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OZET

Endotoksin ile Olusan Vaskiiler Hiporeaktivitede
G Proteini ile Kenetli Alfa-Adrenerjik Reseptor/Mitojen ile Aktive Edilen Kinazlar
Yolu ile Sitozolik Fosfolipaz A, ve Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Enzimleri
Arasindaki Iliskinin Mekanizmalarimn Sican Aortunda Arastirilmas:

Bu c¢ahsmada, endotoksin ile olusan vaskiiler hiporeaktivitede
indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz (iINOS), sitozolik fosfolipaz A; (sitozolik
FLA;) ve mitojen ile aktive edilen protein kinaz kinaz (MEK1/2) enzimlerinin olasi
rolii sican izole torasik aortunda arastirildi. Miyografa yerlestirilen halka seklinde
ve endoteli saglam dokularda noradrenalin (0.001-1000 pM) ile Kkiimiilatif
konsantrasyon-yamt egrileri alindiktan sonra, dokular endotoksin (100 pg/ml) ile
1, 2, 4 veya 6 saat inkiibe edildi ve konsantrasyon-yamt egrileri tekrarlandi.
Endotoksin ile 4 saat inkiibe edilen dokularda, noradrenalin ECs degeri kontrole
gore daha fazla, E,,,xs degeri ise daha azdi. Enzim inhibitérleri (0.1, 1 veya 10
pg/ml) ile ortamda endotoksin yokken ve varken 4 saat inkiibasyonun ardindan
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrileri tekrarlandi. Endotoksin ile artan
noradrenalinin ECsy degeri selektif iNOS inhibitérii phenylene-1,3-bis[ethane-2-
isothiourea] dihydrobromide (1,3-PBIT), selektif sitozolik FLA; inhibitorii
metilarakidonil florofosfonat (MAFF) ve selektif MEK1/2 inhibitorii 1,4-diamino-
2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadien (U0126) ile azaldi, azalan E.xs
degeri ise 1,3-PBIT ile artti, U0126 ile azaldi ve MAFF ile degismedi. Endotoksin
ile artan doku nitrit miktari ise 1,3-PBIT, MAFF ve U0126 ile azaldi. Bu bulgular,
endotoksin ile olusan vaskiiler hiporeaktiviteden endotel ve/veya diiz kas
hiicrelerinde iNOS ve FLA,; aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan NO ve
vazodilator etkili FLA; yolu iiriinleri ve bu iiriinler arasindaki sinerjistik
etkilesmelerin rolii oldugunu goéstermektedir; ayrica, MEK1/2 ekspresyonu
ve/veya aktivitesinin artmasi ile iliskili vazodilatasyon ve vazokonstriksiyona
aracilik eden olaylarin da hiporeaktiviteye katkis1 olabilir.
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ABSTRACT

The Investigation of the Mechanisms of Relationship among G Protein-Coupled
Alpha-Adrenergic Receptor/Mitogen-Activated Kinases Pathway, Cytosolic
Phospholipase A; and Inducible Nitric Oxide Synthase Enzymes in Endotoxin
Induced Vascular Hyporeactivity in Rat Aorta

In this study, possible role of inducible nitric oxide (NO) synthase (iNOS), cytosolic
phospholipase A, (cytosolic PLA;) and mitogen-activated protein kinase kinase
(MEK1/2) were investigated in endotoxin-induced vascular hyporeactivity in the
rat isolated thoracic aorta. Aortic rings with intact endothelium were mounted in a
myograph and cumulative concentration-response curves were obtained with
noradrenaline (0.001-1000 pM). Following by incubation for 1, 2, 4 or 6 h with
endotoxin (100 pg/ml) noradrenaline concentration-response curves were repetaed.
At 4 h after endotoxin, ECsy value for noradrenaline was higher than that of
control, while E;,; value for control was decreased by endotoxin. Following by 4 h
incubation with enzyme inhibitors (0.1, 1 or 10 pg/ml) in the presence and absence
of endotoxin, noradrenaline concentration-response curves were repeated. The
endotoxin-induced increase in ECsp value for noradrenaline was decreased by
selective iNOS inhibitor, 1,3-phenylene-bis(1,2-ethanediyl)bis-isothiourea (1,3-
PBIT), selective cytosolic PLA; inhibitor, methyl arachidonyl florophosphate
(MAFF), and selective MEK 1/2 inhibitor, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-
aminophenylthio)-butadiene (U0126). The endotoxin-induced decrease in Ep.y
value was increased by 1,3-PBIT, decreased by U0126, and not changed by MAFF.
Endotoxin-induced increase in tissue nitrite level was decreased by 1,3-PBIT,
MAFF and U0126. These findings indicate that increased levels of NO and
vasodilatory products of PLA, pathway which are resulted from increased iNOS
and PLA, activity in endothelial and/or vascular smooth muscle cells and
interactions among them sinergistically may be responsible for the endotoxin-
induced vascular hyporeactivity. Furthermore, events related to increased
MEK1/2 expression and/or activity leading to vasodilatation and vasoconstriction
may contribute to this hyporeactivity.
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1. GIRIS

Sepsis ve septik sok, genellikle Gram (-) bakterilerin neden oldugu, kanda
vazopresor katekolamin diizeylerinin artmasina karsin, vazokonstriktér maddelere karst
hiporeaktivite ve kan basmcinda siddetli bir digmenin eslik ettigi, mikrosirkiilatuvar
disfonksiyon ile birlikte akciger, karaciger, bobrek ve beyin gibi hayati organlarda doku
perfiizyonu ve oksijen kullaniminda bozulma sonucu bu organlarin disfonksiyonu ve
ardindan 6liimiin goriildiigii kompleks bir sistemik inflamatuvar yanittir. Sepsisli insan
ve hayvanlarda 6liim nedeni olarak, akciger ve bobrek hasart, miyokard depresyoriu,
vazopresor maddelere kars1 yanitsiz kalan periferik vazodilatasyonun neden oldugu
refrakter hipotansiyon veya ¢oklu organ yetmezligi goriilmektedir. Yogun bakim
initelerinde septik sok nedeniyle goriilen mortalitenin yiiksek oldugu bilinmektedir.
Antimikrobiyal tedavi ve hemodinamik destegin yetersiz kaldig: sepsis tedavisindeki
geligmelerin yavag ilerlemesinin nedenleri olarak, septik sok patojenezinin pek ¢ok
mediyatoriin  katkist1 nedeni ile kompleks olmasi, mediyatorlerin birbirleri ile
etkilesmeleri, semptomlar ve prognozun bireyler arasinda farklilik gostermesi

sayllmaktadir (1-11).

Konake¢inin endotoksin, stres (oksidan stres, Zeat shock, ozmotik sok veya
tyonize edici radyasyon gibi), biiylime faktorleri ve mitojenler gibi faktorlere maruz
kalmas: ile tetiklenen olaylar sonucunda olusumlar: artan proinflamatuvar sitokinler
(timoér nekroze edici faktér [TNF]-a gibi), mitojen ile aktive edilen protein kinaz
(MAPK) kinaz (MAPKK) kinaz (MAPKKK) (Raf, B-Raf, mixed lineage kinase
IMLK]lar, transforme edici biiylime faktérii [TGF] ile aktive edilen kinaz
[transforming growth factor-activated kinase, TAK], apoptozis sinyal regiile edici kinaz
[ASK] 1, MAPKK/MAPK-ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz [extracellular
signal-regulated kinase, ERK] kinaz [MAPK-ERK kinaz kinaz] [MEKK] 1-4),
MAPKK (MEKI1 ve -2, MKK3-7) ve MAPK (ERK1, -2 ve -5, p38 MAPK, stres ile
aktive edilen protein kinaz [SAPK] ve c-jun N-terminal kinase [JNK])’lerin bulundugu
sinyal ileti yollarim uyararak, MAPK’larin hiicre ¢ekirdegine lokalizasyonuna ve

burada ¢esitli apoptozis genlerini regille eden spesifik transkripsiyon genlerinin



fosforilasyonuna neden olmaktadir. Sonug olarak biyolojik yanit, ¢esitli sistemlerde
biiytime, farklilagma, gelisme, inflamasyon ve apoptozis seklinde ortaya ¢ikmaktadur.
(12-17). Proinflamatuvar sitokinler bu sekilde indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz
(iINOS) ve sitozolik fosfolipaz A, (sitozolik FLAj;) gibi enzimlerin mRNA
ekspresyonlarini artirarak vazodilator mediyatdrler olan NO ve prostaglandinlerin agiri
miktarlarda olusumuna neden olmaktadirlar (1, 18-21). Olusumu artan bu vazodilator
metabolitlerin yamisira, sitozolik FLA, enziminin de katkida bulundugu arakidonik
asitten sitokrom P450 (CYP) yolu ile olusan 20-hidroksieikozatetraenoik asit (20-
HETE) gibi vazokonstriktor Giriinlerinin azalmas1 ve epoksieikozatrienoik asit (EET)’ler
gibi vazodilator iriinlerin de artmas: da kardiyovaskiiler sistemin baskilanmasina neden
olmaktadir. Sonug¢ olarak, sepsis patojenezinde vazodilatdr/vazokonstriktér denge
vazodilator metabolitlerin olusumunun artigi yoniinde bozulmustur. Bozulan bu
dengenin yeniden kurulmasi i¢in de {irlinler ve/veya enzimler diizeyinde birbirlerinin
olusumlarimi ve/veya etkilerini Onleyecek sekilde etkilesmeler de goriilmektedir (22,
23). Biitiin bu olaylar sepsiste vazokonstriktér tedaviye karsin geri ¢evrilemeyen

vaskiiler hiporeaktiviteyi aciklamaktadir.

Aragtincilar, sayilan mediyatorlerin olusumuna neden olan olaylarin ya da etki
mekanizmalarimm  selektif inhibisyonunun, sepsiste gorillen morbidite ve mortalite
bakimmdan koruyucu etkiler olusturabilecegini ileri siirmektedirler (24-26). Ancak
preklinik ve klinik aragtirmalarda iNOS inhibittrlerinin vaskiiler hiporeaktiviteyi geri
cevirebilmelerine ve mortaliteyi onleyebilmelerine karsin, renal ve pulmoner sistemde
olugturduklart olumsuz etkilerden dolay: heniiz rutin uygulamaya girememislerdir (5,
18, 27-29). Son yillarda sepsis patojenezi ile ilgili olarak yapilan galigmalar s6zii edilen

sinyal ileti yolu {izerinde yogunlagmustir (1-11, 30).

Heterodimerik G proteinleri (G, Gj, G ve Gy gibt), membrana bagli G proteini
ile kenetli reseptorlerden aldiklar sinyalleri iyon kanallar1 ve enzimler gibi intraseliiler
hedeflere iletirler. G ile kenetli reseptorler, fosfolipaz C (FLC)’yi aktive ederek
inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) ve diagil gliserol (DAG) olusumuna neden olurlar.
DAG protein kinaz C (PKC) aracilifa ile MAPK yolunu aktive ederken, IP; de ERK1/2

aktivasyonunu daha da artiran intraseliiler kalsiyum diizeylerinin artmasina neden olur.



PKC’nin ERK1/2’yi aktive etme mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Ancak, bazt ¢alismalarda PKC tarafindan ERK aktivasyonunun Ras’dan bagimsiz bir
mekanizma ile, muhtemelen PKC tarafindan Raf-1’in direkt fosforilasyonu ile
olabilecegi bildirilmistir. Diger yandan, PKC’nin Ras aktivasyonunu ve Ras-Raf-1

kompleksleri olugumunu uyardigini bildiren galigmalar da bulunmaktadir (15, 16).

Son yillarda cesitli hiicre kiiltiiri ¢aligmalarindan elde edilen, endotoksinin
MEK/ERK yolunu aktive ettigi ve PKC ile Ras/Raf/MAPK kaskad1r gibi
protoonkojenlerin iNOS ekspresyonunu diizenledigine dair bilgiler giderek artmaktadir
(31-36). Pek ¢ok galigmada MAPK’lerin endotoksin veya sitokin ile olusan iNOS
ekspresyonu tizerinde pozitif etkileri oldugu gosterilmesine kargin, negatif bulgular da
vardir (37). Farmakolojik ve genetik veriler, en azindan fare iNOS ekspresyonunda
cesitli MAPK’lerin rolii oldugunu gostermektedir. ERK yolunun iNOS indiiksiyonu ve
NO olugumunda rolii oldugunun bilinmesine karsin, NO’nun ERK yolu tizerindeki
etkileri konusunda heniiz net bir bulgu yoktur. Bazi c¢alismalarda, ERK kinazlarin
farmakolojik inhibisyonunun iNOS ekspresyonunu etkilemedigi gosterilmistir (38).
Diger yandan, sitokin veya endotoksin ile artan iNOS ekspresyonunun MEKK
inhibit6rii ile 6nlendigi de gosterilmistir (39). Vurgulanmas: gereken bir diger nokta da,
MAPK’lerin INOS ekspresyonuna neden olan nikleer faktér-kB (NF-xB)
aktivasyonunda roli oldugudur. Cesitli deneysel sepsis modellerinde yapilan
caligmalarda, NF-kB inhibitdrleri ile iNOS ekspresyonu ve NO olusumu
Onlenebilmektedir. Diger yandan, MAPK’larin aktivasyonuna neden olan FLC ve PKC
yollarinin da iNOS ekspresyonu iizerinde pozitif veya negatif sekilde dual rolleri oldugu
da bildirilmistir. Fenotipik olarak kontraktil diiz kas hiicrelerinin ¢ok miktarda ERK1/2
eksprese ettigi bilinmektedir (40-44). NO’nun vazodilator etki mekanizmasinda énemli
rol oynayan siklik guanosine 5-monophosphate (siklik GMP)/protein kinaz G (PKG)
yolunun ERK aktivitesini inhibe ettigine dair bulgular da vardir (45, 46). Kontraktil diiz
kas fonksiyonu tizerinde ERK1/2’nin roliiniin aragtirildigi ¢aligmalarda, ERK’nin diiz
kas kontraksiyonu sirasinda aktive oldugu, ancak bunun hiicre proliferasyonu ile birlikte

olmadig: gosterilmistir (40, 41, 47-51).



Endotoksin ile a-adrenerjik agonistlere karsi azalan vazokonstriktor yamtlarda
FLA; ve iNOS enziminin katkist oldugunu gosteren ¢esitli ¢aplardaki arterlerde yapilan
pek ¢ok ex vivo ve in vitro galigma olmasina karsin, ERK1/2°nin katkis1 olabilecegini
diisiindiiren ¢aligmalarin neredeyse tamam damar diiz kas hiicre kiiltiiriinde yapilmagtir.
Kiiltiir galigmalarindan elde edilen sonuglar ise, Gq ve Gii3 proteinleri ile kenetli a-
adrenerjik reseptorlerin uyarilmasindan sonra tetiklenen mekanizmalarin pek ¢ok kiigiik
G proteini ile gesitli kinazlarin ekspresyonu ve/veya aktivasyonu sonucunda cesitli
genlerin transkripsiyonuna ve sonugta apoptozise kadar giden olaylarm tetiklenmesine
neden oldugunu gostermektedir. Yapilan literatiir taramasinda, spesifik ERK1/2 ile
sitozolik FLA, inhibitorlerinin, sepsiste goriilen vaskiiler hiporeaktivite izerindeki

etkilerine yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Son bir kag¢ yil iginde molekiiler diizeyde elde edilen bu gelismeler 1s181nda,
Sekil 1.1°de de 6zetlendigi gibi bu tez ¢alismasinda, Gy ve G113 proteinleri ile kenetli
olan ve ¢esitli kinazlar ile iligkili sinyal ileti yollarmin endotoksin ile olusan vaskiiler
hiporeaktiviteyi ne yonde etkiledigi arastirilmistir. Sigan izole torasik aortunda in vitro
olarak yapilan bu ¢aligmada, G4 ve Gizn3 proteinleri ile kenetli olan a-adrenerjik
reseptor aracilikli kasilma yanitlan {izerinde endotoksinin olugturdugu etkilere iNOS,

sitozolik FLA; ve MEK1/2 enzimlerinin katkist aragtirilmgtir.
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Sekil 1.1 G4 ve G213 proteinleri ile kenetli olan a-adrenerjik reseptér aracilikli kasilma
ve gevseme yanitlart ile ilgili sinyal ileti yollart tlizerinde lipopolisakkarit (LPS),
indiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz (iNOS), sitozolik fosfolipaz A, (sitozolik FLA,),
mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) kinaz (MAPKK) (MEK) 1/2 ve
kalsiyum/kalmoduline bagimli protein kinaz II (KaMKII)’nin etkileri. 7,3-PBIT,
phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea] dihydrobromide; DAG, diagilgliserol; FLC,
fosfolipaz C; IP;, inositol-1,4,5-triphosphate; MAFF, metilarakidonil florofosfanat;
MHZ, miyozin hafif zincir;, MHZK, miyozin hafif zincir kinaz; NA, noradrenalin; NF-
KB, niikleer faktor-xB; PIP; phosphatidylinositol-4,5-biphosphate; PKC, protein kinaz
C; U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadien. Sekil 15, 26,

35, 36, 41 ve 45 numarali kaynaklardan yararlanilarak tarafimizdan diizenlenmistir.



2. GENEL BILGI

2.1 Septik Sok

2.1.1 Etiyoloji

Sok, viicudun hayati -organlara ve dokulara yeterli kan ve oksijenin
saglanamamasi sonucu yasami tehdit eden bir durum olarak tanimlanmaktadir. Sokim
baglica tipleri arasinda septik sok, hemorajik sok, travmatik sok, kardiyojenik sok,
norojenik sok ve anafilaktik sok bulunmaktadir. Sepsis ve septik sok, genellikle Gram
(-) bakterilerin neden oldugu, kanda vazopresor katekolamin diizeylerinin artmasina
karsin, vazokonstriktér maddelere kars: hiporeaktivite ve kan basincinda siddetli bir
diigmenin eglik ettigi, mikrosirkiilatuvar disfonksiyon ile birlikte akciger, karaciger,
bobrek ve beyin gibi hayati organlarda doku perfizyonu ve oksijen kullaniminda
bozulma sonucu bu organlarin disfonksiyonu ve ardindan 6liimiin goriildiigii kompleks
bir sistemik inflamatuvar yanittir. Sepsisli insan ve hayvanlarda 6liim nedeni olarak,
akciger ve bébrek hasari, miyokard depresyonu, vazopresdr maddelere karst yanitsiz
kalan periferik vazodilatasyonun neden oldugu refrakter hipotansiyon veya g¢oklu organ
yetmezligi goriilmektedir (1-11). Konakgida infeksiyona maruziyet ile baglayan ve
¢oklu organ yetmezligine kadar gidebilen durumlarin tanim 1992°de Society of Critical

Medicine Consensus Conference’da yapilmstir (52) (Cizelge 2.1).

Sepsis ve septik soka neden olan Gram (-) bakterilerin basinda Escherichia coli
gelmektedir (53, 54). Gram (-) bakteremisi olan hastalarn biiyiik bir kisminda sepsis
gelismektedir. Gram (-) bakterilerin sepsis olusturma olasiliklart %50 iken Gram (+)
bakterilerin sepsis olusturma 6zellikleri %25’tir. Fungal, viral ve protozoal

infeksiyonlar da sepsis ve septik soka neden olabilmektedir (55).



Cizelge 2.1 Sepsis ve septik sok ile ilgili tamumlar.

Infeksiyon

Bakteriyemi

Sistemik inflamatuvar yanit
sendromu

Sepsis

Siddetli sepsis

Septik sok

Hipotansiyon

Coklu organ yetmezligi

Normalde steril olan konak¢ida mikroorganizmanin varlig: veya
mikroorganizmanin yayilmasina kars: verilen inflamatuvar yanit ile
karakterize mikrobiyal olay

Kanda canli bakteri bulunmasi

Siddetli klinik belirtilerle kendini gésteren sistemik inflamatuvar
yanit. Sayilan durumlardan en az ikisi olmali: Sicaklik > 38° C veya
< 36° C; kalp hizt > 90 atim/dk; solunum hizi > 20 solunum/dk veya
Pacop < 32 torr (< 4.3 kPa); 18kosit > 12.000 hiicre/mm” veya > %
%10 olgunlasmamus hiicre

Infeksiyona verilen sistemik yanit. Infeksiyona yanit olarak sayilan
durumlardan en az ikisi olmali: Sicakhik > 38° C veya < 36° C; kalp
hiz1 > 90 atim/dk; solunum hizi > 20 solunum/dk veya Pacop < 32
torr (< 4.3 kPa); Iokosit > 12.000 hiicre/mm’ veya > %10
olgunlagmarms hiicre

Organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon veya hipotansiyon ile birlikte
olan sepsis. Hipoperfiizyon ve perfiizyon anormallikleri, her zaman
degilse de, laktik asidoz, oligoiiri veya mental durumda akut bir
degisiklik ile birlikte goriilebilir.

Yeterli s1v1 restisitasyonuna karsmn hipotansiyon ve perfiizyon
anormalliklerinin de birlikte oldugu sepsis. Her zaman degilse de,
laktik asidoz, oligoiiri veya mental durumda akut bir bir degisiklik
ile birlikte goriilebilir. Inotropik veya vazopresor ajanlar: kullanan
hastalar perfiizyon anormalliklerinin 6l¢iildiigii sirada hipotansif
olmayabilirler.

Sistolik kan basincinin 90 mmHg’dan diisiik olmasi veya
hipotansiyona neden olabilecek bir durum yokken kan basincinda
normalden 40 mmHg’den daha fazla bir azalma olmasi

Miidahale ile homeostazin saglanamadif: hastalarda organ
fonksiyonlarinin degismesi

Cizelge 52 numaral kaynaktan alinarak tarafimizdan diizenlenmigtir.



2.1.2 Patofizyoloji

Septik sokta kalp atim hizi ve kalp debisi genelde artmaktadir. Sistemik damar
direnci, arteriyel toniisiin azalmasindan dolayr azalmig durumdadir, buna karsin
pulmoner damar direnci artmustir. Kalp debisindeki artisa kargin, doku hipoperfiizyonu,
kanda laktat konsantrasyonunun artigi ile belirgindir. Damar toniisiindeki azalmalar
arteriyel ve ven6z dolagimi etkilemektedir. Arteriyel toniis, sistemik hipotansiyona yol
acacak kadar azalmistir. Genis kapasitans damarlarinda toniis azalmakta ve vendz
gollenmeye neden olmaktadir., Arteriyel ve venoz toniisteki degisiklikler damar
yataklart arasmnda farklilasmakta, bu da kan akimimin ve hacminin egit olmayan
dagilimma neden olmaktadir. Hipovolemi, septik soktaki baslica hemodinamik
degisikliklerdendir. Septik soklu birgok hastada miyokardiyal disfonksiyon da
goriilmektedir (55). Sepsiste hiicre i¢inde kalsiyum konsantrasyonunda belirgin bir artig
oldugu bilinmesine karsin hiporeaktivite olusmaktadir; bu durumda da kalsiyum

duyarliliginda bir problem s6z konusu olabilir (56).

Her ne kadar Gram (-) aerobik basilin endotoksini, bakteriyel toksinler arasinda
en iyi c¢alisilmis olani da olsa diger bakteriyel {irlinler de mediyatér cevabi
baslatabilmektedir. Bunlar formil peptidler, endotoksinler, proteazlar, hemolizin
peptidoglikanlar ve Gram (+) organizmalarin lipoteikoik asit (LTA)’laridir.
Lipopolisakkarit (LPS, endotoksin) sadece Gram (-) bakteride bulunmakta iken, LTA
sadece Gram (+) bakterilerde bulunmaktadir. LPS molekiilii {i¢ farkli bolgeden
olugmaktadir. Dig kisminda bulunan O-antijen yapisinin bakteri tiirlerine bagli olarak
antijenitesi bulunmaktadir. Orta kisimda yer alan g¢ekirdek bolge daha az antijenik

farklilik géstermektedir. En igteki bolgede lipid A yapisi bulunmaktadir (57) (Sekil 2.1).



Polisakkarid zinciri O-antijen Cekirdek Lipid A

Sekil 2.1 Lipopolisakkaridin yapist. Sekil 57 numaralt kaynaktan alinarak tarafimizdan diizenlenmigtir.

Lipid A, yiiksek derecede immiinreaktiftir ve Gram (-) sepsiste gozlenen toksik
etkilerin bir¢ogundan sorumludur; Lipid A’nin baglica etkisi, makrofajlar1 aktive etmesi
ve inflamatuvar olaylan tetiklemesidir. Monositler, makrofajlar, nétrofiller ve endotel
hiicreleri infeksiyona karsi yanitta Onemli rol oynarlar ve LPS igin reseptorlere
sahiptirler. LPS, “lipid baglayict protein (LBP)” ad: verilen yaklagik 55 kDa molekiil
agirhiginda ve hepatositler tarafindan sentezlenen bir protein ile etkilesmektedir. Bu
kompleks daha sonra makrofaj yiizeyindeki LPS reseptérlerinden CD14 ile etkilesir.
CD14’tn kendisi sinyal iletiyi baglatmamaktadir. LBP-LPS kompleksinin CD14’¢
baglanmasi1 7oll-like receptor (TLR)’nin aktivasyonuna neden olmaktadir. TLR’nin
aktivasyonunu takiben PKC ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin indiiksiyonu
gergeklesmektedir (57-60) (Sekil 2.2)



LPS

Sekil 2.2 Lipopolisakkarit (LPS)’nin Toll-like receptor (TLR)’lerden TLR2/TLR4 reseptorler aracilig: ile
olusan sinyal ileti yolu. CD, cluster of differentiation; IL, interlokin; LBP, LPS baglayici protein; MAPK,
mitojen ile aktive edilen protein kinaz; NF-xB, niikleer faktor-xB; PKC, protein kinaz C; TK, tirozin
kinaz; TNF, timdr nekroze edici faktor. Sekil 57 numaralr kaynaktan alinarak tarafimizdan
diizenlenmistir.

CD14 ve TLR’ler biitiin bakteriyi veya LPS gibi bakteriyel {iriinleri farkeden ve
baglanan hiicre ylizeyindeki reseptorlerdir. Monositler, makrofajlar, nétrofiller ve
endotel hiicrelerinde bulunan TLR4, LPS ile baglayan sinyal ileti mekanizmalarinda yer
almaktadir. CD14 reseptorlerinin membrana bagl ve ¢6ziinebilir olmak {izere iki alt tipi
bulunmaktadir ve her ikisi de LPS ile etkilesmektedir. Glikozil fosfotidilinozitole bagl
hiicre ylizey molekiilii olan membrana baglhi CD14 monositler, makrofajlar ve
noétrofillerde bulunmaktadir. CD14’iin plazmada bulunan ¢6ziinebilir sekli ise, insanlar:
da igeren memelilerin serumunda mikromolar konsantrasyonda bulunmaktadir.
Coziinebilir CD14 LPS ve diger bakteriyel ligandlara baglanmak ve endotel ve epitel

hiicreler gibi CD14 tagimayan hiicrelerin aktivasyonuna aracilik etmektir (61, 62).
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LPS, makrofajlar gibi bazi hiicrelere baglanarak bu hiicreleri aktive eder ve bu
hiicrelerden proinflamatuar sitokinler TNF-a, IL-1 ve interferon (IFN)-y’nn
saliverilmesine neden olur; birincil proinflamatuar sitokinler TNF-o ve IL-1’dir (60).
Bu sitokinler dogrudan organ fonksiyonunu etkileyebilirler ve dolayli olarak yine
proinflamatuvar aktivitesi olan IL-6, IL-8 ve tromboksan, 16kotrien, trombosit aktive
edici faktér (TAF), prostaglandinler, kompleman faktorleri gibi diger ikincil
mediyatérlerin de saliverilmesini aktive edebilirler. Makrofajlar tarafindan iiretilen
inflamatuvar sitokinler daha sonra endotel hiicreleri, lenfositler, hepatositler, notrofiller

ve trombositler gibi birgok hiicreleri etkilerler (55, 57, 59, 60).

Bu sitokinlerin kendilerine 6zgii reseptorlerine baglanmasi, intraseliiler proteinin
fosforilasyonuna neden olan tirozin kinaz ve ardindan NF-kB’nin aktivasyonuna neden
olmaktadir, Aktive olan NF-xB ¢ekirdege ge¢meden Once inaktif durumda kalmasim
saglayan IxkB molekiiliinden ayrilir. Cekirdege gecen NF-xB, iNOS geninin promotor
bolgesine baglanarak transkripsiyonu aktive eder. Bu sekilde olusumu artan NO septik

sok patojenezinde 6nemli rol oynamaktadir (63).

Septik sokun akut fazinda endoteliyal NOS (eNOS) aktivasyonuna ve sokun
ilerleyen fazinda ise iNOS indiiksiyonuna bagl: olarak artan NO olusumu, septik soklu
insan ve hayvanlarda hipotansiyona 6nemli derecede katkida bulunmaktadir (63, 30).
Dolagimdaki nitrit/nitrat diizeylerinin septik soklu hastalarda artmasi, endotoksin veya
proinflamatuar sitokinlere bagli olarak damar toniistiniin azalmasi da NO’nun septik
soktaki kardiyovaskiiler degisikliklerde rolil oldugunu diigtindiirmektedir (20). Septik
soklu insan ve hayvanlarda ayrica noradrenalin, adrenalin, vazopressin, anjiyotensin II,
serotonin, histamin, kalsiyum ve potasyum gibi ajanlara verilen vazokonstrikt6r yamitlar
azalmaktadir. Bu olay “vazopleji” olarak da adlandirilir ve septik sokta vazokonstriktor
tedaviye kargm direngli hipotansiyona neden olmaktadir. Endotoksin ile indiiklenen ve
o-adrenerjik reseptor stimiilasyonuna kars: olusan vaskiiler hiporeaktivite endotoksin
uygulamasinin siiresinin uzunluguna baghdir ve kan hiicreleri, plazma ile etkilesime

gereksinim duymamaktadir (64).
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Bakterisidal permeabilite artirict protein (bactericidal permeability-increasing
protein; BPI) yaklagik 50 kDa agirliginda antimikrobiyal aktiviteye sahip bir proteindir
(58). Nanomolar konsantrasyonlarda BPI, birgok Gram (-) bakteri igin yiiksek selektif
sitotoksisiteye sahiptir. BPI, LPS’nin lipid A bélgesine yiiksek afinite ile baglanir (65).
Bu baglanma, membranin dig kisminda permeabilitede artiga, bakteriyal fosfolipidlerin
hidrolizine, hiicre boliinmesinin inhibisyonuna ve bakterinin 6lmesine neden olmaktadir

(58).

Septik sok sirasinda inflamatuvar yamti diizenlemek igin antiinflamatuvar
molekiiller de saliverilmektedir | (66, 67). Proinflamatuvar sitokinlerin iiretimi ve
aktivasyonu, antiinflamatuvar sitokinler tarafindan antagonize edilmektedir; giinkdi,
endotoksemi proinflamatuvar mediyatorierin sentezini artirmakla kalmaz, ayrica

antiinflamatuvar sitokinlerin de gecikmis tiretimini ve saliverilmesini de artirir (68).

Ayrica septik sokta olusumu artan endojen kortikosteroidler ve katekolaminler
de 6nemli antiinflamatuvar rol oynamaktadirlar. IL-10, IL-4, prostaglandin (PG)E,,
¢6ziinebilir TNF-o reseptorleri ve IL-1-reseptor antagonisti de énemli antiinflamatuvar

mediyatdrler arasinda yer almaktadirlar (55).

2.1.3 Tedavi

Sepsis tedavisinin baglica hedefleri patojenin zamaninda tanimlanmasi,
infeksiyon kaynagmnin yok edilmesi, antimikrobiyal tedavi, septik soka neden olabilecek
olaylar zincirinin engellenmesi ve organ disfonksiyonunun diizeltilmesi seklinde
olmalidir. Septik sok, yiiksek kalp debisi ve sistemik damar direncinin diismesi ile
karakterizedir. Hastalar sistemik damar direncinin azalmasi sonucu hipotansif olabilirler
ve anormal kan dagilimmdan dolay1 doku perfiizyonlarinda sorun olabilir. Septik sokun

rutin tedavisi Cizelge 2.2°de verilmistir (69-71).
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Cizelge 2.2 Septik sokun rutin tedavisi.

Anormallik

Tedavi

Terapotik amag¢

Infeksiyon

Kardiyovaskiiler ve
organ disfonksiyonu
Hipotansiyon

Doku hipofiizyonu

Organ disfonksiyonu

Uygun antibiyotikler ve cerrahi
drenaj (gerekliyse)

Yogun bakimda izleme, hacim
ekspansiyonu, vazopresor ajanlar

Yogun bakimda izleme, hacim
ekspansiyonu, inotropik ajanlar,
vazopresorler

Yogun bakimda izleme, hacim
ekspansiyonu, inotropik ajanlar,
vazopresorler

Infeksiyonun uzaklastirtimas:

Ortalama arteriyel kan basinci en az 60
mm/Hg; pulmoner arter wedge basinci
14-18 mm/Hg

Hemoglobin diizeyi 10 g/dI’nin tizerinde
Oksijen satiirasyonu %92 ’nin tizerinde
Normal kan laktat konsantrasyonlar1
Nonspesifik gokta kardiyak indeks 2.2
L/dk.m” ve septik sokta 4.0 L/dk.m**nin
iizerinde

Normal degerler veya asagidaki
sistemlerde disfonksiyonun diizeltilmesi:
Renal (kan iire nitrojeni, serum

kreatinini, tiriner debi)

Hepatik (serum bilirubini)

Pulmoner (alveolar-arteriyel gradiyent)
Kardiyovaskiiler (ortalama kan basinci,
kardiyak indeks)

SSS (mental durum)

SSS, Santral sinir sistemi. Cizelge 69-71 numarali kaynaklardan alinarak tarafimizdan diizenlenmistir.

Septik soklu hastalarin yaklagik yarisinin 6liim nedeni g¢oklu organ yetmezligi
oldugu.i¢in, hemodinamik destek oldukg¢a 6nemlidir. Hemodinamik destek siv1 tedavisi,
vazopresOr tedavi ve inotropik tedavi olarak ii¢ sekilde yapilabilir. Sivi tedavisi tek
bagina kan basicini ve organ perflizyonunu diizeltemedigi zaman dopamin, dobutamin,
noradrenalin, adrenalin ve fenilefrin gibi vazopresor ve inotropik ajanlar kullamlmalidir.
Dopamin ve dobutamin gibi inotropik ajanlar kalp debisindeki bozuklugu genellikle
diizeltirler; vazopresorler, ortalama kan basinci inotropik tedaviye kargin diizelmiyorsa

kullanilmalidir (59, 72).

Noradrenalinin kan basinci tizerindeki etkisini kalp debisi ve kalp hizinda
belirgin degisiklikler yapmadan olusturdugundan, dopamine karsi takikardi ile cevap
veren veya yiiksek dozdaki dopamine yanit vermeyen hastalarda, periferik damar

yataklarinda gii¢lii vazokonstriksiyon istenildigi zaman kullanilabilmektedir (55, 59).
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Sepsis ve ilgili durumlann tedavisinde &ngoriilen yaklasimlar Cizelge 2.3’te
Ozetlenmigtir. Septik kaskadda yaklagik 30-40 kadar farkli mediyatoriin bulunmasi ve
birbirleriyle etkilesmeleri nedeniyle, septik sokun tek bir ilagla tedavisi olast gibi
goriinmemektedir; mediyatér veya zarar goéren organa spesifik tedavi yaklasimlarina
gerek duyulmaktadir. Bu nedenle, bakteriyel bilesenler, konak¢1 kékenli inflamatuvar
mediyatorler ve doku zedelenmesinine neden olan mediyatérlere karsi uygulanacak
uygun tedavi yaklagimlan, inflamatuvar yamiti azaltarak, hemodinamik bozukluklar
diizelterek, doku zedelenmesini ve organ yetmezligi gelismesini 6nleyerek septik sok
tedavisinde yarar saglayabilecektir (73-75). Yeni tedavi yaklasimlart temeli bakteri
toksinleri ve konakgida saliverilen mediyatorlerin nétralize edilmesi yolu ile sendromuin
ilerleyigini durdurmak veya yavaglatmak esasina dayanir. Bu amaglar ile yapilan
¢aligmalarda, bakteri toksinleri (endotoksin), TNF ve IL-1 gibi inflamatuvar yanitta rol
oynayan sitokinler, nétrofil gibi inflamatuvar hiicreler, NO, TAF ve bradikinin gibi
inflamatuvar yanitta rol oynayan mediyatorler lizerinde durulmaktadir (54, 57). Sepsis
ve septik sok patojenezindeki tek bir yolu hedefleyen antikor tedavisi genellikle etkisiz
kalmaktadir. Sitokinler ve sepsiste saliverilen diger mediyatorler hiicresel hedeflerini
cabuk bir sekilde etkiledikleri i¢in immiinoterapi, erken veya yiiksek risk altindaki
kigilere profilaktik olarak uygulanmalidir (68).

2.2 G Proteini ile Kenetli Reseptorler

Hiicre digindan gelen mesajlar hiicre i¢i yapilara gesitli reseptorler aracilign ile
iletilirler. Bu reseptorlerin arasinda G proteini ile kenetli reseptor (GPKR)’lef, tirozin
kinaz reseptérleri, kinazlar ile aktive edilen sitokin reseptorleri ve steroid/tiroid hormon
reseptor aileleri bulunmaktadir (16). Hiicre membranint 7 kez gegen 7 transmembranal
protein ailesine ait olan GPKR’ler etkilerini guanin niikleotidi baglayan ve a, 3 ve v alt
birimlerinden olusan guanosine 5 “triphosphate (GTP) baglayici protein (G proteini)
aracihigt ile gosterirler (76). GPKR’ler, enzim ya da iyon kanali gibi plazma
membranmdaki hedef proteinlerin aktivitelerini dolayli olarak diizenleyebilirler. Hedef
proteinin aktivasyonu, eger hedef protein bir enzim ise bir ya da daha fazla hiicre ici

mediyatorlerin konsantrasyonlarini, eger hedef protein bir iyon kanali ise plazma
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Cizelge 2.3 Sepsis ve ilgili durumlarn tedavisinde dngériilen yaklagimlar.

Monoklonal antikorlar Lipoksijenaz inhibitorleri MX-1 (C5 blokérii)
Endotoksin NOS inhibitorleri C1 inhibitor
Ekzotoksin Reseptor antagonistleri Diger terapiler
INF-a TNF-« Antifungal imidazoller
Ir-1 IL-1 Gut dekontaminasyonu
FLA, TAF Antihistaminikler
Cla TxA, TRH
Adezyon molekiilleri Bradikinin Glukagon
Kontakt faktorleri PGE,, PGI, Stirfaktan
Antitrombin IIT PARS inhibitérieri Kalsiyum pompa
Protein C Nétrofil inhibitorleri aktivatorleri
Trombomodulin Pentoksifilin Kalsiyum kanal blokorleri
Hirudin Adenozin Bilyiime faktorleri
Aprotinin " - Dapson Biiyiime hormonu
Soya fasiilyesi tripsin inhibitérii Antioksidanlar Nalokson
Plazminojen aktivatérieri Agr metal selatérleri Melatonin

Arakidonik asit inhibit6rleri Olsijen radikal kovucular: N-asetilsistein
Siklooksijenaz inhibitdrleri Proteaz inhibitorleri

Tromboksan sentaz inhibitérleri

FLA, fosfolipaz A; IL, interlokin; TAF, trombosit aktive edici fuktér; PARS, poli(ADP-riboz) sentaz; PG,
prostaglandin; NOS, nitrik oksit sentaz; TRH, tirotropin salgilatict hormon (thyrothropin releasing
hormone); TNF, timdr nekroze edici fakidr; Tx, tromboksan. Cizelge 73-75 numaralr kaynaklardan
alinarak tarafimizdan dijzenlenmistir.

membraninin  iyon gegirgenligini = degistirebilmektedir. GPKR’ler, hormonlar,
norotransmitterler ve lokal mediyatérler gibi birgok molekiiliin etkilerine aracilik
etmektedirler. Hiicre dis1 sinyal molekiilleri GPKR’lere baglandiklar1 zaman, reseptorler
G proteinlerini aktive edecek sekilde konformasyonel degisiklige ugrarlar. Uyarilmamis
durumda, o alt birimine guanosine 5 -diphosphate (GDP) bagli haldedir ve G proteini
inaktiftir. G proteini o alt birimi, aktive edilmis reseptér tarafindan uyanldiginda
kendisine bagli olan GDP’nin ayrilmasmna ve onun yerine GTP’nin baglanmasina
yardim eder. Bu degisim o, B ve y alt birimlerinden olusan iiglii yapimn o alt iinitesi ve
By kompleksi olarak iki farkli aktive edilmis yaptya ayrilmasina neden olmaktadir. Bu
yapilarin hedefleri plazma membranindaki iyon kanallar1 ya da enzimler olabilmektedir

(77-80) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Heterotrimerik G proteinin aktivasyonu ile ilgili olaylar. GDP, Guanosine 5 “diphosphate; GTP,
guanosine 5 “triphosphate. Sekil 78-80 numarali kaynaklardan alinarak tarafimizdan diizenlenmistir.

Giintimiizde G proteinlerinin 17 a, 5  ve 12 vy alt birimi oldugu bilinmektedir. G
proteinin a alt birimi yaklagik 39-45 kDa, [ alt birimi 37 kDa ve daha kii¢iik olan v alt
birimi ise yaklasik 8 kDa molekill aguhifindadirlar. G proteinleri oo ve y alt
birimlerindeki lipofilik kuyruklar ile hiicre membraninin ig¢ yiiziine kenetlidirler. Genel
olarak G proteinleri, o alt birimlerinin efektdr yapilar ile etkilegmelerine goére

tanimlanmaktadirlar (81).

G proteini ile kenetli reseptor tipleri ve efektér makromolekiiller tizerindeki
etkileri Cizelge 2.4’te gosterilmistir. Ilk G protein o alt finitesi o olarak
tanimlanmustir. o iceren G proteinine G, denilmektedir ve adenilil siklaz enziminin

stimiile edilmesinden sorumludur (80, 82).
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Cizelge 2.4 G proteini ile kenetli reseptdr tipleri ve ve efektér makromolekiiller {izerindeki etkileri.

Reseptor Tipi Arac1 G Proteini Efektor Makromolekiil
Muskarinik (M, M3, Ms) Goy, FLCT —1P;T,DAG T
Adrenerjik (o)

Serotonin (5-HT,)

Dopamin (D;) Got Adenilil siklaz T — siklik AMP T
Serotonin (5-HT,)

Adrenerjik (B, B2)

Histamin

Muskarinik (M,, M) Gao; Adenilil siklaz ¥ — siklik AMP 4
Adrenerjik (a;)

Serotonin (5-HT;)

Dopamin (D,)

Koku reseptorii Goir Adenilil siklaz T — siklik AMP T
Isik reseptrii Gun Siklik GMP fosfodiesteraz T — siklik GMP 4
Adrenerjik (o) Goyans Rho proteini aktivasyonu

AMP, Adenosine monophosphate; DAG, diagilgliserol; FLC, fosfolipaz C; GMP, guanosine 5-
monophosphate; IP;, inositol-1,4,5-triphosphate; 5-HT, 5-hidroksitriptamin. Cizelge 80 ve 82 numaralt
kaynaklardan alinarak tarafinuzdan diizenlenmistir.

G; ise adenilil siklaz enziminin inhibisyonundan sorumlu olan G proteinidir.
Inhibisyon o alt iinitesi aracilig1 ile olmaktadir. G, rodopsinin 151k ile aktivasyonunu
takiben fosfodiesterazmn stimiile edilmesinden sorumlu olan retinal G proteinidir. Gq ve
Gy birbirleri ile yakin iligkili olan ve o alt tniteleri FLC enzimini stimiile eden G

proteinleridir (83).

a,-adrenerjik reseptorler, G proteinlerinden Gq ile kenetlidirler. FLCg aracilip
ile membran fosfolipidlerinin hidrolizine ve béylece DAG ve IP; olusumuna neden
olurlar. Bunlar da hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini artirarak ve PKC aktivasyonuna neden
olarak diiz kas kasimasmm gergeklestirirler (84). o-adrenerjik reseptdrlerin Gq ile
kenetlenmelerinin diginda, Gs ile hiicre i¢i siklik adenosine monophosphate (siklik
AMP) diizeylerini artirmak igin de kenetlendikleri bildirilmigtir (85). Si¢an aortunda o~
adrenerjik reseptorlerin oa-, Qip- Ve Qig- alt tipleri bulunmaktadir (86-88). Sican aort
diiz kas hicrelerinde o4~ alt tipi, o’lerin yaklasik %70-80’nini olusturmaktadirlar.

Noradrenalin ile olugan hizli ve gegici ERK1/2 aktivasyonunun, og-adrenerjik
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reseptére bagimli bir sekilde oldugu bildirilmistir (89); sigan aortundaki kasiimalarda

oug-adrenerjik reseptérler major rol oynamaktadir (90).

Gy, adenilil siklaz enzimini inhibe etmeyen ve voltaja bagimli kalsiyum

kanallarinm diizenlenmesinde rol alan G proteinidir (83).

G proteinlerinin o ve Py alt birimleri adenilil ve guanilil siklazlar,
fosfodiesterazlar, FLA,, FLC ve fosfoinositid-3-kinazlar1 iceren efektér molekiilleri
stimiile ettikleri gibi siklik AMP, siklik guanosine 5“-monophosphate (siklik GMP),
DAG, IPs, phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIPs), arakidonik asit ve fosfatidik
asit gibi ikincil habercilerin iiretimini de aktive ya da inhibe edebilirler. Yine bu alt
birimler, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda artma ile c¢esitli iyon kanallarimin
acilma ya da kapanmasini tetikleyebilirler (91). GPKR aracilif ile etkilerini olusturan
birgok kimyasal mediyatér arasinda ¢esitli iyonlar, piirinler, peptid hormonlar,
noropeptidler, amino asitler, monoaminler, kemokinler, proteazlar ve glikoprotein

hormonlar gibi kimyasal haberciler bulunmaktadir (83).

Her ne kadar klasik modellere goére, GPKR’lerin monomerler seklinde
fonksiyonu oldugu ileri siiriilse de, son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalar GPKR’lerin
dimerikAya da oligomerik kompleksler halinde olabilecegini diigiindiirmektedir. GPKR
dimerleri, endoplazmik retikulumda ya da hiicre ylizeyinde bulunabilirler; reseptérler
endoplazmik retikulumda dimerik ya da multimerik birimler halinde bulunabilirler ve
hiicre ylizeyine oligomerik diziler halinde taginabilirler ya da reseptorler monomerler
seklinde sentez edilmis olabilirler ve agonist bagimli olarak dimerler ya da oligomerler

seklinde hiicre yiizeyine tagmabilirler (92).

GPKR ii¢ farkli yol ile desensitize edilebilmektedir. Birinci yol olan reseptor
inaktivasyonunda, GPKR’ler G proteinleri ile daha fazla etkilesemedikleri igin
degisirler. Ikinci yol olan reseptdr sekestrasyonunda reseptorler hiicre igine gegici
olarak gegebilirler, boylece ligandlari ile daha fazla yakinlasamazlar. Ugiincii yolda
hiicre igine alinan reseptorler lizozimler iginde yok edilebilirler. GPKR aracilig ile olan

cevaplar sinyal iletisine neden olan ligand uzaklasinca geriye donmektedir. Bu olay ise
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G proteinin a alt biriminin, GTP’yi GDP’ye hidroliz ederek kendini inaktive etmesi,
IPy’tin, fosfataz enzimi tarafindan defosforile edilmesi, siklik niikleotidlerin
fosfodiesterazlar tarafindan hidroliz edilmesi, kalsiyamun hizla sitozolden disar
pompalanmasi ve fosforile edilen proteinlerin protein fosfatazlar ile defosforile edilmesi

aracilipi ile olmaktadir (77).

Her bir GPKR’nin birden fazla sayida sitoplazmik sinyal ileti yolunu stimiile
ettigi diistiniilmektedir. Bu yollarin stimiilasyonu da birgogu ¢ekirdege gegerek
cekirdekteki proteinleri fosforilleyen ve gen ekspresyonunu kontrol eden diizenleyici
molekiilleri etkileyen, MAPK aktivasyonuna neden olmaktadir. Sonug olarak, genotipik
farklilasma, hiicre yasamasi ya da Oliimii, hipertrofi, normal ve anormal hiicre
biiytimesini igeren biyolojik olaylar, reseptdr ekspresyon diizeylerine ve sinyal

molekiilleri ile reseptor arasi spesifiklige bagli olarak gergeklesmektedir (91).

GPKR’ler hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve gesitli hiicre i¢i kinaz yollarinin
aktivasyonunu igeren gesitli yanitlar1 indiikleyebilirler. ERK1/2, SAPK/INK) ve p38
kinaz1 iceren MAPK’ler G proteinleri aracilig: ile sinyal iletirler. Biiylime faktorleri,
forbol esterleri ve hormonlar, MAPK’leri fosforilasyon olaylart aracilign ile
diizenlemektedirler. Ancak, son zamanlarda hem tirozin kinaz reseptorleri, hem de
GPKR’lerin MAPK yolunun aktivasyonunda ortak biyokimyasal bilesenleri oldugu
gosterilmistir (93). GPKR’ler, MAPK aktivasyonunu G; ya da Gy ile iligkili yollan
kullanarak gergeklestirebilmektedirler. Gq ile kenetli reseptorler igin PKC’ye bagimli ve
bagimsiz yollarm oldugu bildirilmistir (94). PKC’ye bagiml1 yolda Gq proteinin o alt
birimi FL.C’yi aktive ederek DAG ve IP; olusumuna neden olmaktadir. DAG, MAPK
yolunu aktive edecek olan PKC’yi aktive ederken IP; hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini
artirir ve ERK1/2°nin aktivasyonuna katkida bulunur (16). G; ile kenetli reseptorler i¢in

MAPK ’nin aktivasyonunun gogunlukla PKC’den bagimsiz oldugu gosterilmistir (95).
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2.3 Mitojen ile Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK)’ler

MAPK ’ler, serin/treonin protein kinaz ailesine ait olan ve hiicre proliferasyonu,
farklilagmasi, hayatta kalma ve apoptozis gibi 6nemli olaylarin kontroliinde yer alan
enzimlerdir. Konakginin endotoksin, stres (oksidan stres, seat shock, ozmotik sok veya
iyonize edici radyasyon gibi), biiyiime faktorleri ve mitojenler gibi faktorlere maruz
kalmas: ile tetiklenen olaylar sonucunda olusumlar artan proinflamatuvar sitokinler
(TNF-a. gibi), MAPKKK (Raf, B-Raf, MLK’ler, TAK, ASK1, MEKK1-4), MAPKK
(MEK1/2, MKK 3-7) ve MAPK (ERKI, -2 ve -5, p38 MAPK, SAPK/INK)’lerin
bulundugu sinyal ileti yollanmi wuyararak, MAPK’lerin hiicre gekirdegine
lokalizasyonuna ve burada gesitli apoptozis genlerini regiile eden spesifik transkripsiyon
genlerinin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Giinimiizde memeli hiicrelerinde,
MAPKKK ’lerin 14, MAPKK’lerin 7 ve MAPK’lerin ise 12 farkli varyant1 oldugu
bilinmektedir (96).

GPKR ERK’ler, JNK’ler ve p38 MAPK’ler gibi MAPK’leri aktive ederek
hiicrede ¢esitli biyolojik yanitlara neden olmaktadirlar. MAPK’ler biiyiime faktorleri,
hormonlar, sitokinler, radyasyon, 1s1 soku, ozmotik dengesizlik, DNA hasar1 ve LPS
gibi bakteriyel triinler ile aktive edilebilmektedirler. Bu uyaranlara karsi cevap olarak
MAPK;Ier aktive olarak cesitli enzimlerin gen ekspresyonu ve hiicresel metabolizmanin
kontroliinde goérev alirlar. MAPK aktivasyonu kalsiyuma bagimli veya kalsiyumdan
bagimsiz bir sekilde gergeklesebilmektedir (97).

ERK aktivasyonu, birgok G proteini ile kenetli reseptérlerin stimiilasyonu ile
oldugu gibi ¢esitli biiytime faktorleri ve sitokinlerle de olmaktadir. ERK’nin LPS ile
aktivasyonu, Raf-1’e bagimli ve bagimsiz bir sekilde olabilmektedir. Raf-1’e bagimii
yolda Ras tarafindan aktive edilen Raf-1, MAPK/ERK kinaz 1 (MEK1) ve MAPK/ERK
kinaz 2 (MEK2)’yi fosforile etmektedir. ERK1/2 ise MEKI1/2 tarafindan aktive
edilmektedir. Raf-1’e alternatif yol ise, PKC’nin MAPKK’lerin MEK alt grubunu
aktive etmesi aracilifn ile olmaktadir. N-Methyl-4-(2-cyanophenyl)piperazinyl-3-
methylbenzamide (PD98059) ve 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenyithio]
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butadien (U0126) gibi spesifik MEK1/2 inhibitérleri ERK1/2 sinyal ileti yolunu
inaktive eden bilesikler gelistirilmigtir (97, 98).

MAPK ’ler tiim 6karyotlarda tiglii kinaz diizenleyici yolda yer almaktadirlar. Bu
tiglii kinaz yolunda MAPK’ler, MAPKK ’ler tarafindan tirozin ve treonin kalintilan
tizerinden fosforillenerek aktive olurlar., MAPKK’ler ise, MAPKKK’ler olarak
adlandirilan bir grup serin/treonin kinazlar tarafindan fosforillenerek aktive olurlar (96).
Bu ii¢li kinaz diizenleyici yol, sadece sinyali hedef efektorlere ulastirmakla kalmaz,
ayrica paralel sinyal ileti yollarindan gelen bilgiyi koordine ederek sinyalin
amplifikasyonuna da neden olmaktadlr. MAPK aktivasyonunun gergeklesmesi i¢in hem
treonin hem de tirozin yapilarmn fosforillenmesi gerekmektedir. Her iki bolgeden de
fosfatin gesitli fosfataz enzimleri ile uzaklagtinilmas: ile MAPK’lerin inaktivasyonu

gergeklestirilir (12).

MAPK’ler ile damar diiz kas kasilmasi arasinda bir iligki oldugu da
diistiniimektedir. Noradrenalin ile as-adrenerjik reseptér stimiilasyonunun zamana
bagimli olarak ERK1/2 fosforilasyonunda artisa neden oldugu gosterilmigtir (99).
Kalsiyum ile olusturulan LCy fosforilasyonundan bagimsiz bir sekilde olugan diiz kas
kasilmasmnda, ERK aktivasyonu ile kasilma arasinda bir iligki oldugu ve bu iliskinin
kaldezmon fosforilasyonu aracili: ile olabilecegi gosterilmistir. Yine ayrica MAPK
fosforilasyonunun  kalsiyumdan bagimsiz mekanizmalarda yer alarak diiz kas
kasilmasmm olusturulmasindan daha gok, damar toniistiniin korunmasinda rolii oldugu
ilert stirlilmistir (41). MAPK’lerin diiz kasta kalsiyum sensitizasyonunda rolii
olabilecegi sOylenmektedir (100). ERKI1/2 tarafindan kaldezmon proteinin
fosforilasyonunun, damar diiz kasinda kasilmanin devamlihigma katkida bulundugunu

ileri siiren bagka galigmalar da bulunmaktadir (101).

2.4 Sitozolik Fosfolipaz A, (Sitozolik FLA;)

FLA; enzimleri, fosfolipid sn-2 ester baginin hidrolizini katalizleyen ve serbest

yag asidi ile lizofosfolipid yapilarini olusturan enzim ailesine aittirler. FLLA; enzimleri 4
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farkli gruba ayrilirlar: (1) 14 kDa molekill agirliginda olan ve katalizor olarak
kalsiyuma ihtiyag duyan sekretuvar FLA; (secretory FLA,, SFLA;), (2) 85 kDa molekiil
agirliginda olan kalsiyuma duyarl: sitozolik FLA, (cytosolic FLA,, cFLA;), (3) 29-85
kDa arasinda molekiil agirlia sahip olan kalsiyumdan bagimsiz olan intraseliiler FLA,
(intracellular FLA,, iFLA;) ve (4) kalsiyumdan bagimsiz olan ve lipid mediyatorii olan
TAF ve okside fosfolipidleri hidroliz eden TAF asetilhidrolazlardir (102-104) (Cizelge
2.5).

Cizelge 2.5 Memeli fosfolipaz A, (FLA;) enzimlerinin 6zellikleri.

Enzim Molekiil Dokularda Kalsiyuma sn-2 Diizenlenmesi
Agirhd Dagiim Gereksinim  spesifitesi
_(kDa
Sitozolik FLA, 85 Damar diiz kasi nM-uM Arakidonik  Fosforilasyon,
kalp, akciger, asit kalsiyum
nétrofil,
makrofaj, endotel
hiicreleri
Intraseliiler FLA, 85 Kalp, damar diiz Yok Yok Bilinmiyor
kasi, makrofaj,
lenfosit
Sekretuvar FLA, 14 Kalp, 16kosit, mM Yok Transkripsiyonel
trombosit, mast
hiicreleri

Cizelge 103 ve 104 numarall kaynaklardan alinarak tarafimizdan dijzenlenmigtir.

Sitozolik FLLA,’nin molekiil agirliklan sirasi ile 85, 110 ve 60 kDa olan a,  ve y
olmak iizere ii¢ izomeri bulunmaktadir (105-107). Trombositler, makrofajlar, nétrofiller,
endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri, alveoler epitel hiicreleri, bébrek mezangiyal
hiicreleri ve keratonositler gibi birgok farkli hiicre tipleri sitozolik FLA, eksprese
ederler. Biiyiime faktorleri, mitojenler, vazoaktif peptitler, sitokinler, interferonlar gibi
baz1 ekstraseliller uyarilarin sitozolik FLA;’yi aktive edebildigi gibi, oksidasyon,
hiperglisemi, ultraviyole 15181 ve stirtiinme stresi gibi reseptor araciliksiz etki eden stres
uyaranlan da sitozolik FLA; aktivasyonunu baslatabilmektedir (102). Makrofaj benzeri
hiicreler, hem TAF tarafindan indiiklenen g¢abuk yamt, hem de LPS tarafindan

indiiklenen gecikmis cevap olustururlar. TAF, FLA,’nin hizli aktivasyonuna neden
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olurken, LPS hiicreleri 6ncelikli olarak yeni protein efektérlerini sentez etmek araciligi
ile indiikler. Her iki durumda da en o6nemli olay, hiicre iginde sitozolik FLAo

enziminin translokasyonu ve aktivasyonudur (108).

Sitozolik FLAjo. enzimi, arakidonik asit igeren fosfolipidlerin 6zellikle sn-2
konumundaki arakidonik aside spesifite gosterirken, diger FLA; izoformlarinda bu
sekilde bir 6zellik s6z konusu degildir (Sekil 2.4) (103, 109). Hiicre sitozoliinde bulunan
sitozolik FLA,, proinflamatuvar uyan ile MAPK aktivasyonu ve kalsiyum artiginm
takiben aktive olmaktadir (103,.104, 109, 110). Hiicre i¢inde kalsiyum artisi, sitozolik
FLAjo’nin sitozolden siklooksijenaz (COX) ve 5-lipoksijenaz (5-LO) enzimlerinin
bulundugu endoplazmik retikulum ve niikleer membranlara transloke olmasi
saglamaktadir. Reseptorlere ligand baglanmasi ile aktive edilen MAPK’ler sitozolik

727 .

9 ve Ser’ iizerinden siras ile fosforile ederek hiicre icinde

FLA,o’y1 serine (Ser)
transloke olmasini saglamaktadirlar. Hiicre kiiltiirii ve in vitro kinaz eseyleri ile yapilan

calismalar, sitozolik FLA;’nin ERK2 olarak da bilinen p42 MAPK igin substrat
oldugunu da géstermektedir (102). Son zamanlarda sitozolik FLA,o’nin ayrica KaMKII

tarafindan da Ser’" {izerinden fosforile edilerek membrana transloke oldugu
gosterilmigtir (103).
Fosfolipaz A, Fosfolipaz A,
R 0
o\ H,C»—0"—~C—R1

|
O—+P—+—0—R3
11
Fosfolipaz D
Fosfolipaz C

Sekil 2.4 Fosfolipazlann etki yerleri. Sekil 109 numaralr kaynaktan alinarak tarafimizdan diizenlenmistir.

23



2.5 Nitrik Oksit (NO)

NO, suda ¢6ziinebilen, stabil, renksiz bir gazdir. Sulu ¢ozeltideki yarilanma
omrii 0.1-10 saniye kadardir. Farkh hiicre tipleri tarafindan sentezlenen NO’nun otokrin
ya da parakrin hiicresel mediyator olarak fonksiyonu bulunmaktadir. NO, yaklasik 140
kDa molekiil agirhginda, CYP rediiktaz enzimine benzerlik gosteren kompleks bir
enzim olan NOS enzimi tarafindan sentezlenmektedir. NOS enziminin néronal NOS
(nNOS, NOS I), eNOS (NOS III) ve iNOS (NOS II) olmak tizere ii¢ farkli izoformu
bulunmaktadir. nNOS ve eNOS’un ikisi yapisal NOS (yNOS)'u olusturan yapisal
enzimlerdir; ‘iNOS ise gesitli uyaﬁlar ile indiiklenebilmektedir. NOS substrat olarak yari
esansiyel bir amino asit olan L-arjinini kullanir ve iiriin olarak NO ile L-sitriilin olusur.
Bu olayda oksijen ve nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (indirgenmis sekil;
NADPH) ise yardimci faktorlerdir. Flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin
mononiikleotid (FMN), NO sentezi i¢in ayrica yardimci faktorlerdendir. yNOS ve iNOS
enzimleri arasinda bazi énemli farkliliklar bulunmaktadir. Oncelikle yNOS un aktivitesi
hiicre igine kalsiyum girigine bagh iken, iNOS aktivitesinin saglanmasi i¢in dinlenme
durumundaki hiicrelerde hiicre igi kalsiyum diizeyleri yeterlidir. yNOS aktivitesi, hiicre
icinde kalsiyum konsantrasyonu artis1 ile tetiklendiginden aktivitesi gegicidir ve
pikomolar diizeyinde diisiik NO olusumuna neden olur. Tersine, iNOS aktivitesi birkag
giin boyunca devam eder ve daha biiyiikk miktarlarda (nanomolar diizeyde) NO
olusumuna neden olmaktadir. Kalsiyuma bagimli yNOS ile olusan az miktardaki NO,
norotransmisyon ve vazodilatasyon gibi gesitli fizyolojik olaylarda rol alir. iNOS ise
akciger, frombositler ve ince bagirsak hiicreleri gibi bazi hiicre tiplerinde eksprese
edilmesine kargin normalde inaktiftir. Ancak, bazi hiicreler LPS, TNF, IFN-y, IL-1B, -2
ve -6 gibi spesifik proinflamatuvar ajanlar tarafindan aktive edildiklerinde iNOS
aktivitesi indiiklenmektedir (20, 111-113) (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6 Memeli nitrik oksit sentaz (NOS) izoformlarinin 6zellikleri.

Yapisal ve Enzimatik nNOS eNOS iNOS
Ozellikler
Molekiil Agirhg: 160 kDa 135kDa 125-130 kDa
Yapisal Indiiklenebilir

Indiiklenebilirlik Yapisal

Kofaktorler BH,, FAD, FMN, BH,, FAD, FMN, BH,4, FAD, FMN,
Hem, Zn Hem, Zn Hem, Zn

Substratlar L-Agjinin, L-Arjinin, L-Arjinin,

Protein varyasyonu

NADPH, oksijen

Dokuya spesifik
M, o, B ve'y izoformlar

NADPH, oksijen

NADPH, oksijen

Siiperoksit olugturma Hem domain, Genellikle Genellikle
kaynaklari rediiktaz domain Hem domain rediiktaz domain
Majbr fizyolojik Norotransmisyon Vazodilatasyon Sitotoksisite
fonksiyonu
Patofizyolojik Miiskdiler distrofi, Endoteliyal inflamasyon,
olaylardaki rolii iskemi reperfiizyon disfonksiyon, toksik sok

hiperkolesterolemi,

hipertansiyon

BH,, Tetrahidrobiyoterin, eNOS, endotelival NOS; FAD, flavin adenin diniikleotid; FMN, flavin adenin
mononiikleotid;, iNOS, indiiklenebilir NOS; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(indirgenmis sekil); nNOS, ndronal NOS. Cizelge 112 ve 113 numarali kaynaklardan alinarak
tarafimizdan diizenlenmigtir.

Bu enzimlerin hiicre i¢i dagilimlar1 da farkliik gostermektedir. yNOS hiicre
membraninda bulunurken, iNOS sitozolik bir enzimdir. NO’nun birgok etkisi, siklik
GMP tireten ve ¢oziinebilir hem grubu tasiyan bir enzim olan guanilil siklaz enzimi
aracilig ile gercgeklestirilmektedir. Siklik GMP olusumunun artist, hiicre i¢i kalsiyum
diizeyinin azalmasina neden olacak hiicre i¢i olaylar zincirinin tetiklenmesine neden
olmaktadir. Siklik GMP’in aracilik ettigi olaylar vazodilatasyon, miyokard kasinin
gevsemesi ve trombosit agregasyonunun inhibisyonudur. NO, ayrica siiperoksit anyonu
ile etkileserek niikleik asitler, lipidler ve proteinler iizerinde toksik etkileri olan potent
bir oksidan olan peroksinitriti (ONOQO") olugturur. NO serbest oksijen radikali olmasi
nedeni ile yiiksek derecede reaktiftir ve gesitli yapilar ile etkilesebilmektedir. Kanda NO
hizl1 bir sekilde nitrit ve nitrata mefabolize olmaktadir. Kandaki NO’nun asil dayanikl

olan metaboliti nitrattir. NO, ayrica amino asit ve proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplan ile

25



de etkilesmektedir ve nitrozotiyol (-S-NO) bilesikleri seklinde depolanabilmektedir.
NO’nun ayrica serbest oksijen radikalleri de etkilesebilme 6zelliginden dolayi, serbest
radikal yakalayicis1i ve dolayist ile hiicre koruyucusu oldugu diisiinmektedir.
Peroksinitrit ve onun pargalanma tiriinleri ise lipid peroksidasyonu, farkli molekiillerin
nitrolizasyonuna veya sodyum kanal inaktivasyonuna neden olarak hiicre hasarma yol
acgabilir. NO’nun bazal olusumu arterlerde venlere oranla ve kiigiik damarlarda biiyiik
damarlara oranla daha fazladir. NO saliverilmesi asetilkolin, bradikinin, histamin,
adenin niikleotidleri ve serotonin gibi reseptdre bagimli ve serbest yag asitleri gibi

reseptorden bagimsiz agonistler ile stimiile edilebilir (20, 114).

NO’nun ikinci biiytik etkisi trombositler ve 16kositler tizerindedir. NO, trombosit
agregasyonu, adezyonu ve aktivasyonunu azaltir (115-117). NO’nun, inflamasyon
sirasinda olugsan vazodilatasyon, degisen damar gegirgenligi, lokosit gocii ve
aktivasyonunda rolii oldugu diisiiniilmektedir. iNOS endotel hiicreleri, damar diiz kas
hiicreleri, makrofajlar ve farkli parenkimal hiicreler tarafindan eksprese ve aktive
edilmektedir. LPS ve IFN-y ile uyarilan makrofajlar iNOS mRNA’smni1 2 saat, proteinini

ise 4 saat sonra eksprese ettikleri gosterilmistir (114).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Deney Hayvam ve Doku

Deneylerde 200-300 g agirliginda erkek ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
periyodunda senkronize edilen Wistar Kyoto siganlar kullamilmustir. Siganlar Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma

Merkezi’nden temin edilmislerdir.

ME.U. Tip Fakiltesi Etik Kurulu’nun 31.03.2003 tarihli toplantisinda,
aragtirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yoOntemleri dikkate alinarak incelenmesi

sonucunda, gergeklestirilmesinde sakinca olmadigina dair 6n onay verilmistir.

Doku olarak aort kullanilmigtir.

3.1.2 Vaskiiler Kontraktilite Calismalar:

Vaskiiler kontraktilite ¢alismalarinda izometrik gerim olgiimleri igin miyograf
(Tissue Bath Myograph, Model 700MO, Danish Myo Technology A/S, Danimarka;
Commat Ltd., Tiirkiye), bilgisayar kontrollii 6zel kaydedici sistem (MP30 Hardware
Unit ve Student Lab Software, Biopac Systems Inc., A.B.D.; Commat Iletisim Ltd.,
Tirkiye) ve %95 O, ve %5 CO, igeren gaz karigim tiipii kullaniimastir.
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3.1.3 Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi
Doku homojenatlarinin hazirlanmasi i¢in homojenizatér (Ultra-Turrax T8, IKA-

WERKE GmbH & Co. KG, Almanya) ve santrifiij (Centrifuge Minispin, Becton
Dickston, Almanya) kullanilmstir.

3.1.4 Doku Homojenatlarinda Protein Olgiimii

Doku homojenatlarinda protein 6lgiimii igin diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir
plaklar1 (Greiner, Almanya) ve kiiltiir plag: spektrofotometrik okuyucusu (Organon
Teknika Microwell System, Hollanda) kullanilmugtir.
3.1.5 Doku Homojenatlarinda Nitrit Ol¢iimii

Doku homojenatlarinda nitrit l¢timii igin diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir

plaklar1 (Greiner, Almanya) ve kiiltlir plag1 spektrofotometrik okuyucusu (Organon
Teknikq Microwell System, Hollanda) kullanilmugtir.

3.1.6 Kimyasal Maddeler ve Hazirlamgslari

3.1.6.1 Vaskiiler Kontraktilite Calismalari

Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin bilesimi su sekildedir (mM): NaCl 118, KCI 4.7,
CaCl,.2H,0 1.2, KH,PO4 1.2, MgS04.7H,0 1.2, NaHCOs 15, Glukoz.H,0 11) (Merck;
Sigma) (118). Krebs-Henseleit ¢ozeltisi igin maddeler deney giinii belirtilen miktarlarda

tartilarak distile suda ¢oziilmiislerdir.
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Deneylerde ayrica noradrenalin hidrokloriir (Sigma), fenilefrin hidrokloriir
(Sigma), asetilkolin hidrokloriir (Sigma), gliseril trinitrat (GTN) (Adeka), endotoksin
(E. coli lipopolisakkaridi, 0111:B4) (Sigma), phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea]
dihydrobromide (1,3-PBIT) dihidrobromiir (Sigma), metilarakidonil florofosfonat
(MAFF) (Sigma) ve U0126 (Tocris) kullanilmaigtir.

Noradrenalin hidrokloriiriin %0.1 askorbik asit igeren 0.01 N HCI ¢ozeltisi,
fenilefrin, asetilkolin, 1,3-PBIT ve endotoksinin ise distile su ile stok c¢ozeltileri
hazirlanmig ve -20° C’de sakl,anmlstlr; maddelerin stok g¢o6zeltilerinden diliisyonlarn
distile su ile yapilmistir. MAFF’nin metil asetat igindeki stok ¢ozeltisi -20° C’de
saklanms ve diliisyonlar distile su ile yapilmistir. U0126’nin dimetilsiilfoksit (DMSO)
(%99.5, a/h) (Riedel-de Haén) ile hazirlanan stok ¢ozeltisi -20° C’de saklanmis ve
diliisyonlar1 DMSO ile yapilmigtir. GTN’nin stok c¢ozeltisi (10 mg/10 ml) olarak
ampiiliin kendisi kullanilmigtir. Maddelerin istenen konsantrasyonlardaki diliisyonlar:

deneyden hemen 6nce yapilmustir.

3.1.6.2 Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Doku homojenatlarinin hazirlanmasinda kullanilan fosfat tamponu ¢ozeltisinin
bilesimi su sekildedir (g/L): NaCl 8.0; KC1 0.2; Na,HPO4 1.4; KH,PO4 0.2) (Merck)
(119). Deney ginii maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile suda

¢Oziilmiiglerdir.

3.1.6.3 Doku Homojenatlarinda Protein Ol¢iimii
Doku homojenatlarinda protein 6l¢timii i¢in sigir serum albumini (bovine serum

albumin, BSA) protein standard soliisyonu (Sigma) ve Bradford reajami (Sigma)
kullanilmagtir.
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3.1.6.4 Doku Homojenatlarinda Nitrit Ol¢iimii

Doku homojenatlarinda nitrit 6lglimii i¢in sodyum nitrit (Sigma), orto-fosforik
asit (H3PO4) (Merck), N-l-naftiletilendiamin dihidroklorir (NED) (Merck) ve
stilfanilamid (Merck) kullantlmistir. Sodyum nitrit, distile su icinde c¢ozlilmiistiir.
Fosforik asitin %85°lik ¢6zeltisinden distile su ile %2.5°lik ¢ozeltisi hazirlanmig ve +4°
C’de saklanmugtir. Siilfanilamid (%1) ve NED (%0.1), %2.5’lik fosforik asit i¢inde

¢ozilerek hazirlanmigtir. Cozeltiler 6l¢timden hemen 6nce hazirlanmglardir.

3.2 Yontem

3.2.1 Sican Torasik Aorta Halkalarimn Izolasyonu ve Deneye Hazirlanmas:

Siganlar hizli bir gekilde baslarma vurulup sersemletildikten sonra karotis
arterleri kesilerek oOldiiriilmiislerdir. Torasik aorta, aort yayindan baglanarak izole
edilmigstir. Daha sonra igerisinde Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bulunan petri kabina alinarak
¢evre dokularindan temizlenmigtir. 2-3 mm eninde ve halka seklinde torasik aorta
preparatlart hazirlanmistir. Dokular her biri 250 um kalinliginda paslanmaz gelikten
yapilmus teller arasina yerlestirilerek iginde 37° C’de Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bulunan
ve %95 Oy ve %5 CO, gaz kangimu ile havalandirilan 6 ml hacimde banyo igeren
miyografa yerlestirilmistir. Daha sonra uygulanan deney protokolii Sekil 3.1°de
gosterilmigtir. Dokular 1.5 g 6n-gerim altinda her 15 dakikada bir ortam ¢ozeltisi
degistirilerek ve gerim kontrol edilerek dengelenmeye birakilmustir. 1.5 saat sonra
dengelenen dokulara o-adrenerjik reseptor agonisti olan fenilefrin submaksimal
konsantrasyonda 2.6 uM (ECgs, 2.6 = 0.3 pM, n= 22) (118) ii¢ kez uygulanmustir.
Fenilefrin ile alinan birinci, ikinci ve figiincti kasilma yanitlar1 tek-yonlii varyans analizi
kullanilarak karsilastirildiginda aralarinda farklilik oldugu gériilmiistiir (F'= 24.76, P <
0.0001). Istatistiksel analizler tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-
Keuls ¢oklu kargilastirmalar testi kullamilarak yapildiginda, birinci kasilma yanitlan
(2.32+0.06 g, n= 132), ikinci (2.79+0.07 g, n= 132) ve iigiincii (2.94+0.07 g, n= 132)
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kasilma yanmitlarindan farkliyken (P < 0.001), ikinci ve iglincii kasilma yanitlan
arasinda fark yoktur (P > 0.05). Bu bulgulara gore, t¢ilincii kez fenilefrin uygulanan
dokularin stabilize oldugu kabul edilmistir.

Yikema ¢

! I T
1.FE (26 pb) 2. FE(2.6 §M) Yﬂlma 3. FE26 aM) ﬁfﬁlﬁam é}o_rgém
/——

A

0.001-1000 #M NA

0.001-1000 &M NA

l T B Dokularin -20 °C’ de dondurulm as

&) Endotoksin varken 1, 2,4 veye§ saat beklems

) Endotoksin 1,3-PBIT (0.1, 1 ve 10 pighm)
yokkez} veyavarken +  MAFF(0.1,1 vel0 ggimD
4 saat inkibasyon U0126 (0.1,1 ve 10 zgfm

¢) Endotoksin ve inhibitsr yokken 4 saat bekleme

Sekil 3.1 Vaskiiler kontraktilite ¢aligmalarinda uygulanan deney protokolii. 7,3-PBIT, phenylene-1,3-
bis[ethane-2-isothiourea]  dihydrobromide; FE, Fenilefriny GIN, gliseril trinitrat; MAFF,
metilarakidonil ~ florofosfanat; NA, noradrenalin; U026, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-
aminophenylthio] butadien.

Dengelenen dokularin fenilefrin (2.6 uM) ile 6nceden kastirtlmasini takiben,
endotel hiicrelerinde muskarinik Ms-reseptorlerin uyarilmasi sonucunda NOS araciligi
ile olusan NO’nun saliverilmesine bagli olarak gevseme olusturan bir madde olan
asetilkolin (10 uM) uygulanarak endotel tabakasinin saglam olup olmadif: kontrol
edilmistir (118, 120). Asetilkolin 2.00+0.06 g (n= 132) gevseme olusturmustur.
Fenilefrin ile olusan kasilmamin %’si olarak hesaplandiginda, asetilkolin ile olusan
%69+1 (n= 132) oranindaki gevgeme yaniti, ¢alisilan torasik aort preparatlarinin endotel
tabakasinin saglam oldugunu ve endoteliyal NO aracilikli diiz kas gevsemelerinde bir

sorun olmadigmi gostermektedir.
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Dokularin fenilefrin ile 6nceden kastinimasi ve asetilkolin uygulamasiin
ardindan, damar diiz kas hiicrelerinde NO veya bir NO tiirevine (S-nitrozotiyol)
doniiserek guanilil siklaz aktivasyonu sonucunda artan siklik GMP araciligy ile
endotelden bagimsiz bir sekilde gevseme olusturan bir madde olan GTN (10 pM)
uygulanarak diiz kasin gevseme fonksiyonu test edilmigtir (121, 122). GTN 2.58+0.07 g
(n= 119) gevseme olugturmustur. Fenilefrin ile olugan kasilmanm %’si olarak
hesaplandiginda, GTN ile olusan %89+1 (n= 119) oranindaki gevseme yanit1, ¢alisilan
torasik aorta preparatlarinin, endoteliyal NO’dan bagimsiz bir sekilde gelisen diiz kas

gevsemelerinde bir sorun olmadigini gostermektedir.

Krebs-Henseleit ¢6zeltisi ile yikanarak baglangi¢ 6n-gerimine ulasan dokularda
noradrenalin (0.001-1000 pM) ile kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrileri ¢ikarilmustir
(kontrol). Sigan torasik aorta preparatlarinin 100 pg/ml konsantrasyonda endotoksin ile
5-24 saat inkiibasyonu sonrasimnda a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilmalarin azaldigi
ve aym1 zamanda iNOS aktivitesi ve NO olusumunun arttig1 gosterildiginden (123-126),
dokularda iNOS indiiksiyonu i¢in endotoksin 100 pg/ml konsantrasyonda kullanilmstir.
Noradrenalin ile kontrol konsantrasyon-yanmit egrilerinin alinmasmin ardindan,
noradrenalin ortamdan uzaklastirildiktan sonra dokular 100 pg/ml endotoksin ile 1, 2, 4
veya 6 saat inkiibe edilmesinin ardindan noradrenalin konsantrasyon-yanit egrileri
tekrarlanmistir. Yapilan 6n deneylerde, endotoksin ile 4 saat inkiibe edilen torasik aorta
preparatlarinda, noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan ECs
degerinin (6.20+1.16 uM, n= 7) kontrol grubu degerine (2.77+0.84 uM, n= 7) gére daha
fazla (P= 0.0085), Emaxs degerinin ise daha az oldugu goriilmiigtir (kontrol Epuxs=
3.80+£0.31 g, n= 7; endotoksin Es= 3.02+£0.35 g, n= 7) (P= 0.0089). Diger yandan,
dokularin gerek 4 saat bekleme oncesinde (ECsp 0.52+0.16 pM; Epaxs 3.13+0.32 g, n=
4), gerekse sonrasinda (ECsp 0.86+0.38 puM; Epuxs 2.75+0.16 g, n= 4) elde edilen
konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan ECsy ve Ep.xs degerleri arasinda da fark
olmadig1 goriildigiinden (P > 0.05), dokularin 4 saat organ banyosunda beklemesi ile

o-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yanitlarinin degismedigi kabul edilmisgtir.

Cesitli enzim inhibitérleri kullamilarak yapilan daha sonraki deneylerde,

dokularin ortamda endotoksin (100 pg/ml) ve/veya 1,3-PBIT (selektif iNOS inhibitorii)
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(0.1, 1 ve 10 pg/ml; 0.23, 2.30 ve 23 uM), MAFF (selektif sitozolik FLA; inhibitorii)
(0.1, 1 ve 10 pg/ml; 0.27, 2.70 ve 27 uM) ve U0126 (selektif MEK1/2 inhibitorii) (0.1,
1 ve 10 pg/ml; 0.23, 2.34 ve 23.44 uM) varken 4 saat inkiibasyonunun ardindan

noradrenalin konsantrasyon-yanit egrileri tekrarlanmigtir.

Deneyler sonunda banyodan alinan dokular, homojenatlarda protein ve nitrit

ol¢timii igin, Eppendorf tiiplerde ve -20° C’de dondurularak saklanmigtir.

3.2.2 Doku Homojenatlarinin Hazirlanmas:

Doku homojenatlarimin hazirlanmas1 Tungtan ve ark.’nin (127) tanimladig
yonteme goére yapilmigtir. Dondurulmusg dokular ¢éziindiikten sonra tartilmig ve {izerine
0.5 ml fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edilmistir. Homojenatlar Eppendorf
tiiplere aktarilarak 12.100 x g’de 20 dakika santrifiij edilmigtir. Elde edilen
stipernatantlar Eppendorf tiiplere alinarak, ol¢lim yapilincaya kadar +4° C’de

saklanmustir.

3.2.3 Doku Homojenatlarinda Protein Ol¢iimii

Doku homojenatlarmdaki protein miktar1 Coomassie blue (Bradford) yontemi
ile 6lgtilmiistiir (119, 128). Standart olarak kullamlacak BSA’nin %0.1 (a/h) seklinde
distile suda hazirlanan stok ¢6zeltisinden, 0-50 ul BSA iceren seri diliisyonlar (0-50
pg/ml) hazirlanmig ve toplam hacimleri distile su ile 800 ul’ye ayarlanmugtir. Aym
sekilde, 5 ul doku homojenati iizerine 795 pl distile su ilave edilerek 800 ul hacimde
¢ozeltiler hazirlanmustir. Bu ¢6zeltiler tizerine 200 ul Bradford reajani ilave edilmis, bu
¢ozeltilerden alinan 100 pl 6rnek (aym Ornekten 2 kez olmak tizere) kiiltiir plagina
aktarilmis ve 6rneklerin verdikleri absorbanslar, kiiltiir plag: okuyucuda, 620 nm’de
okunmustur. BSA konsantrasyonlarina karsi elde edilen absorbanslardan yararlanilarak,

dogrusal regresyon yontemi ile, BSA’nin kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir.
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Bu denklemlerden yararlanilarak, 6rneklerde okunan absorbans degerlerinden protein

miktarlan bulunmustur. Sonuglar mg/ml/g doku olarak ifade edilmistir.

3.2.4 Doku Homojenatlarinda Nitrit Olciimii ve iNOS Aktivitesinin Hesaplanmasi

Doku homojenatlarindaki nitrit konsantrasyonu, nitrit iyonlarina duyarli olan
Griess reaksiyonu temeline dayanan diazotizasyon yontemi ile Olgiilmistiir (119).
Standart olarak kullanilacak sodyum nitritin 2 mM seklinde distile suda hazirlanan stok
¢Ozeltisinden, distile su ile 1 ml hacimde seri diliisyonlart (0.25-100 ;,tM)
hazirlanmistir. Bu ¢ézeltilerden ya da homojenatlardan alinan 50 pl 6rnek (aym:
Ornekten 2 kez olmak tizere) 25 ul siilfanilamid ve 25 pl NED ile kiiltir plaginda
kangtirilmistir. Oda sicakliginda 10 dakika bekleyen 6rneklerin verdikleri absorbanslar,
kiltlir plagr okuyucuda 540 nm’de okunmustur. Sodyum nitrit konsantrasyonlarina
kars1 elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal regresyon yontemi ile,
sodyum nitritin kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir. Bu denklemlerden
yararlanilarak, Orneklerde okunan absorbans degerlerinden nitrit miktarlar

bulunmustur. Sonuglar pM olarak ifade edilmistir.

iINOS aktivitesi, her bir sigandan elde edilen doku igin 6lgiilen nitrit
konsantrasyonlarinin, ayn1 madde uygulanan dokulara ait protein ortalamatstandart
hata degerine oranlanarak hesaplanmustir. Sonuglar pmol/mg protein/g doku olarak

ifade edilmistir.

3.2.5 Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalamatstandart hata seklinde gosterilmistir. Farkli siganlardan
hazirlanan preparat sayisi » ile ifade edilmigstir. Asetilkolin ve GTN ile olusan
gevsemeler, fenilefrin ile elde edilen maksimum kasilmanm %’si olarak hesaplanmustir.
Endotoksin ve/veya 1,3-PBIT, MAFF, veya U0126 varliginda elde edilen

konsantrasyon-yanit egrilerinde noradrenalin ile elde edilen kasilma yamitlann gram
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cinsinden ifade edilmistir. Dogrusal olmayan regresyon yontemi ile ECso ve Emaks
degerleri hesaplanmustir. Istatiksel kargilastirmalar tek-yonlii varyans analizi ve takiben
Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi ile Student’s t testi kullanilarak
yapilmugtir. Istatiksel olarak 0.05’ten kiigiik P degerleri anlamli kabul edilmistir.
Gruplar igerisinde olan ug¢ degerler Grubbs’s testi sonuglarina gére degerlendirmeye
alinmamgtir (129). Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism (V.3.00, 1994-1999) ve
GraphPad Instat (V2.04a, 1990-1993) paket programlar: kullanilnusgtir.
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4. BULGULAR

4.1 Vaskiiler Kontraktilite Cahiymalan

4.1.1 Ortamda Endotoksin Yokken ve Varken Noradrenalin ile Elde Edilen

Konsantrasyon-Yanit Egrileri, ECsy ve Epaxs Degerleri

Konsantrasyon-Yanit Egrileri

Sigan izole torasik aortunda, dokularin ortamda endotoksin yokken ve varken 1,
2, 4 ve 6 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin kiimiilatif konsantrasyon-yanit

egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlar Sekil 4.1°de verilmistir.

Noradrenalin 0.001-1000 uM konsantrasyon araligida, konsantrasyona bagimli
bir sekilde kasilma olusturmustur. Dokulann 1, 2, 4 ve 6 saat siire ile endotoksin ile
inkiibasyonunun, noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi
degisiklikler tek-y6nlii varyans analizi kullanilarak analiz edildiginde kontrol
grubundan farklidir (7 saat: F= 48.72, P < 0.0001; 2 saat: F= 70.69, P < 0.0001; 4
saat: F= 40.11, P < 0.0001; 6 saat: F= 55.65, P < 0.0001). Kontrol ve endotoksin
gruplart tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls c¢oklu
kargilagtirmalar testi kullanilarak kargilastirildiginda, endotoksin uygulanmasi 1. saatte
bir fark olusturmazken (P > 0.05), 2. saat (0.3-100 uM), 4. saat (0.1-1000 uM) ve 6.
saatte (0.1-300 uM) noradrenalin ile olugan kasilma yanitlar1 azalmistir (P < 0.05).

ECsp ve E s Degerleri

Noradrenalin ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden

hesaplanan ECsy ve Enays degerleri $ekil 4.2°de gosterilmistir.

36



[A)
57 1 saat
© Kontrol
®ET

4

Kastima (g)

2

1

0-———o—F T T T T T T T 1

9 85 8 75 7 65 6 55 5 45 4 35 3
Noradrenalin {~log M)

{c)

4 saat
© Kontrol
®ET

Kastima (g)

9 85 8 75 7 65 6 55 5 45 4 35 3
Noradrenalin [~log M}

Kesttma (g}

KasTima (g)

(8

2 saat
© Kontrol
®ET

*
*
g 85 8§ 75 7 85 6 55 5 45 4 35 3

Noradrenalin [-log M)

D)

8 saat
© Kontrol
® ET

9 85 8 75 7 65 6 55 5 45 4 35 3
Noradrenalin (-log M}

Sekil 4.1 Sigan izole torasik aortunda, dokularin inkiibasyon éncesinde (kontrol) ve endotoksin (ET) (100
pg/ml) ile (A) 1, (B) 2, (C) 4 ve (D) 6 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 pM) ile
elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yamt egrilerinden hesaplanan kasilma yamtlar. Kastlma yamitlar:
gram cinsinden ve ortalamaxortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir. n= 7-8. * Tek-yonlii
varyans analizi (P < 0.0001) ve * tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu
karsilastirmalar testi ile karsilagtinildiginda kontrol grubundan istatistiksel olarak anlaml: farkh (P <

0.05).

Dokularin endotoksin ile 2 saat inkiibasyonu ile elde edilen ECsy degerleri, gerek

2 saat inkiibasyon Oncesi gerekse endotoksin ile 1 saat inkiibasyon sonucunda elde
edilen degerlerden daha fazladir (P degerleri sirasi ile 0.0091 ve 0.0152) (Sekil 4.2A).

Diger yandan, kontrol ve endotoksin ile 1 ve 2 saat inkiibe edilen dokular birbiri ile

karsilagtirildiginda, Emss degerleri, endotoksin uygulanan dokularda kontrol grubu

degerlerine gore daha az olmakla birlikte, aralarindaki fark anlamli degildir (P > 0.05)

(Sekil 4.2B).
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Sekil 4.2 Sigan izole torasik aortunda, dokulann inkiibasyon 6ncesinde (kontrol) ve endotoksin (100
pg/ml) ile (A) 1, (B) 2, (C) 4 ve (D) 6 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 uM) ile
elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yamit egrilerinden elde edilen kasilma yanitlanindan hesaplanan (A)
ECso ve (B) Enaus degerleri. ET, Endotoksin. ECsy degerleri puM ve E,u, degerleri g cinsinden
ortalamatortalamalarin standart hatast olarak verilmistir. n= 7-8. © 4. Saat kontrol (Student-t testi; P <
0.05), 7 1. saat kontrol, ™ 2. saat kontrol, ® 6. saat kontrol ve * 1. saat endotoksin grubu degerinden
istatistiksel olarak anlaml farkl (tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu
karsilastirmalar testi; P < 0.05).

Dokularin endotoksin ile 4 saat inkiibasyonu ile elde edilen ECsy degeri, gerek 4
saat ink{ibasyon oncesi, gerekse endotoksin ile 1 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen
degerlerden daha fazladir (P degerleri swrast ile 0.0465 ve 0.0141) (Sekil 4.2A).
Dokularmn ortamda endotoksin yokken (ECsy 2.77+0.84 uM, n= 7) ve varken (ECs
6.20+1.16 uM, n= 7) 4 saat siire ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen ECsy degerleri
kargilastinldiginda, endotoksin uygulanan dokularda ECsy degeri daha fazladir (P=
0.0083) (Sekil 4.2A). Dokularin endotoksin ile 4 saat inkiibasyonu ile elde edilen Eqaxs
degeri ise, 4 saat inkiibasyon 6ncesinde elde edilen degerden daha azdir (kontrol Epas=
3.80+0.31 g, n= 7; endotoksin Epas= 3.02+£0.35 g, n=7) (P= 0.0089) (Sekil 4.2A).

Dokularin endotoksin ile 6 saat inkiibasyonu ile elde edilen ECso degeri, gerek 6
saat inkiibasyon Oncesi, gerekse endotoksin ile 1 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen
degerlerden daha fazla ve 2 ve 4 saat inkiibasyon sonrasinda elde edilen degerlerden
daha az olmasma kargin, aralarindaki fark anlamli degildir (P > 0.05) (Sekil 4.2A).
Dokularn ortamda endotoksin yokken 6 saat inkiibasyonu sonrasinda elde edilen ECsy

degeri, 1 saat inkiibasyon sonrasinda elde edilen degerden daha fazladir (P < 0.05).
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Diger yandan, dokularin endotoksin ile 6 saat inkiibasyon 6ncesinde elde edilen Epgys
degeri ile kargilastirildiginda, endotoksin Ep.xs degerinde azalmaya neden olmustur (P=

0.0034) (Sekil 4.2B).

Bu bulgular, endotoksin ile 4 saat inkiibe edilen torasik aorta preparatlarinda,
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin hem saga kaydigimi ve hem

de kasilma yanitlarinda azalma oldugunu gostermektedir.

4.1.2 Ortamda Endotoksin Yokken ve Varken Noradrenalin ile Elde Edilen
Konsantrasyon-Yamt Egrileri, ECsy ve Enas Degerleri Uzerinde 1,3-

PBIT’nin Etkisi

Konsantrasyon-Yanit Egrileri

Torasik aorta preparatlarmin ortamda endotoksin yokken ve varken selektif
INOS inhibitorii 1,3-PBIT (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda,
noradrenalin (0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrileri

sonucunda elde edilen kasilma yanitlar1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Dokularmn 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda 1,3-PBIT ile inkiibasyonunun,
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi degisiklikler kontrol
grubu ile tek-yonlii varyans analizi kullamilarak karsilastinldifinda aralarindaki fark
anlamlidir (0.1 pg/ml ile F= 38.88; 1 ug/ml ile F= 40.73; 10 ug/ml ile F= 26.29; P <
0.0001) (Cizelge 4.1; Sekil 4.3). Dokularin 1,3-PBIT ile inkiibe edildikten sonra elde
edilen noradrenalin kasilmalar1 kontrol grubu ile tek-yonlii varyans analizi ve takiben
Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi kullanilarak karsilagtirildiginda, 1,3-
PBIT 0.1 ve 1 pg/ml ile anlamli olmak tizere 0.1 uM noradrenalin konsantrasyonlarinda
elde edilen kasiimalar kontrole gore daha azdir (P < 0.05); 10 ug/ml 1,3-PBIT aym
noradrenalin konsantrasyonlarinda bir degisiklik olusturmamustir (P > 0.05) (Cizelge
4.1; Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Sican izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon 6ncesinde (kontrol) ve endotoksin
(100 pg/ml) ve/iveya (A) 0.1, (B) 1 ve (C) 10 pg/ml konsantrasyonlarda selektif iNOS inhibitorii 1,3-
PBIT ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif
konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yamtlan. 1,3-PBIT, Phenylene-1,3-bis[ethane-2-
isothiourea] dihydrobromide; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz. Kasilma yanitlan
gram cinsinden ve ortalamazortalamalarim standart hatasi olarak verilmistir. n= 5-7. © Kontrol ve
* endotoksin grubu degerinden istatistiksel olarak anlaml farkly (tek-yonli varyans analizi; P < 0.0001).
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Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda 1,3-PBIT ile inkiibasyonunun,
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi degigiklikler endotoksin
grubu ile tek-yonlii varyans analizi kullanilarak kargilagtirildiginda aralanindaki fark
anlamhidir (0.1 ug/ml ile F= 28.34; 1 ug/ml ile F= 22.08; 10 ug/ml ile F= 27.82; P <
0.0001) (Sekil 4.3). 1,3-PBIT ile noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde olan
degisiklikler kontrol grubu ile tek-y6nlii varyans analizi kullanilarak karsilagtirildiginda
da aralarindaki fark anlamlidir (0.7 pg/ml ile F= 38.38; 1 ug/ml ile F= 40.73; 10 ug/ml
ile F=46.29; P < 0.0001) (Sekil 4.3). Istatistiksel analizler tek-y6nlii varyans analizi ve
takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi kullanilarak yapildiginda,
endotoksin varliginda elde edilen noradrenalin kasilma yamitlari, dokularin endotoksin
ile birlikte 0.1 pug/ml 1,3-PBIT ile inkiibasyonu sonucunda degigsmezken (P > 0.05)
(Sekil 4.3A), 1 pg/ml 1,3-PBIT, endotoksin varligmmda 1 pM noradrenalin
konsantrasyonlarinda elde edilen kasilmalarda artiga neden olmustur (P < 0.05) (Sekil
4.3B). Diger yandan, 10 pg/ml 1,3-PBIT, endotoksin varliginda 0.3-30 uM noradrenalin
konsantrasyonlarinda elde edilen kasilmalarda artisa neden olmustur (P < 0.05) (Sekil
4.3C); bu kasilmalar 0.1 uM noradrenalin konsantrasyonlarmda elde edilen kontrol

grubundaki kasilmalardan da fazladir (P < 0.05) (Sekil 4.3C).

ECsg Degerleri

Ortamda 1,3-PBIT (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ve/veya endotoksin varken noradrenalin
(0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan
ECsq degerleri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4A’da gosterilmigtir.
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Cizelge 4.2 Sigan izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon Oncesinde (kontrol) ve selektif
INOS inhibitérii 1,3-PBIT (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-
1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan ECsq ve E, s degerleri.

ECSO Emnks
Kontrol 2.77£0.84 (n="7) 3.80£0.31 (n=7)
1,3-PBIT
0.1 pg/ml 4.66+2.89 (n="7) 3.77+0.32 (n="7)
1 pg/ml 2.28+1.16 (n= 6) 3.37+0.29 (0= 6)
10 pg/ml 0.85+0.35 (n=5) 3.260.54 (n=5)

1,3-PBIT, Phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea] dihydrobromide; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz. ECsy degerleri uM ve E,u degerleri gram cinsinden ortalamatortalamalarin standart hatas:
olarak verilmistir. n, farkl sicanlavdan hazirlanan preparat sayisini gostermektedir.
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Sekil 4.4 Sigan izole torasik aortunda, dokularmn 4 saat inkiibasyon &ncesinde (kontrol) ve endotoksin
(100 pg/ml) velveya selektif iINOS inhibitérii 1,3-PBIT (0.1, 1 ve 10 ug/ml) ile 4 saat inkiibasyonu
sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden
hesaplanan (A) ECsy ve (B) Enas degerleri. I1,3-PBIT, Phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea]
dihydrobromide; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz. ECsy deZerleri uM ve E,
degerleri gram cinsinden ortalamatortalamalarin standart hatast olarak verilmistiv. n= 5-7. © Kontrol
(Student’s t testi; P < 0.05) ve * endotoksin (tek-yonli varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls
¢oklu karsilastirmalar testi; P < 0.05) grubu degerinden istatistiksel olarak anlamiz farkl.

43



Dokularin 4 saat inkiibasyon oncesinde ve 0.1, 1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda 1,3-PBIT ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda elde edilen
konsantrasyon-yamt egrilerinden hesaplanan ECso degerleri arasinda fark yoktur (P >

0.05) (Cizelge 4.2; Sekil 4.4A).

Dokularm 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda 1,3-PBIT ile inkiibasyonu,
endotoksin varlifinda elde edilen ECsy degerinde konsantrasyona bagli bir azalma
olusturmustur (Sekil 4.4A); ancak, olusan degisiklikler 0.1 ve 1 pg/ml 1,3-PBIT ile
anlamli degildir (P > 0.05) (Sekil 4.4A). 1,3-PBIT ile azalan ECso degerleri, 1,3-PBIT
tek bagina elde edilen degerden de farkli degildir (P > 0.05) (Sekil 4.4A, Cizelge 4.2).
Diger yandan, dokularin 10 pg/ml 1,3-PBIT ile inkiibasyonu, endotoksin ile artan ECsg
degerini (P= 0.0465), kontrol grubu degerine diistirmiistiir (P < 0.05) (Sekil 4.4A); 1,3-
PBIT ile azalan ECso degeri, 1,3-PBIT tek bagina elde edilen degerden de farkli degildir
(P > 0.05) (Sekil 4.4A, Cizelge 4.2).

Eyaxs Degerleri

Ortamda 1,3-PBIT (0.1, 1 ve 10 pug/ml) ve/veya endotoksin varken noradrenalin
(0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan
Enmaxs degerleri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4B’de gosterilmigtir.

Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda 1,3-PBIT ile inkiibasyonu ile
elde edilen Epgs degerleri, kontrol grubu degerlerinden farkli degildir (P > 0.05)
(Cizelge 4.2; Sekil 4.4B).

Dokularin 10 pg/ml 1,3-PBIT ile inkiibasyonu, endotoksin ile azalan Emas
degerini (P= 0.0089), kontrol grubu degerine yikkseltmistir (P < 0.05) (Sekil 4.4B); 1,3-
PBIT ile artan Epays, 1,3-PBIT tek bagina elde edilen degerden farkli degildir (P > 0.05)
(Sekil 4.4B, Cizelge 4.2). Endotoksin ile azalan Epas degeri, anlamli olmamakla
birlikte, 0.1 veya 1 pg/ml 1,3-PBIT ile artmistir (P > 0.05) (Sekil 4.4B); 1,3-PBIT ile
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artan Epaxs, 1,3-PBIT tek bagsina elde edilen degerlerden farkli degildir (P > 0.05) (Sekil
4.4B, Cizelge 4.2).

Bu bulgular, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu sonucunda
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymas: ve kasilma
yanitlarinm azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile
iNOS aktivitesinin artmasi sonucunda olugumu artan NO’nun sorumlu olabilecegini

gostermektedir.

4,1.3 Ortamda Endotoksin Yokken ve Varken Noradrenalin ile Elde Edilen
Konsantrasyon-Yanit Egrileri, ECso ve Enas Degerleri Uzerinde MAFF’nin

Etkisi

Konsantrasyon-Yanit Egrileri

Torasik aorta preparatlarinin ortamda endotoksin yokken ve varken selektif
sitozolik FLA; inhibitérii MAFF (0.1, 1 ve 10 ug/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda,
noradrenalin (0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrileri

sonucunda elde edilen kasilma yanitlart Cizelge 4.3 ve Sekil 4.5’te verilmigtir.

Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda MAFF ile inkiibasyonunun,
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi degisiklikler kontrol
grubu ile tek-y6nlii varyans analizi kullanmilarak karsilastirildidinda aralarindaki fark
anlamlidir (0.1 pg/ml ile F= 32.55; 1 ug/ml ile F= 36.64; 10 ug/ml ile F= 45.55; P <
0.0001) (Cizelge 4.3; Sekil 4.5). Dokularin MAFF ile inkiibe edildikten sonra elde
edilen noradrenalin kasilmalar1 kontrol grubu ile tek-y6nlii varyans analizi ve takiben
Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi kullamlarak karsilastinldiginda,
MAFF 0.1 pg/ml ile 0.1-1 pM, 1 pg/ml ile 0.03-0.3 pM ve 10 pg/ml ile 0.03-1 pM
noradrenalin konsantrasyonunda elde edilen kasilmalar kontrole gore daha fazladir (P <

0.05) (Cizelge 4.3; Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Sigan izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon éncesinde (kontrol) ve endotoksin
(100 pg/ml) ve/veya (A) 0.1, (B) 1 ve (C) 10 ng/ml konsantrasyonlarda selektif sitozolik FLA; inhibitérti
MAFF ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif
konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan kasilma yanitlari. E7, Endotoksin; FLA, fosfolipaz; MAFF,
metilarakidonil florafosfonat. Kasima yamitlart gram cinsinden ve ortalamazortalamalarin standart
hatast olarak verilmistir. n= 5-8. * Kontrol ve * endotolsin grubu degerinden istatistiksel olarak anlaml
Sfarkly (tek-yonlii varyans analizi; P < 0.0001).
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Dokularnin 0.1, 1 ve 10 ug/ml konsantrasyonlarda MAFF ile inkiibasyonunun,
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi degisiklikler endotoksin
grubu ile tek-yonlii varyans analizi kullamlarak kargilastirildifinda aralarindaki fark
anlamlidir (0.1 pg/ml ile F= 50.24; 1 ug/ml ile F= 32.34; 10 ug/ml ile F= 24.76; P <
0.0001) (Sekil 4.5). MAFF ile noradrenalin konsantrasyon-yamit egrilerinde olan
degisiklikler kontrol grubu ile tek-y6nlii varyans analizi kullanilarak karsilastinildiginda
da aralanindaki fark anlamlidir (0.1 pg/ml ile F= 32.55; 1 ug/ml ile F= 36.64,; 10 ug/mi
ile F= 45.55; P < 0.0001) (Sekil 4.5). Istatistiksel analizler tek-yonlii varyans analizi ve
takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi kullanilarak yapildiginda,
endotoksin varliginda elde edilen noradrenalin kasilma yanitlari, MAFF 0.1 pg/ml ile
0.03-30 puM, 1 pg/ml ile 0.03-3 pM ve 10 pg/ml ile 0.03-1 uM noradrenalin
konsantrasyonlarinda elde edilen kasilmalarda artisa neden olmustur (P < 0.05)
(Sekil 4.5); bu kasilmalar MAFF 0.1 pg/ml ile 0.03-10 uM, 1 pg/ml ile 0.03-1 uM ve
10 pg/ml ile 0.03-1 pM noradrenalin konsantrasyonlarmda elde edilen kontrol
grubundaki kasilmalardan farklidir (P < 0.05) (Sekil 4.5).

ECs9 Degerleri

Ortamda MAFF (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ve/veya endotoksin varken noradrenalin
(0.001-1000 puM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan
ECsq degerleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6A’da gosterilmigtir.

Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda MAFF ile 4 saat inkiibasyonu
sonrasinda elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan ECso degerleri
kontrol grubuna gore daha azdir (P degerleri sirast ile 0.0357, 0.0247 ve 0.0382)
(Cizelge 4.4; Sekil 4.6A).
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Cizelge 4.4 Sigan izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon éncesinde (kontrol) ve selektif
sitozolik FLA, inhibitérii MAFF (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin
(0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan ECsq ve Epu
degerleri.

ECs Emaks
Kontrol 2.77+0.84 (n=7) 3.80+0.31 (n=17)
MAFF
0.1 pg/ml 0.32+0.08 (n=5)" 3.67+0.50 (n=15)
1 pg/ml 0.39+0.10 (n=6)" 2.9440.29 (n= 6)
10 pg/ml 0.37+0.008 (n=5)" 3.3140.28 (n=5)

FLA, Fosfolipaz; MAFF, metilarakidonil florofosfonat. ECsy degerleri uM ve E,u degerleri gram
cinsinden ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir. n, farkly siganlardan hazivlanan
preparat sayisini gistermektedir. * Kontrol grubu degerinden istatistiksel olarak anlamh farkl (tek-yonlii
varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi; P < 0.05).
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Sekil 4.6 Sican izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon &ncesinde (kontrol) ve endotoksin
(100 pg/ml) ve/veya selektif sitozolik FLA; inhibitérii MAFF (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu
sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yamt egrilerinden
hesaplanan (A) ECso ve (B) Enxs degerleri. ET, Endotoksin; FLA, fosfolipaz; MAFF, metilarakidonil
Sflorofosfonat. ECsy degerleri uM ve E,u, deSerleri gram cinsinden ortalamazortalamalarin standart
hatas1 olarak verilmistir. n= 5-7. © Kontrol (Student’s t testi veya tek-yonlii varyans analizi ve takiben
Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi; P < 0.05) ve * endotoksin (tek-yonlii varyans analizi
ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi; P < 0.05) grubu degerinden istatistiksel
olarak anlami: farkl:.
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Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda MAFF ile inkiibasyonu,
endotoksin ile artan ECs¢ degerinde (P= 0.0465) azalmaya neden olmustur (P < 0.05)
(Sekil 4.6A); MAFF ile azalan ECso degeri, MAFF tek bagina elde edilen degerlerden
farkli degildir (P > 0.05) (Sekil 4.6A, Cizelge 4.4).

Eans Degerleri

Ortamda MAFF (0.1, 1.ve 10 pg/ml) ve/veya endotoksin varken noradrenalin
(0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplarfan
Emaks degerleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6B’de gosterilmigtir.

Dokularm 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda MAFF ile inkiibasyonu ile
elde edilen Epas degerleri, kontrol grubu degerlerinden farkli degildir (P > 0.05)
(Cizelge 4.4; Sekil 4.6B).

Dokularin 0.1 pg/ml MAFF ile inkiibasyonu, anlamli olmamakla birlikte,
endotoksin ile azalan Epaxs degerini (P= 0.0089) artumugtir (P > 0.05) (Sekil 4.6B);
MAFF ile artan Epas, MAFF tek bagina elde edilen degerden farkli degildir (P > 0.05)
(Sekil 4.6B, Cizelge 4.4). Dokularin 1 veya 10 pug/ml MAFF ile inkiibasyonu, anlaml
olmamakla birlikte, endotoksin ile azalan Epas degerini azaltmustir (P > 0.05) (Sekil
4.6B); MAFF ile azalan Enas, MAFF tek basina elde edilen degerlerden farkli degildir
(P > 0.05) (Sekil 4.6B, Cizelge 4.4).

Bu bulgular, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu sonucunda
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yamt egrilerinin saga kaymasi ve kasilma
yanitlannin azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile
FLA, aktivitesinin artmasi1 sonucunda olusumu artan vazodilator etkili FLA; yolu

irtinlerinin kismen sorumlu olabilecegini gostermektedir.

50



4.1.4 Ortamda Endotoksin Yokken ve Varken Noradrenalin ile Elde Edilen
Konsantrasyon-Yamt Egrileri, ECsp ve Epaxs Degerleri Uzerinde U0126’mn

Etkisi

Konsantrasyon-Yanit Egrileri

Torasik aorta preparatlarinin ortamda endotoksin yokken ve varken selektif
MEK1/2 inhibitorii U0126 (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda,
noradrenalin (0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egriléri

sonucunda elde edilen kasilma yamtlar1 Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7’de verilmisgtir.

Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda U0126 ile inkiibasyonunun,
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi degisiklikler kontrol
grubu ile tek-yonli varyans analizi kullanilarak karsilagtirildiginda aralarindaki fark
anlamlidir (0.1 pg/ml ile F= 37.85; 1 ug/ml ile F= 49.90; 10 ug/ml ile F= 44.86; P <
0.0001) (Cizelge 4.5; Sekil 4.7). Dokularin U0126 ile inkiibe edildikten sonra elde
edilen noradrenalin kasilmalar1 kontrol grubu ile tek-yo6nlii varyans analizi ve takiben
Student-Newman-Keuls ¢oklu kargilastirmalar testi kullamilarak karsilastirildiginda,
U0126 0.1 pg/ml ile 0.1 pM, 1 pg/ml ile 0.1-1000 pM ve 10 pg/ml ile 0.1 ile 1-1000
UM noradrenalin konsantrasyonunda elde edilen kasilmalar ise kontrole gore daha azdir

(P < 0.05) (Cizelge 4.5; Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Sigan izole torasik aortunda, dokularmn 4 saat inkiibasyon dncesinde ve endotoksin (100 pg/ml)
ve/veya (A) 0.1, (B) 1 ve (C) 10 pg/ml konsantrasyonlarda selektif MEK 1/2 inhibitdrit U0126 ile 4 saat
inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit
egrilerinden hesaplanan kasilma yamitlan. £7, Endotoksin; MEK, mitojen ile aktive edilen protein kinaz
kinaz; U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis{2-aminophenylthio]butadien. Kasilma yanitlari gram
cinsinden ve ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak verilmigtir. n= 5-7. * Kontrol ve *
endotoksin grubu degerinden istatistiksel olarak anlamh farkl (tek-yonli varyans analizi; P < 0.0001).
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Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda U0126 ile inkiibasyonunun,
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde meydana getirdigi degisiklikler endotoksin
grubu ile tek-yonlii varyans analizi kullamilarak kargilastirildiginda aralarindaki fark
anlambdir (0.1 pg/ml ile F= 26.57; 1 ug/ml ile F= 13.99; 10 ug/ml ile F= 18.03; P <
0.0001) (Sekil 4.7). U0126 ile noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinde olan
degisiklikler kontrol grubu ile tek-yonlii varyans analizi kullanilarak kargilagtirildiginda
da aralarmdaki fark anlamlidir (0.1 pg/ml ile F= 37.85; 1 ug/ml ile F= 49.90; 10 ug/ml
ile F= 44.86; P < 0.0001) (Sekil 4.7). Istatistiksel analizler tek-yonlii varyans analizi ve
takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi kullanilarak yapildiginda,
endotoksin varliginda elde edilen noradrenalin kasilma yanitlari, U0126 0.1 pg/ml ‘ile
0.3 ve 3 uM noradrenalin konsantrasyonlarinda elde edilen kasilmalarda artisa (Sekil
4.7A), 10 pg/ml ile 10-1000 pM noradrenalin konsantrasyonlarmnda elde edilen
kasilmalarda ise azalmaya neden olmustur (P < 0.05) (Sekil 4.7C); bu kasilmalar U0126
0.1 pg/ml ile 0.1 uM ve 10 pg/ml ie 0.1 ve 1-1000 uM noradrenalin
konsantrasyonlarinda elde edilen kontrol grubundaki kasilmalardan farklidir (P < 0.05)
(Sekil 4.7A, C). Endotoksin varlifinda elde edilen noradrenalin kasilma yanitlar 1
pg/ml U0126 ile degismemistir (P > 0.05) (Sekil 4.7B).

ECsy Degerleri

Ortamda U0126 (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ve/veya endotoksin varken noradrenalin
(0.001-1000 uM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan
ECs degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8A’da gosterilmigtir.

Dokularin 4 saat inkiibasyon oncesinde ve 0.1, 1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda U0126 ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda elde edilen konsantrasyon-
yanmt egrilerinden hesaplanan ECsy degerleri arasinda fark yoktur (P > 0.05) (Cizelge
4.6; Sekil 4.8A).
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Cizelge 4.6 Sigan izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon Oncesinde (kontrol) ve selektif
MEK1/2 inhibitéri U0126 (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda, noradrenalin (0.001-
1000 puM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yamt egrilerinden hesaplanan ECsy ve Epa degerleri.

ECSO Emaks
Kontrol 2.77£0.84 (n=7) 3.80+0.31 (n=7)
U126
0.1 pg/ml 2.44+0.15 (n=15) 3.31£031 (n=5)
1 pg/ml 5.13+£1.12 (n=5) 0.94+0.16 (n=5)"
10 pg/ml 3.72+0.91 (n=6) 1.14+0.27 (n=6)"

MEK, Mitojen ile aktive edilen protein kinaz kinaz; U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-
aminophenylthio]butadien. ECsy degerleri uM ve E,, 4 degerleri gram cinsinden ortalamazxortalamalarin
standart hatast olarak verilmistir. n, farkli sicanlardan hazivlanan preparat sayisim gostermektedir.
* Kontrol grubu degerinden istatistiksel olarak anlamly farkl (tek-yonli varyans analizi ve iakiben
Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastrmalar testi; P < 0.05).
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Sekil 4.8 Sigan izole torasik aortunda, dokularin 4 saat inkiibasyon éncesinde (kontrol) ve endotoksin
(100 pg/ml) ve selektif MEK 1/2 inhibitérii U0126 (0.1, 1 ve 10 pg/ml) ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda,
noradrenalin (0.001-1000 pM) ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan (A)
ECsy ve (B) Epaxs degerleri. ET, Endotoksin; MEK, mitojen ile aktive edilen protein kinaz kinaz; U0126,
1,4-diamino-2, 3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio] butadien. ECsy degerleri uM ve E s degerleri gram
cinsinden ortalamaztortalamalarin standart hatas: olarak verilmistir. n= 5-7. * Kontrol (Student’s t testi
veya tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi; P < 0.05)
ve * endotoksin (tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi;
P < 0.05) grubu degerinden istatistiksel olarak anlamii farkl,
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Dokularin 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda U0126 ile inkiibasyonu,
endotoksin ile elde edilen ECsy degerinde konsantrasyon ile iligkili azalma
olusturmustur; ancak, olusan degisiklikler 1 veya 10 pg/ml U0126 ile anlamli degildir
(P > 0.05) (Sekil 4.8A). Diger yandan, dokularin 0.1 pg/ml U0126 ile inkiibasyonu,
endotoksin ile artan ECsy degerini (P= 0.0465), kontrol grubu degerine digtirmiistiir (P
<0. 05) (Sekil 4.8A); U0126 ile azalan ECsp, U0126 tek bagina elde edilen degerden de
farkli degildir (P > 0.05) (Sekil 4.8A, Cizelge 4.6).

Enaxs Degerleri

Ortamda U0126 ve/veya endotoksin varken noradrenalin (0.001-1000 uM) ile
elde edilen kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan E.s degerleri

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8B’de gosterilmistir.

Dokularin 0.1 pg/ml konsantrasyonda U0126 ile inkiibasyonu ile elde edilen
Enaxs degerleri, kontrol grubu degerlerinden farkli degildir (P > 0.05); ancak, 1 ve 10
pg/ml U0126 ile elde edilen degerler kontrol grubu Ep.xs degerinden daha azdir (P <
0.0001) (Cizelge 4.6; Sckil 4.8B).

Dokularin 10 pg/ml U0126 ile inkiibasyonu, endotoksin ile azalan E.xs degerini
(P= 0.0352), daha da azaltmistir (P < 0.05) (Sekil 4.8B). 10 pg/ml U0126 ile azalan
Emaks, U0126 ile tek basma elde edilen degerden farklt degilken (P > 0.05), kontrol
grubu degerine gore daha azdir (P < 0.05) (Sekil 4.8B). 0.1 ug/ml U0126, anlamlt
olmamakla birlikte, endotoksin ile azalan Enaxs degerini artirmustic (P > 0.05) (Sekil
4.8B); U0126 ile artan Enks, U0126 ile tek basina elde edilen degerden farkli degildir
(P > 0.05) (Sekil 4.8B, Cizelge 4.6). 1 ug/ml U0126 ise, endotoksin ile azalan Epaxs
degerini, anlaml: olmamakla birlikte, daha da azaltmuistir (P > 0.05) (Sekil 4.8B);
U0126 ile azalan Epys, U0126 ile tek basina elde edilen degerden farkli degildir (P >
0.05) (Sekil 4.8B, Cizelge 4.6).
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Bu bulgular, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu sonucunda
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymasindan, endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEK 1/2 ile iligkili vazodilatasyona aracilik eden olaylarin
rolii olabilecegini gostermektedir. Diger yandan, maksimum kasilma yamitinin
azalmasindan ise, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde MEKI1/2 ile iligkili
vazodilatasyondan c¢ok, vazokonstriksiyona aracilik eden olaylarmm baskilanmasi

sorumlu olabilir.

4.2 iNOS Aktivitesi Ol¢iimii

4.2.1 iNOS Aktivitesi Uzerinde 1,3-PBIT’nin Etkisi

Sigan izole torasik aortunda, iNOS aktivitesinin bir gostergesi olarak endotoksin
(100 pg/ml) ile artan nitrit miktart tlizerinde selektif iNOS inhibitérii 1,3-PBIT (10
pg/ml)’nin etkisi Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Sigan izole torasik aortunda, endotoksin (100 pg/ml) ile artan nitrit miktars tizerinde selektif
iNOS inhibitért 1,3-PBIT (10 pg/ml)’nin etkisi.

Nitrit
Kontrol 46.25+3.95 (n=4)
ET 73.40+4.08 (n=5)"
1,3-PBIT (10 pg/ml) 40.75£9.47 (n=4)
ET+1,3-PBIT (10 pg/ml]) 52.0045.31 (n=4)*

1,3-PBIT, Phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea] dikydrobromide; ET, endotoksin; iNOS, indiiklenebi-
lir nitrik oksit sentaz. Nitrit miktarlar umol/mg protein/g doku olarak ortalamazortalamalarin standart
hatas1 olarak ifade edilmistiv. n, farkli sicanlardan hazwrlanan preparat sayisim gostermektedir.
* Kontrol (Student’s t testi veya tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu
karsilastirmalar testi; P < 005) ve * endotoksin degerinden istatistiksel olarak anlamly farkl: (tek-yonli
varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi; P < 0.05).

Vaskiiler kontraktilite ¢aligmalarinda kullanilan 10 pg/ml konsantrasyonunda,
dokularin endotoksin ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda noradrenalin konsantrasyon-

yanit egrilerinden hesaplanan ECsy ve Emaxs degerlerini kontrol diizeylerine getiren 1,3-
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PBIT, endotoksin ile artan nitrit miktarim (P= 0.0022) da azaltmistir (P < 0.05). 1,3-
PBIT tek basina kullamldiginda Olgiilen nitrit miktarn kontrol ve ET+1,3-PBIT
gruplanindan farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu sonucunda
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymas: ve kasilma
yanitlarmin azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile
iNOS aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan NO’nun sorumlu oldugunu

gostermektedir.

4.2.2 iNOS Aktivitesi Uzerinde MAFF’nin Etkisi

Sigan izole torasik aortunda, iNOS aktivitesinin bir géstergesi olarak endotoksin
(100 pg/ml) ile artan nitrit miktar1 iizerinde selektif sitozolik FLA; inhibit6riit MAFF
(0.1, 1 ve 10 ug/ml)’nin etkisi Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8 Sican izole torasik aortunda, endotoksin (100 pg/ml) ile artan nitrit miktar tizerinde selektif
sitozolik FLA,; inhibitorii MAFF (0.1, 1 ve 10 pg/ml)’nin etkisi.

Nitrit
Kontrol 46.25+3.95 (n=4)
ET 73.40+4.08 (n=5)"
MAEFF (0.1 pg/ml) 46.00+9.82 (n=5)
ET+MAFF (0.1 pg/mb) 17.00£6.04 (n=4)"™
MAFF (1 pg/ml) 24.20+2.54 (n=5)"
ET+MAFF (1 pg/ml) 37.00£5.54 (n= 5)*
MAFF (10 pg/ml) 21.60+4.39 (o= 5)"
ET+MAFF (10 pg/ml) 27.20+3.18 (o= 5)"*

ET, Endotoksin; FLA, fosfolipaz; MAFF, metilarakidonil florofosfonat. Nitrit miktarlart umol/mg
protein/g doku olarak ortalamatortalamalarin standart hatasi olarvak ifade edilmigtir. n, farkl
sicanlardan hazirlanan preparat sayistm gistermektedir. © Kontrol (Student’s t testi veya tek-yonli
varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi; P < 005) ve * endotoksin
degerinden istatistiksel olarak anlamh farkh (tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-
Keuls coklu karsilastirmalar testi; P < 0.05).
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Vaskiiler kontraktilite ¢alismalarinda kullanilan 0.1, 1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarinda, dokularin endotoksin ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan Epas degerinde anlamli bir
degisiklik olusturmaksizin, ECsy degerinde gerek kontrol gerekse endotoksin grubuna
gore daha fazla azalma olusturan MAFF, endotoksin ile artan nitrit miktarim (P=
0.0022) da azaltmigtir (P < 0.05); 0.1 ve 10 pg/ml MAFF ile olusan degisiklikler
kontrol grubundan daha azdir (P < 0.05). MAFF tek bagma kullanildiginda ol¢iilen
nitrit miktarn 0.1 pg/ml konsantrasyonda kontrol grubundan, 0.1, 1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarinda ise ET+MAFF grubundan farkli degildir (P > 0.05). Diger
yandan, MAFF 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda kullanildiginda 6lgtilen nitrit miktém
kontrol grubuna goére daha azdir (P < 0.05).

Bu bulgular, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu sonucunda
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymasi ve kasilma
yanitlarinin azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile
FLA, aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan vazodilator etkili FLA, yolu
iiriinleri ile birlikte, iNOS aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan NO’nun

sorumlu oldugunu gostermektedir.

4.2.3 iNOS Aktivitesi Uzerinde U0126’mn Etkisi

Sigcan izole torasik aortunda, iNOS aktivitesinin bir géstergesi olarak endotoksin
(100 pg/ml) ile artan nitrit miktarlar iizerinde selektif MEK1/2 inhibitorii U0126 (0.1
pg/ml)’nin etkisi Cizelge 4.9°da gésterilmigtir.
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Cizelge 4.9 Sigan izole torasik aortunda, endotoksin (100 pg/ml) ile artan nitrit miktar {izerinde selektif
MEK1/2 inhibitérii U0126 (0.1 ve 10 pg/ml)’nin etkisi.

Nitrit
Kontrol 46.25+3.95 (n=4)
ET 73.40+4.08 (n=5)"
U0126 (0.1 pg/ml) 66.00+8.04 (n=4)
ET+U0126 (0.1 pg/ml) 50.60+3.03 (n= 5)*
U0126 (10 pg/ml) 54.0046.35 (n=3)
ET+U0126 (10 pg/ml) 45.67+4.86 (n=5)*

ET, Endotoksin, MEK, mitojen ile aktive edilen protein kinaz kinaz, U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-
1,4-bis[2-aminophenylthio]butadien. Nitrit miktarlari umol/mg protein/g doku olarak ortalamaz
ortalamalarin standart hatast olarak ifade edilmistir. n, farkl siganlardan hazirlanan preparat sayisiny
gOstermektedir. * Kontrol (Student’s t testi veya tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-
Keuls ¢oklu kargilagtirmalar testi; P < 005) ve * endotoksin degerinden istatistiksel olarak anlaml farkl
(tek-yonlii varyans analizi ve takiben Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirmalar testi; P < 0.05).

Vaskiiler kontraktilite c¢aligmalarinda kullamilan 0.1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarinda, dokularin endotoksin ile 4 saat inkiibasyonu sonrasmda
noradrenalin konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanan ECsy degerini azaltan ve
Emas degerinde gerek kontrol gerekse endotoksin grubuna gore daha fazla azalma
olusturan U0126, endotoksin ile artan nitrit miktarini (P= 0.0022) da azaltmstir (P <
0.05). U0126 tek basina kullamildiginda olgiilen nitrit miktarlart 0.1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda kontrol ve ET+U0126 gruplarindan farkl: degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu sonucunda
noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymasindan, endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile aktive olan MEK1/2 ile iligkili
vazodilator tirlinlerden birinin iNOS kaynakli NO olabilecegini gostermektedir. Diger
yandan, gerek kontrol gerekse endotoksin gruplarinda kasilma yamitlarinmn
azalmasindan ise, NO ile birlikte MEKI1/2 araciliklt vazokonstriktér olaylarin

baskilanmas1 sorumlu olabilir.
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5. TARTISMA

Sigan izole torasik aortunda in vitro olarak yapilan bu ¢alismada, Gy ve Giais
proteinleri ile kenetli olan a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilma yamtlari iizerinde
endotoksinin olusturdugu etkilere iNOS, sitozolik FLA,; ve MEKI1/2 enzimlerinin
katkisi aragtinnlmstir, a-adrenerjik reseptor agonisti noradrenalin ile selektif iNOS
inhibit6rii 1,3-PBIT, selektif sitozolik FLA, inhibitori MAFF ve selektif MEK1/2
inhibitorii U0126 kullanilarak yapilan bu ¢aligmanin bulgulan (1) endotoksin ile 4 saat
inkiibe edilen torasik aortada noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptdr ara0111i<11
kasilma yanitlarnin azalirken aynm1 zamanda doku nitrit olusumunun da artmas: ve (2)
1,3-PBIT, MAFF ve U0126’nin endotoksin ile bozulan noradrenalin kasilma yanitlarim

diizeltirken, dokularda artan NO olusumunu da azaltmalaridir.

Sigan torasik aorta preparatlarinin 100 pg/ml konsantrasyonda endotoksin ile 5-
24 saat inkiibasyonu sonrasinda a-adrenerjik reseptor aracilikli kasilmalarin azaldigi ve
ayni zamanda iINOS aktivitesi ve NO olusumunun arttii bir ¢ok ¢alismada
gosterilmistir (123-126). Endotoksin ile 4 saat inkiibe edilen torasik aorta
preparatlarinda, noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yamit egrilerinin hem saga
kaymasi hem de kasilma yanitlarinin azalmasi, damar preparatlarmin endotoksin ile
inkiibasyonun in vitro olarak izole organ banyosunda yapildig1 ve a-adrenerjik reseptor

agonistlerinin kullamldig1 ¢aligmalarin sonuglan ile uyumludur (64, 126, 130, 131).

Deney hayvanlaninda in vivo, ex vivo ve in vitro olarak yapilan ¢aligmalarda,
endotoksin ile gesitli hiicrelerde ekspresyon ve aktivitesi artan iNOS’un vaskiiler
hiporeaktiviteye ve vazopresérler ile geri ¢evrilemeyen siddetli hipotansiyona énemli
Olciide katkida bulundugu, selektif iINOS inhibitorleri kullanilarak gosterilmistir.
Deneylerimizde de selektif iNOS inhibit6rii olarak kullanilan 1,3-PBIT (insan iNOS,
eNOS ve nNOS enzimleri igin K; degerleri sirasi ile 0.047, 9 ve 0.25 uM) (132), 10
ug/ml konsantrasyonda endotoksin ile artan ECso deperini azaltmis ve azalan Epma
degerini artrmigtir; 1,3-PBIT tek basina kullamldiginda ise kontrol noradrenalin ECsg
degerinde bir degisiklik olusturmamugtir. Diger yandan, 1,3-PBIT’nin yine 10 pg/ml
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konsantrasyonda, endotoksin ile artan doku NO miktarim1 azaltirken, bazal nitrit
diizeyini degistirmemesi, endotoksin ile artan nitrit miktartrmn iINOS aktivitesinin
artisina baglh oldugunu gostermektedir. 1,3-PBIT 0.1, 1 ve 10 pg/ml (0.23, 2.3 ve 23
uM) konsantrasyonlarda tek basina kullamldiginda her ne kadar ECso ve Epas
degerlerinde anlamli bir degisiklik olusturmasa da, kontrol noradrenalin konsantrasyon-
yanit egrilerinin sola kaymasina neden olmustur. 1,3-PBIT’nin bu etkisinin nedeni, daha
once Ichihara ve ark. (133) tarafindan bildirildigi gibi, kontrol ve endotoksemik
siganlardan izole edilen renal arterlerde 1,3-PBIT’nin 1 pM ve disik
konsantrasyonlarda iNOS’u bloke ederken, 10 pM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
iNOS ve yNOS’u da inhibe etmesi olabilir. Ancak, bizim ¢aligmamizda 1,3-PBIT 10
upg/ml konsantrasyonda bazal doku nitrit miktarlarinda bir azalma olugturmamigtir.
Sonug olarak, bu bulgular, torasik aorta preparatlarnin endotoksin ile inkiibasyonu
sonucunda noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymasi ve
kasilma yanitlarinin azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin
etkisi ile iNOS aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan NO’nun sorumlu

oldugunu gostermektedir.

Endotoksemik hayvanlar ve sepsisli insanlarda iNOS ile birlikte COX-2
ckspresyonunun da artmasi ile birlikte olusumu artrmg olan prostaglandinlerin sistemik
hipotansiyon ve organ hasarina katkida bulundugu bilinmektedir (30, 119, 134-139).
Endotoksemi sirasinda, siganlarda karaciger iNOS mRNA’s: ile birlikte (140), CYP
4A1, -A2 ve -A3 mRNA’larinin da karaciger ve bobrekte indiiklendigi (140, 141),
ancak diger hepatik CYP gen iiriinlerinin down-regiile oldugu bildirilmigtir (142-145).
Endotoksin ile in vitro olarak inkiibe edilen sigan aortu preparatlarinda ve o-adrenerjik
reseptor agonistlerinin kullamildig: c¢alismalarda, endotoksin ile elde edilen kasilma
yanitlarinin azalmasindan vazodilatér etkili prostaglandinlerden ¢ok, siklik GMP
olusumunu artirarak etkilerini olusturan diiz kas ve/veya endotel hiicresi kaynakli NO
ve/veya diger serbest radikallerin sorumlu oldugu gosterilmigtir (130, 131). Ancak,
COX ve CYP iiriinleri ile NO arasinda olan etkilegsmeler sepsis patojenezinin daha da
kompleks olmasina neden olmaktadir. Cesitli in vifro ¢aligmalarda prostaglandinlerin
iINOS aktivitesi ve NO olusumunu inhibe ettigi (146, 147), artirdigr (148, 149) veya
etkilemedigi gosterilmistir (150). Milano ve ark. (149) PGE;’nin 1 and 10 ng/ml
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konsantrasyonda iNOS ekspresyonu ve NO olugumunu artirdigini, ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda (> 50 ng/ml) iNOS aktivitesi {izerinde inhibitor etkili oldugunu
gostermislerdir. Sigan ventrikiiler miyositlerinde yapilan bir ¢aligmada ise, COX degil
de LO yolu iiriinlerinin IL.-1B ile artan iNOS ekspresyon ve aktivitesine aracilik ettigi
gosterilmistir (151). Diger yandan, NO’nun prostaglandin sentezi tizerindeki etkileri de
celigkilidir. Cesitli NOS inhibitorleri ile yapilan in vitro (150, 152) ve in vivo (153-155)
caligmalarda, NO’nun prostaglandinlerin olusumunu stimiile etti§i ve aym zamanda
COX-2 ekspresyon ve aktivitesini inhibe ettigi bildirilmigtir (156-158). Makrofaj hiicre
kiiltiirinde yapilan bir ¢alismada da NO’nun COX-1’i aktive ettigi, ancak COX-2
aracihp1 ile prostaglandin olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (159). Diger yandan,
NO ve prostaglandin sentezi arasinda bir iligki bulunmadigini ileri siiren arastiricilar da
bulunmaktadir (160-162). Ancak arastiricilanin gogunun inandig1 goriis NO’nun COX-2
ile direkt etkileserek prostaglandinlerin sentezini artirmasi seklindedir. Diger yandan,
NO’nun inflamatuvar olaylarda potent bir COX aktivatérii olan peroksinitritin
prekiirsorii olarak etkiyerek COX aktivitesini artirdigy da bildirilmistir (163). NOS ve
COX yollan arasindaki etkilegsmeler ile ilgili olarak yapilan galigmalarda bu sekilde
farkli sonuglar elde edilmesinin nedenleri olarak farkli hiicre dizilerinin, hiicre
aktivasyon yontemlerinin veya inflamatuvar modellerin kullanilmig olmasi ileri

stiriilmiistiir (22).

Bu ¢alismada, endotoksin ile olusan vaskiiler hiporeaktiviteye vazodilatér COX
ve CYP {irlinlerinden prostaglandinler ve epoksieikozatrienoik asit (EET)’lerin katkusi,
selektif sitozolik FLA, inhibitorii olarak kabul edilen MAFF ile aragtirtlmistir (102,
164-166). Daha once, formil-metiyonil-16sil-fenilalanin ile aktive edilen insan
polimorfoniikleer 16kositleri ve TAF ile aktive edilen P388D1 hiicrelerinde sitozolik ve
ayrica intraseliller FLAy’yi geri doniistimsiiz bir sekilde inhibe ettigi bildirilen ICs
degerlerinin (0.01 ve 0.5 uM) (164, 165, 167) altinda veya iizerinde kullandigimiz 0.1, 1
ve 10 pg/ml (0.27, 2.7 ve 27 uM) konsantrasyonlarda MAFF, endotoksin ile artan ECsg
degerini tiim konsantrasyonlarda azaltirken, azalan En.s degerini ise de@istirmemistir.
MAFF tek basma kullamldiginda da 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda kontrol
noradrenalin E..s degerinde bir degisiklik yapfnazken, ECso degerinde azalmaya neden

olmustur. Diger yandan, MAFF tiim konsantrasyonlarda, endotoksin ile artan doku NO
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miktarinda azalmaya neden olmustur; MAFF 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda tek
bagina kullamldiginda ise bazal doku NO miktarini da azaltmistir. Selektif inhibitorler
olan arakidonil triflorometil keton ve MAFF kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii
calismalarinda, endotoksinin sitozolik FLA, aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir
(168-176). Sigan damar diiz kas hiicre kiiltiirtinde yapilan bir ¢aligmada ise, arakidonil
triflorometil ketonun NO ile sitozolik FLA, aktivasyonunu ve ayni zamanda NO
aracilikli apoptozisi Onledigi gosterilmistir (177). Diger yandan, Raw264.7 makrofaj
hiicrelerinde endotoksin ile NF-kB araciligt ile artan iNOS ekspresyonu ve aktivitesinin
selektif sekretuvar FLA; inhibitérleri ile 6nlenirken, selektif sitozolik FLA; inhibitérleri
ile etkilenmedigi gosterilmistir (178). MAFF 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda tek
bagina kullamildiginda her ne kadar Em.ks degerlerinde bir degisiklik olusturmasa da
kontrol noradrenalin konsantrasyon-yanmit egrilerinin sola kaymasma ve ECs
degerlerinin azalmasina neden olmustur. MAFF nin bu etkisinin nedeni, damarlarda diiz
kas toniisiiniin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan EET’ler, PGI,, PGD, ve PGE; gibi
vazodilator etkili arakidonik asit {iriinlerinin olugumunu 6nlemesi olabilir. MAFF 1 ve
10 pg/ml ile bazal doku nitrit miktarlarmin azalmasinin nedeni ise vazodilator etkili
prostaglandinler ile NO arasindaki sinerjistik etkilesmeler olabilir. Ex vivo olarak
endotoksemik siganlarda yapilan bir ¢alismada, hipotansiyon, periferik vazodilatasyon
ve vazokonstriktér maddeler ile olusan vaskiiler hiporeaktiviteye iNOS kaynakli NO
disinda, K¢, kanallarimin aktivasyonuna neden bir bagka iiriin(ler) olabilecegi ileri
siriilmiigtir (179). CYP’nin epoksijenaz triinlerinden olan EET’lerin damar diiz
kasinda K¢, kanallarim1 agarak hiperpolarizasyona ve bdylece vazodilatasyona neden
oldugu bilinmektedir. Diger yandan, CYP’nin ®-hidroksilaz iirlinlerinden olan 20-
HETE, damar diiz kas hiicrelerinde Kc, kanallarin1 inhibe ederek vazodilatér EET lerin
etkisini 6nlerken, aynm zamanda PKC ve Rho kinaz aracilii ile hiicrenin kalsiyuma
duyarhginin artmasina ve boylece vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Endotoksinin
etkisi ile iNOS aktivitesindeki artis sonucunda asirt miktarlarda olusan NO ise bir
yandan 20-HETE olusumundan sorumlu CYP 4Al enzimini inhibe ederek, diger
yandan da gerek direkt gerekse siklik GMP/PKG yolu aracilifi ile indirekt olarak 20-
HETE’nin K¢, kanallar iizerindeki -etkisinin tersini olugsturarak vazodilatasyona neden
olmaktadir (23). Ex vivo ve in vitro olarak yapilan ¢esitli ¢caligmalarda, endotoksemi

veya endotoksinin 6zellikle 20-HETE olusumundan sorumlu CYP izoformlarinin
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ekspresyon ve/veya aktivitelerinde azalma olusturdugu ve bu azalmanin NOS
inhibitorleri ile geri ¢evrilebildigi bildirilmistir (138, 139, 145, 180-183). Literatiir ile
birlikte tartisildiginda bulgularimiz, torasik aorta preparatlarmin endotoksin ile -
inkiibasyonu sonucunda noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yanmit egrilerinin
saga kaymas: ve kasilma yanitlarmin azalmasindan, endotel ve/veya diiz kas
hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile FLA, aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan
vazodilator etkili prostaglandinler ve CYP’nin epoksijenaz iriinlerinden EET’ler ile
birlikte, INOS aktivitesinin artmasi sonucunda olusumu artan NO’nun sorumlu

oldugunu gostermektedir.

Damar diiz kaslarinda yapilan ¢alismalarda, o;- ve/veya a,-adrenerjik
reseptorlerin aktivasyonun MAPK/ERK yolunu aktive ettigi bildirilmistir (89, 184, 185-
188). Aktive olan ERK’in ise kaldezmon molekiiliinii fosforile ederek aktinomiyozin
ATPaz’in kalmodulin aracilikli saliverilmesinin inhibisyonuna bagli olarak diiz kas
kasilmasina neden oldugu gosterilmistir (41, 189-191). Ancak, her ne kadar damar diiz
kas hiicrelerinde fenilefrin ve noradrenalin gibi agonistlerin ERK yolunu aktive etigi
bildirilmisse de (41, 89, 185, 186), noradrenalin ile olusan a-adrenerjik reseptor
aracilikli kasilmalarda tirozin kinaz(lar) veya ERK yolunun katkist ile bulgular
celigkilidir (89, 192, 193-196). Sican kuyrugundan izole edilen endotel tabakasi
uzaklastirilmig arterlerde yapilan bir ¢alismada, noradrenalin ile elde edilen kasilma
yanitlarmin MEK1/2 inhibitéric U0126 (50 pM) ile azaldigi gosterilmistir (196).
Galismamizda daha diisiik konsantrasyonlarda kullanilan U0126 (0.1, 1 ve 10 pg/ml;
0.23, 2.34 ve 23.44 uM), endotoksin ile artan ECsy degerini 0.1 pg/ml konsantrasyonda
azaltmis ve azalan E,us degerini ise 10 pg/ml konsantrasyonda artirmustir. U0126 tek
basina kullanildiginda ise 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda kontrol noradrenalin
konsantrasyon-yamit egrilerinin sola kaymasina neden olmus, ayrica noradrenalin ECsg
degerinde bir degisiklik olusturmazken, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda kontrol
noradrenalin  Enas degerini azaltmigtir. Diger yandan, U0126 0.1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda, endotoksin ile artan doku NO miktarinda azalmaya neden
olmustur; U0126 0.1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda tek bagina kullanildiginda ise
bazal doku NO miktarinda bir degisiklik olusturmamistir. Sigan torasik aorta diiz kas
hiicre killtliriinde yapilan bir ¢alismada, 100 pg/ml konsantrasyonda kullanilan
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endotoksinin ERK1/2 fosforilasyonuna neden oldugu, fosforilasyon iizerindeki etkisinin
30 dakikada maksimuma ulastig1 ve 4 saat devam ettigi, ayrica ERK1/2 aktivasyonunun
spesifik MEK inhibit6rii PD98059 ile onlenebildigi gosterilmistir (36). Aym
aragtiricilar, ayrica, endotoksinin IxB yikimi ve NF-xB aktivasyonuna da neden
oldugunu, ancak endotoksinin bu etkisinin PD98059 ile 6nlenemedigini bildirmiglerdir.
Sigan damar diiz kas hiicre kiiltiiriinde yapilan diger ¢alismalarda ise, IL-1B ile gegici
olarak NF-xB aktivitesinin artmasimin ardindan iNOS ekspresyon ve aktivitesindeki
artisin ERK fosforilasyonun selektif inhibitorleri olarak kullanilan PD98059 (20 uM) ve
U0126 (20 uM) ile inhibe edilebildigi gosterilmistir (197, 198). Benzer sonuglar, IL-1f
ile uyarilan sigan kardiyak miyositlerinde iNOS ve COX-2 igin bildirilmistir (199).
Diger yandan, Komalavilas ve ark. (200)’nin sican aort diiz kas hiicre kiiltiiriinde
yaptiklar bir ¢alismada, NO/siklik GMP yolunda siklik GMP’ye bagimli bir kinaz olan
PKG’nin MEK1/2’yi aktive ettigi gosterilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde NO’nun ERK1/2
aktivasyonuna neden oldugunu goOsteren baska c¢alismalar da bulunmaktadir (201).
Madine-Darby canine kidney (MDCK) hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada, U0126 (10
uM) ile MEK1/2 inhibe edildiginde ATP ve iyonomisine yanit olarak arakidonik asit
saliverilmesinin inhibe edildigi de gosterilmistir (202). Arastiricilar, sitozolik FLA; nin
membran fosfolipidlerini hidroliz etme yeteneginin MEK/ERK yolunun inhibisyonu ile
azaldigmn ve MEK/ERK aktivitesindeki bu azalmanin sitozolik FLAj’nin
fosforilasyonu ve membrana translokasyonundan bagimsiz oldugunu ileri stirmiislerdir.
U0126 ile MEK/ERK yolunun inhibisyonu sonucunda elde edilen bu bulgular,
caligmamizda U0126 ile gordiigiimiiz MEK/ERK yolunun inhibisyonunun endotoksin
ile olusan vaskiiler hiporeaktivitede yaptig1 diizelmeyi ve aym zamanda doku NO
miktarlarindaki  azalmayr kismen agiklayabilmektedir. Literatiir ile birlikte
tartisildiginda bulgularimiz, torasik aorta preparatlarinin endotoksin ile inkiibasyonu
sonucunda noradrenalin ile elde edilen konsantrasyon-yamit egrilerinin saga
kaymasmdan, endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde endotoksinin etkisi ile aktive olan
MEK1/2 ve ardindan ERK1/2 aktivasyonu sonucunda NF-xB aracilif ile ekspresyonu
ve aktivitesi artan iINOS ve ondan olusan NO’nun sorumlu olabilecegini gostermektedir.
Diger yandan, gerek kontrol gerck endotoksin gruplarinda kasilma yamtlarimin

azalmasindan ise, NO’dan ¢ok, MEK1/2 ve ardindan ERK1/2 aktivasyonu sonucunda
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kaldezmon aracilikli diiz kasilmas: ile ilgili olaylarimin baskilanmas: Snemli rol

oynayabilir.

Sonug olarak, G, proteini ile kenetli olan a-adrenerjik reseptdr agonisti
noradrenalin ile selektif iNOS inhibit6rii 1,3-PBIT, selektif sitozolik FLA, inhibitorii
MAFF ve selektif MEK1/2 inhibitorii U0126 kullamlarak yapilan bu ¢aligmanin
bulgularina gore (1) endotoksin ile 4 saat inkiibe edilen torasik aortada a-adrenerjik
reseptor araciliklt kasilma yanitlari azalmaktadir, (2) vaskiiler hiporeaktiviteden endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde. endotoksinin etkisi ile iNOS aktivitesinin artmasi
sonucunda olusumu artan NO ve sitozolik FLA; aktivitesinin artmasi sonucunda
olusumu artan vazodilator etkili FLA; yolu tirtinleri sorumlu olabilir, (3) endotoksinin
etkisi ile olusumu artan vazodilator etkili FLA; iiriinlerinin iNOS aktivitesi ve NO
olusumunu artiric1 yonde olan iiriin diizeyindeki etkilesmeler vaskiiler hiporeaktiviteye
katki saglayabilir ve (4) endotoksin ile ekspresyonu ve/veya aktivitesi artan MEK1/2 ile
iligkili vazodilator {irinlerden biri iINOS kaynakli NO olabilir ve vaskiiler
hiporeaktiviteden NO ve MEK1/2 aracilikli vazokonstriksiyona aracilik eden olaylarin

baskilanmasi sorumlu olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Endotoksinin etkisi ile sigan torasik aortu endotel ve/veya diiz kas hiicrelerinde
iINOS ve sitozolik FLA; aktivitesinin artmasi sonucunda olugumu artan NO ve
vazodilator etkili FLA; yolu {irtinleri ve bu tirtinler arasindaki sinerjistik etkilesmelerin
vaskiiler hiporeaktivitede rolii vardir. Aynca, MEK1/2 ekspresyonu ve/veya
aktivitesinin artmasi ile iligkili vazodilatasyon ve vazokonstriksiyona aracilik eden
olaylarmm da hiporeaktiviteye katkist olabilir. Yapilan literatiir taramasinda, spesifik
MEK1/2 ile sitozolik FLA, inhibit6rlerinin, sepsiste goriillen vaskiiler hiporeaktivite
tizerindeki etkilerine yonelik bir ¢aligmaya rastlanmadigindan, ilk kez yapilan bu

¢alismanin sonuglarimin literatiire katkisi 6nemli olacaktir.

In vitro olarak yapilan bu c¢alismada, sigan torasik aorta preparatlarinin
endotoksin ile 4 saat inkilbasyonu sonucunda noradrenalin ile elde edilen
konsantrasyon-yanit egrilerinin saga kaymasi ve kasilma yanitlarninin azalmasindan
sorumlu olan iNOS ve NO’nun kaynagmin endotel ve/veya diiz kas hiicresi olup
olmadigmin anlasilabilmesi i¢in, endotel tabakasi uzaklastirilmis preparatiarda
calisilmas1 gerekmektedir. Aort diiz kasinda endotoksin ile aktive oldugu diisiiniilen
MEKI1/2 ile iliskili vazodilatasyona ve vazokonstriksiyona aracilik eden
mekanizmalarin birbirinden aymt edilebilmesi i¢in fosforile ERK1/2 ekspresyon
diizeylerinin de olgiilmesi gerekmektedir. Ayrica, iNOS inhibitéri ile birlikte sitozolik
ve intraseliiler FLA, ve/veya ERK1/2 inhibitérlerinin birlikte kullamlmas: da
vazodilatdr/ vazokonstriktér Urlinlerin ve aralarindaki etkilesmelerin endotoksin ile
olusan vaskiiler hiporeaktivitedeki rollerinin nasil oldugunu netlestirebilecektir. Diger
yandan, iNOS ile birlikte sitozolik FLA,;, COX-2, CYP 4A ve ERKI/2 enzim
ekspresyon ve aktivitesinin 6l¢timii ile yapilacak olan galigmalar ile de, endotoksin ile
olusan vaskiiler hiporeaktivitede NO, prostaglandinler, EET’ler ve 20-HETE’nin rolleri
acikliga kavusturulabilecektir. Bu caligmalar tamamlandiktan sonra elde edilecek
bulgulara gore, endotoksemik siganlarda enzim inhibitorleri ile in vivo veya ex vivo

caligmalar yapilabilir.
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