocalteu reajani
ilave edilerek tekrar 30 dk inkiibasyonun ardindan spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
absorbanslart okundu. Daha sonra elde edilen absorbanslarin her 6rnek ic¢in ayri ayri

ortalamalari alinarak Prism programinda pl deki protein miktarlari belirlendi.

3.5. Western-Blot Analizi.
Koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden elde edilen protein karigtminda hedef
protein olan Rho-kinazin (160kDa) (ROCK-1 ve ROCK-2) varligin1 gostermek amaciyla 6zel

bir protein-protein hibridizasyon teknigi olan Western-Blotlama yontemi kullanilda.

Yontem ii¢ asamada gergeklestirildi;



Oncelikle proteinler, rnek tamponu (0.5 M Tris HC1 pH 6.8 0.125 M, %10’luk SDS
0.14 M, Gliserol % 20, 2-merkaptoetanol 0.2 mM, bromfenol blue 0.03 mM) ile 1/1 oraninda
karistirildiktan sonra 5 dakika kaynatildi. Kaynatilarak denatiire edilen proteinler 6rnek
tamponu igerigindeki SDS yardimi ile negatif yiikle yiiklenir ve hidrofobik etkilesimleri
bozularak lineer hale gelirler. Tamamen negatif yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda
katottan anoda dogru hareket ederler. Esit miktarlarda protein %8’lik sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel (SDS-PAGE) jele yiiklenerck elektroforeze tabi tutuldu ve jel tlizerinde

birbirlerinden ayrilmalar1 saglandi.

Poliakrilamid jel matriksi farkli biiyiikliikkte porlar igerir, bu nedenle protein karigimi
jele yiiklenip elektroforez uygulandiginda; proteinlerin bu kanallardan geg¢is hizi tamamen
biiytikliiklerine baghdir. Kii¢lik proteinler jelde hizli, biiyiik proteinler yavas ilerleyebilirler
(178).

Jelde biiytikliiklerine gore ayrilan ve bantlar olusturan proteinler elektrotransfer teknigi

ile nitroseliiloz bir membrana aktarildi.

Membran ECL (enhanced chemiluminescence) Advance kit tozu (Amersham
Biosciences , Freiburg Germany ) veya yagsiz siit tozu ve %?20’lik Tween-20 igeren Tris
solisyonu (TBS-T) ile 1 saat bloklama islemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin
proteinsiz kisimlarinin spesifik olmayan bir proteinle tutunmasi saglanarak protein yapida
olan primer antikorun bir sonraki asamada membrana non-spesifik baglanmasi engellenmis

oldu.

Bir saatlik bu bloklama isleminden sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika  TBS-T
soliisyonu ile yikandiktan sonra ROCK enzimine 6zgii ROCK-1 (ROKp) veya ROCK-2
(ROKa) (Polyclonal 1gG,Santa Cruz Biotechnonolgy Inc.CA, A.B.D.) antikorlar1 ile 1:200
diliisyonda bir saat muamele edildi. Boylelikle primer antikor membrana bagli olan hedef
protein ROCK ile baglanmis oldu. Bu islem sonrasinda da membranlar tekrar TBT-T

soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika yikandi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish peroxidase)

bagli sekonder ROCK antikoru ile (1:1000 diliisyonda) yine bir saat muamele edildi ve



boylelikle sekonder antikorun gidip primer ROCK antikoruna baglanmasi gergeklestirilmis
oldu. Bunun ardindan membranlar tekrar 3 kez 10’ar dakika TBS-T igeren soliisyon ile

yikandi.

Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) Advance Kit (Amersham
Biosciences , Freiburg Germany) goriintiileme soliisyonu ile 10 dakika karanlikta muamele

edildikten sonra goriintiilendi.

3.6. Nitrit-Nitrat Tayini

Nitrit/nitrat diizeyleri Griess yontemi ile tayin edildi. Bunun i¢in ayirilan flasklarin
mediumlart alindi. Medium i¢indeki nitrat, nitrat rediiktaz varliginda rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid (NADPH) ile nitrite rediikte edildi. Olusan nitrit stilfonilamid ve N-(1-
naphthyl) ethylene-diamin dhydrochloride ile reaksiyona sokularak kirmizi menekse renk

olusumu saglandi.

Bu islem igin (NaNOz)’nin 7.5 g’1 10 ml dH.O’da ¢o6zdiiriilerek 500 mg nitrit/L
konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. Daha sonra bu stok soliisyondan 5-2.5-1.25-0.5-
0.25-0.125-0.05 mg/L olacak sekilde diliisyonlar elde edilerek standartlar hazirlandi.

Total nitrit-nitrat ol¢imii igin 125’er pl O6rnekler iizerine 62.5 pl potasyum fosfat
tamponunda ¢ozdiiriilmiis NADPH c¢ozeltisi eklendi. Daha sonra bu karigim igine 5 pl nitrat
rediiktaz ¢6zeltisi (dH20’da ¢oziindiiriilmiis) eklendi ve 15-25 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Boylece nitratin nitrite rediikte olmasi saglanmis oldu. Bu islemin ardindan orneklerin
absorbanslar1 540 nm’de okundu. (A1). Daha sonra orneklere color reagent 1 ve 2’den her
birinden 62.5 pl eklenerek bu kez 15-25° C’de 10-15 dakika karanlikta inkiibe edildi.540 nm
de ikinci kez okutuldu. (Az).

Birinci ve ikinci okumalardan sonra elde edilen absorbanslardan kor degerleri

cikarildiktan sonra fark absorbanslari hesaplandi.

y=[A2-kor]-[A1-kor]=Fark absorbanslar
x=konsantrasyon
y=0.0076.x



x=y/0.0076
Bu elde edilen x degeri potasyum nitrata gore hesaplanmistir. Potasyum nitrat doniisiim
faktorii=62.005/101.11=0.613 elde edilen sonuglar bu deger ile carpilarak nitrat degerleri

bulundu. Sonuglar standart egriye gére degerlendirildi.
3.7. Bulgularin Degerlendirilmesi
Western Blot teknigi ile elde edilen bantlarin analizi i¢in Scion Image programindan

faydalanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel degerlendirilme

icin ANOVA ve Dunnet post hoc testi kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Kiiltiire Edilmis Sican Koroner Mikrovaskiiler Endotel Hiicrelerde Rho-Kinaz

Enzim Ekspresyonlar:

Koroner mikrovaskiiler endotel hiicreleri basarili bir sekilde izole edilip kiiltiiri
gerceklestirildikten sonra (Sekil 4.1) bazal sartlarda Rho-kinaz enzimini eksprese edip
etmedikleri arastirildi. Western blot yontemiyle koroner endotel hiicrelerinin her iki Rho-

kinaz izoformunu (ROCK-1 ve ROCK-2) da eksprese ettigi tespit edildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin kiiltiir ortaminda konfluent
oldugunu gosterir bir fotograf. Primer hiicreler iki sican kalbinden elde edildi ve uygun besi
ortaminda ¢ogaltildi.Hiicrelerin kaldirim tag1 goriintiide olmasina dikkat ediniz. Detaylar i¢in
metne bakiniz. X10 biiyiitme.



Koroner mikrovaskdiler
endotel hiicre Kulturu
homojenatlar:

1
ROCK-1 _.Eﬂ <_ ROCK-2

Sekil 4.2 Sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda Rho-kinaz enzim
ekspresyonlarinin  Western blot yontemiyle gosterilmesi. Hiicreler lizis tamponu ile
homojenize edildi. Bunu takiben total protein konsantrasyonlart Lowry yontemiyle
hesaplandi. Daha sonra % 8 akrilamid olacak sekilde hazirlanmis jel kuyucuklarina yiiklenen
endotel hiicre homojenatlar1 uygun voltta (genellikle 150 V) elektroforeze tabi tutuldu.
Dansitelerine gore ayrisan proteinler nitroselilloz membrana sabit akim altinda (genellikle 100
mA) transfer edildi. Gliglendirilmis kemiliiminesans tayin kitinin (ECL) bloklama tozu ile 1
saat boyunca membranlar bloklandi, daha sonra dnce ROCK proteinlerine karsi gelistirilmis
primer 6zgiil antikorlar ile (ROCK-1 ve ROCK-2, 1:200) ve daha sonra HRP ile konjiige
edilmis sekonder antikorla 1’er saat inkiibe edildi. Tween-20 iceren Tris baz soliisyonu (TBS-
T) ile yikamay: takiben gelistirilmis ECL goriintiileme kiti yardimiyla radyolojik filimler
iizerinde goriintiileme yapildi. Proteinlerin dansiteleri bir program (Scion image, ABD)
yardimiyla sayisal olarak dl¢iildii.



4. 2.Rho Kinaz Enzim Ekspresyonlar1 Uzerine Trombinin Etkileri

Trombin 1 U/ml (veri gosterilmemistir) ve 5 U/ml konsantrasyonlarinda kiiltiire
edilmis koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerindeki her iki tip Rho-kinaz enzim

ekspresyonlari lizerinde anlamli bir degisiklik yapmamistir (Sekil 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.3 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda ve
trombin (5 U/ml) ile inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim ekspresyonlarinin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Bir gece boyunca (16 saat) inkiibe edilen trombin, ROCK-1
ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedi. Veriler ortalama
+standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin eslestirimemis t testi
kullanilmustir.
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Sekil 4.4 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda ve
trombin (5 U/ml) ile inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim ekspresyonlarmin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Bir gece boyunca (16 saat) inkiibe edilen trombin, ROCK-2
ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedi. Veriler ortalama
+standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar igin eslestirilmemis t testi
kullanilmistir.

4. 3.Rho Kinaz Enzim Ekspresyonlar1 Uzerine A-23187’nin Etkileri

A-23187 (107 ve 10® M) hem bazal sartlarda hem de trombin ile stimiile edilmis
sartlarda sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde ROCK-1 ekspresyonlarin1 doz
bagimli bir sekilde azaltmistir (Sekil 4.5 ve 4.6). Buna karsilik, A-23187 bazal sartlarda
ROCK-2 ekspresyonlarini istatistiksel olarak degistirmezken (Sekil 4.7) trombin stimiilasyonu
yapilmis hiicrelerde ROCK-2 ekspresyonlarini belirgin olarak baskilamistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.5. Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda A-
23187 (107 ve 10° M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim
(ROCK-1) ekspresyonlarmin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama +standart
hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmastir. *: P<0.05, **: P<0.01.
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Sekil 4.6 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda trombin (5 U/ml) ile
stimiilasyon yapilmis sartlarda, A-23187 (107 ve 10% M, n=3) ile bir gece (16 saat)
inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-1) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile
gosterilmesi. Veriler ortalama +standart hata olarak gdsterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmisgtir. *:

P<0.05, **: P<0.01.
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Sekil 4.7 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda A-
23187 (107 ve 10°® M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim
(ROCK-2) ekspresyonlarmin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama +standart
hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.
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Sekil 4.8 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda trombin (5 U/ml) ile
stimiilasyon yapilmis sartlarda, A-23187 (107 ve 10° M, n=3) ile bir gece (16 saat)
inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile
gosterilmesi. Veriler ortalama +standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar
icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir. *:
P<0.05, **: P<0.01.



4.4. Rho Kinaz Enzim Ekspresyonlar1 Uzerine Gliseril Trinitratin (GTN) Etkileri

GTN (108 ve 107 M), sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde gerek bazal
sartlarda gerekse trombin stimiilasyonu altinda ROCK-1 ekspresyonlarmni anlamli olarak
etkilemedi (Sekil 4.9 ve 4.10). Diger taraftan GTN, trombin ile koroner endotel hiicrelerin
stimiile edildigi sartlarda ROCK-2 ekspresyonlarini etkilemezken bazal sartlardaki ROCK-2
ekspresyonlarini ancak yiiksek dozda anlamli olarak baskilamistir (Sekil 4.11 ve 4.12).
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Sekil 4.9 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda gliseril
trinitrat (GTN, 10® ve 107 M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz
enzim (ROCK-1) ekspresyonlarmin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.
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Sekil 4.10 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda trombin (5 U/ml) ile
stimiilasyon yapilmis sartlarda, gliseril trinitrat (GTN, 10 ve 107 M, n=3) ile bir gece (16
saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-1) ekspresyonlarinin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel
karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi

kullanilmistir.
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Sekil 4.11 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda,
gliseril trinitrat (GTN, 10® ve 107 M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-
kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir. *: P<0.05.
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Sekil 4.12 Sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda trombin (5 U/ml) ile
stimiilasyon yapilmis sartlarda, gliseril trinitrat (GTN, 108 ve 107 M, n=3) ile bir gece (16
saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalama +standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel
karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi
kullanilmastir.

4.5. Rho Kinaz Enzim Ekspresyonlar1 Uzerine Sodyum Nitroprussiyatin (SNP) Etkileri

SNP (108 ve 107 M), sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde bazal
sartlarda altinda ROCK-1 ekspresyonunu etkilemedi ($ekil 4.13) ancak trombin stimiilasyonu
yapilan hiicrelerde ROCK-1 ekspresyonunu 10~ M konsantrasyonunda anlamli olarak siiprese
etti (Sekil 4.14). Benzer bir sekilde bazal sartlarda altinda ROCK-2 ekspresyonunu etkilemedi
(Sekil 4.15) ancak trombin stimiilasyonu yapilan hiicrelerde ise daha diisiik konsantrasyonda
(108 M) ROCK-2 ekspresyonlarin1 anlamli olarak baskilarken, yiiksek konsantrasyonda

ekspresyonlar1 azaltmasina ragmen bu azalma anlamli bulunmadi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.13 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda,
sodyum nitroprussiyat (SNP, 108 ve 107 M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben
Rho-kinaz enzim (ROCK-1) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.
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Sekil 4.14 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda trombin (5 U/ml) ile
stimiilasyon yapilmis sartlarda, sodyum nitroprussiyat (SNP, 108 ve 10”7 M, n=3) ile bir gece
(16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-1) ekspresyonlarmin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel
karsilagtirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi

kullanilmistir. *: P<0.05.
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Sekil 4.15 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda,
sodyum nitroprussiyat (SNP, 108 ve 107" M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben
Rho-kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmustir.
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Sekil 4.16 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda trombin (5 U/ml) ile
stimiilasyon yapilmis sartlarda, sodyum nitroprussiyat (SNP, 108 ve 107 M, n=3) ile bir gece
(16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot
teknigi ile gosterilmesi. Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel
karsilagtirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi

kullanilmistir. *: P<0.05.



4.6.Rho kinaz enzim ekspresyonlari iizerine sodyum nitritin (NaNO2) etkileri

NaNO; (10* ve 10 M), kiiltiire koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde bazal
sartlarda ROCK-2 enzim ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde etkilemedi
(Sekil 4.17). Bu deney serisinde, hem bazal hem de trombin stimiilasyonu yapilmis

hiicrelerde ROCK-1 ekspresyonlar1 incelenmedi.
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Sekil 4.17 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda,
sodyum nitrit (NaNO, 10 ve 10 M, n=3) ile bir gece (16 saat) inkiibasyonu takiben Rho-
kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalama *standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir.

4.7. Rho Kinaz Enzim Ekspresyonlar1 Uzerine DETA-NO’nun Etkileri

DETA-NO (10 ve 10° M), kiiltiire koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde bazal
sartlarda ROCK-2 enzim ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde etkilemedi
(Sekil 4.18). DETA-NO’nun hiicreler iizerine toksik etkisinden dolayr koroner endotel
hiicreleri ile en fazla 8 saat inkiibasyona birakildi. Bu deney serisinde, hem bazal hem de

trombin stimiilasyonu yapilmis hiicrelerde ROCK-1 ekspresyonlar1 incelenmedi.
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Sekil 4.18 Sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre homojenatlarinda bazal sartlarda, NO
salrverici bir ajan olan DETA-NO (10 ve 10° M, n=3) ile 8 saat inkiibasyonu takiben Rho-
kinaz enzim (ROCK-2) ekspresyonlarinin Western blot teknigi ile gosterilmesi. Veriler
ortalama +standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmustir.

4.8. Y-27632’nin Endotelyal Nitrit/Nitrat Diizeyleri Uzerine Etkisi

Rho-kinaz enzim inhibitérii Y-27632, 10° M (veri gosterilmemistir) ve 10° M
konsantrasyonlarda endotel hiicreleri tarafindan kiiltlir ortamimna saliverilen NO

metabolitlerinin (NO2 /NO3) diizeylerini etkilememistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Bazal sartlarda ve Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632 (10° M) inkiibasyonu
sonrasinda, sican koroner mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiir ortaminda 6l¢iilen nitrit/nitrat
diizeyleri. Kiiltiir flasklar1 Y-27632 ile gece boyunca (16 saat) inkiibe edildi (kontrol grubuna
Y-27632’nin ¢dziiclisii uygulandi), daha sonra kiiltiir ortam1 (medium) alinarak burada Griess
yontemi ile total nitrit+nitrat diizeyleri 6l¢iildii. Cikan sonuclar uM/flask basina total pg
protein olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirma igin eslestirilmemis t testi uygulandi.



5. TARTISMA

Bu calismada kiiltiire edilmis sigan koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde nitrik
oksit (NO) vericileri, gliseril trinitrat (GTN), sodyum nitroprussiyat (SNP), DETA-NO ve
NaNO: ile intraselliiler kalsiyum diizeyini yiikselterek endotel hiicrelerde NO sentezini ve
saliverilmesini artiran kalsiyum iyonofor, A-23187nin gerek bazal sartlarda gerekse trombin
ile stimiilasyonun yapildig: sartlarda kontraktil bir protein olan Rho-kinaz (ROCK) enziminin
simdiye kadar bilinen iki izoformunun (ROCK-1 ve ROCK-2) ekspresyonlar1 iizerine olan
muhtemel etkisini test ettik.

Antianjinal ilaglar koroner damarlarda vazodilatasyon yaparak, sistemik kan basincin
azaltarak ve ayrica kalbin is ylikiinii dolayisiyla oksijen tiiketimini azaltarak antianjinal etki
olustururlar (17). Bu ilaglarin bazilar1 damar diiz kaslarinda (koroner ve sistemik) gii¢lii bir
gevsetici ajan olan NO saliverirler. Nitrik oksit, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ¢oziiniir
guanilil siklaz enzimini aktive eder ve bunun sonucunda sGMP diizeyleri yiikselir. sGMP,
kendine duyarli protein kinazlar (protein kinaz G) iizerinden vaskiiler diiz kas hiicresinde

intraselliiler Ca?" diizeylerinin diisiiriir (25).

Ancak NO salivererek etki yapan antianjinal ilaglarin kardiyovaskiiler diiz kas hiicresi
iizerinde olasi baska etkileri hakkinda fazla bilgi yoktur. NO’nun hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerini azaltmasinin yani sira bagka kontraktil yolaklar1 da baski altinda tutabilecegi

bildirilmistir; bu kontraktil yolaklardan biri de Rho/Rho-kinaz yolagi olabilir (179,180).

Kiigiik molekiil agirlikli (yaklasik 20 kDa) bir G proteini olan Rho, bir cok dokuda Ca?*-
duyarlasmasina aracilik eder. Bu fenomen, myozin hafif zincir fosforilasyonunun ve bunu
takiben olusan kasilma giiciiniin, intraselliiler Ca®" konsantrasyonundan bagimsiz olmasi
olarak tanimlanir. Diger bir ifadeyle, hiicre ici Ca?* diizeyleri sabit oldugu zaman bile,
agonistle indiiklenen kasilmanin yeterli bir sekilde siirdiiriilmesi esasen Rho/Rho-kinaz
sinyalizasyon yolagi ile siirdiiriiliir (6).

Heterotrimerik G proteinleri ile kenetli cesitli reseptorlerin aktive edilmesi, hiicre ici
Ca?* diizeylerini artirabilir. Kalsiyum, kalmoduline baglanarak myozin hafif zincirini fosforile

etmek icin myozin hafif zincir kinazini stimiile eder (154,181). Diiz kaslarin kasilma



mekanizmasinda Ca®" hayati 6neme sahip olmasina ragmen, myozin hafif zincir
fosforilasyonunun ve dolayisiyla kasilma giiciiniin intraselliiler Ca?* diizeylerinden bagimsiz
olarak da siirdiiriilebilecegi son zamanlarda bildirilmektedir. Bir kii¢iik GTPaz olan Rho ve
onun aktive ettigi Rho-kinaz (ROCK-1 ve ROCK-2), s6z konusu kalsiyum duyarlasmasina
neden olabilmektedir. Bu etkideki ana mekanizmanin myozin hafif zincir kinazinin
stimiilasyonundan ziyade, myozin fosfotazin Rho-kinaz tarafindan fosforile edilerek inhibe
edilmesi oldugu iddia edilmektedir (5, 182). Rho-kinazin, Y-27632 veya fasudil ile
antagonize edilmesi, vazodilatasyona (183) uterus kontraksiyonlarinin inhibisyonuna (185)
mide diiz kasinin gevsemesine (167), kalpte (-) inotropik etkiye (186), iskemik beyin
hasarinda sitoproteksiyona (187), penis ereksiyonuna (165, 166, 188), lreter diiz kas
kasilmasinin inhibisyonuna (164), koyun (189) ve insan (190) safra kesesinde spazmolitik

etkiye neden olmaktadir.

Damar endotel hiicreleri, ayni diiz kas hiicresi gibi kontraktil elementlere sahiptir.
Dolayistyla bu hiicreler ¢esitli stimuluslara yanit olarak kontraktilite seklinde yanit verebilir.
Endotel hiicrelerinin kasilmasi kapiller permeabilite artiginin tetigini ¢ekmektedir. Bunun
sonucunda 6dem ve inflamatuvar yanit olusabilir (13). Damar endotel hiicrelerinin kasilmasi
ve dolayisiyla kapiller permeabilite artisina ve 6dem formasyonuna bu hiicrelerdeki kalsiyum

duyarlastiric1 yolak olan Rho/Rho-kinaz yolagi aracilik edebilmektedir (191).

Bu ¢alismada, endotel hiicrelerinde gerek bazal gerekse trombin stimiilasyonu varliginda
ROCK ekspresyonlart arastirildi. Trombinin endotel hiicrelerinde Gq reseptorleri iizerinden
kasilmaya ve boOylece endotelyal permeabilite artisina neden oldugu gosterilmistir (192).
Diger taraftan trombin Rho proteinlerini ve onlarmn alt effektorii olan Rho-kinaz enzimini de

aktive ettigi gosterilmistir(193).

Bu calismada Rho-kinaz enzim aktivitesi incelenmemistir ancak uzun siireli trombin
maruziyeti sonrasinda si¢an koroner mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde Rho-kinaz enzim
diizeyleri arastirildi ve trombinin ROCK protein diizeylerini anlamli olarak artirmadig: tespit
edildi. Normal olarak uzun siireli trombin uygulamasinin ROCK ekspresyonlarini
artirabilecegi beklenir zira trombinin neden oldugu endotelyal kontraktilite Rho/Rho-kinaz
yolagini igermektedir. Gergi yapilan ¢alismalarin tiimii RhoA translokasyonu ve Rho-kinaz

enzim aktivasyonuna yoneliktir (12). Goriiniiste trombin ile ROCK ekspresyonu artmaktadir



ancak bu fark anlamli bulunamadi. Olasilikla, endotelyal hiicre kontraktilitesini kompanse
etmek icin bagka mekanizmalar devreye girmektedir. Nitekim, trombinin endotel hiicrelerden
NO sentez ve saliverilmesini artirdig1 bilinmektedir (13), bu da Rho-kinaz ekspresyonlarini
baskilamis olabilir. Ilging olarak, trombinin 15-24 saatlik inkiibasyonunun insan umbilikal

endotel hiicre kiiltiirlerinde eNOS proteinini “downregiile” ettigi gosterilmistir (194).

Diger taraftan NO salivericisi olan SNP ve GTN, Rho-kinaz ekspresyonlarini siiprese
etmistir. Ayrica, endotel hiicrelerde eNOS’u aktive edip NO sentez ve saliverilmesine neden
olan kalsiyum iyonoforu, A-23187 (195), gerek bazal gerekse trombin varliginda ROCK
ekpresyonunu belirgin olarak baskilamistir. Ancak bu etkinin NO ile iligkili olup olmadig:
bilinmemektedir, zira uzun siireli A-23187 inkiibasyonu endotel hiicrelerde apoptozisi
tetikliyor da olabilir (196) ve ROCK ekspresyonunun azalmasi belki de buna baglidir. S6z
konusu durumun aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢alismalara gerek vardir. NaNO; ve DETA-NO
gibi NO agiga ¢ikaran bilesiklerin ROCK ekspresyonlarini etkilememesi deneysel bir artefakt
olabilir. Bu serilerin tekrarlanmasi gerekmektedir, ¢linkii diger NO dondrleri GTN ve SNP
kismen bile olsa ROCK ekspresyonlarini baskiliyorsa, bu s6z konusu iki ajanin da sayet

bilinmeyen baska etkileri yoksa ROCK protein diizeylerini azaltmas1 gerekir.

Sonug olarak, bulgularin biitiiniinde tam bir tutarlilik hakim olmasa da, bazi NO
saliveren ajanlar, ROCK ekspresyonlarin1 baskilamaktadir. Bu da, NO dondrlerinin
antianjinal etkisine katki saglayabilir. Diger taraftan selektif Rho-kinaz inhibitérii Y-27632,
bu c¢alismada hiicre kiiltiir ortaminda NO metabolitlerinin diizeyini degistirmedi. Oysa,
Chitaley ve Webb (197) sican aortasinda Rho-kinaz inhibisyonunun damar endotel
hiicrelerinden NO saliverilmesine neden oldugunu bildirmislerdir. Ancak daha Onceki
caligmamizda (184) ve bu calisgmada Rho-kinaz inhibisyonunun bdyle bir etkiye neden
olmadigim1 gosterdik. Bu fark olasilikla onceki arastiricilarin  kullandigr  dokunun
makrovaskiiler yapiyr temsil etmesinden buna karsilik bizim her iki c¢alismamizin da
mikrovaskiiler yapiy1 temsil etmesinden kaynaklanabilir; sdyle ki, kapasitans damarlarda NO
primer 6nemli vazodilator bir ajan iken, mezenterik damar yatagi ve koroner mikrovaskiiler
dolasgim gibi rezistans damarlarda NO’nun yanmi sira baska mediyatorlerin de (6rnegin

EDHF’nin) 6nemli katkis1 olabilir.



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alismada elde edilen bulgular, biitiinliyle tutarli olmasa da, NO
donorlerinin kontraktil bir protein olan Rho-kinaz enzim ekspresyonunu azaltabilecegine
isaret etmektedir. Eger bu dogruysa, s6z konusu durum, NO salivererek antianjinal etki
olusturan terapotik ajanlarin yeni bir etki mekanizmasini giindeme getirmektedir. ROCK
inhibisyonu sadece vazodilatasyonla sonuclanmaz, ayni zamanda ateroskleroz gelismesine
aracilik eden olaylardan biri olan kapiller permeabilite artisi, 6dem olusumu ve

inflamasyonun baslamasi gibi kritik olaylar1 da baskilayabilir.
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