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LGIRIS VE AMAC

Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyonun 1946’da ilk defa deneysel
olarak anesteziye kedide yapilan galigmayla gésterilmesinden sonra mekanizmasinin
anlagiimasina yonelik bir ¢ok ¢alisma yapilmig ama kesin olarak ayduﬂatﬂaménnstlr.
Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyon, akcigerlerde kan akimim az oksijenlenen
bolgeden daha iyi oksijenlenen bolgeye yomelten bir uyum mekanizmasidir®’.
.Aynca patofizyolojik olarak da geligebilir. Izole pulmoner arterlerde ve venlerde
yapilan ¢aligmalarda hipoksik vazokonstriksiyonun gozlenmesi, bu olayin
inervasyondan, parenkimal ve ba§ dokusundan bagimsiz olduunu ortaya
koymustur.  Prekapiller arteriollerin  hipoksiye bagli  olarak  olusan
vazokonstriksiyonda baglica etki bolgesi oldugu bilinmektedir. Arterioller yaninda
venlerde de hipoksinin vazokonstriksiyon olusturdugu ve bunun 6nemli olabilecegi
ileri siriilmiigtiir'®. Ancak venlerde hipoksinin etkisini belirleyebilecek bir ¢ahisma
heniiz yapilmamugtir. Bu nedenle, g¢aligmanin ilk amaci, hipoksinin etkisini koyun
pulmoner arterleri ve venleri kullanarak aragtirmaktir. Caligmamn diger bir amaci,
kolera toksini kullanarak hipoksik vazokonstriksiyonda G proteinlerinin rol
oynaylp oynamadifinin saptanmast ve genistein, trifostin gibi son zamanlarda
gelistirilen selektif tirozin kinaz inhibitorleri ile hipoksik vazokonstriksiyonda etkisi
incelenmemis olan tirozin kinaz yolafmn rolinin  aydinlatilmasidir.
Deneylerimizde son olarak koyun izole pulmoner arterlerinde hipoksiye bagh
vazokonstriksiyonda K* kanallannin bir rolii olup olmadigimn belirlenmesi

amaglanmgtir.
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II. GENEL BILGILER

II.1. PULMONER DOLASIM

Normal yetigkin pulmoner dolasimu diigitk basingh ve diisiik direngli
bir dolasimdir. Vazodilatérler normal kosgullarda pulmoner dolagim iizerinde ya
etkisizdirler ya da etkileri gok azdir'®'. Pulmoner dolagim hem aktif hem de pasif
aktorlerin kontrolii altindadir. Aktif faktorler otonomik sinirler, hiimoral etkenler
ve gazlardir. Pasif faktorler ise kalp debisi, sol atrial basing, interstisyel basing ve
damar tikamkh@dir. Pasif faktorler bazi énemli olaylarda rol oynamakia birlikte

pulmoner dolagim temel olarak aktif faktorlerin kontrolii altindadir™.

Pulmoner arterlerin diiz kas tabakas: sistemik arterlerin tersine daha
incedir. Pulmoner venler de yapisal olarak pulmoner arterlere benzer ancak diiz kas
tabakast daha azdir”. Pulmoner arterlerin kasilmasi pulmoner basincin
yiikselmesine ve buna bagh olarak sag kalpte basincin artmasmna, pulmoner
venlerin kasiimasi ise kapiler basincin artmasina ve pulmoner 6dem geligmesine

neden olmaktadir™.

Hastaliklara bagh olarak pulmoner damarlarin yapisinda Onemli
degisiklikler olugabilmektedir. Pulmoner basincin kronik olarak yiikselmesi
fibrozisle birlikte yeniden yapilanmayr baglatir. Bu ozellikle intimal tabakada
olmaktadir. Sonugta diiz kas tabakasi kalinlagmakta ve kontrol mekanizmalarinda

degisiklikler meydana gelmektedir®.



II. 1. 1.PULMONER DAMAR DIRENCININ DUZENLENMESI

IL 1. 1. A. Noronal Mekanizmalar:
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Otonom sinir sistemi hem fizyolojik hem de patofizyolojik

kosullarda pulmoner kan akimim modifiye edebilir. Pulmoner damar direncinin

diizenlenmesinde otonom sinir sisteminin roliine iligkin bilgiler noéropeptitler,

purinler, nitrik oksit (NO) gibi yeni nérotransmitterlerin bulunmas, farkh otonomik

reseptorlerin  belirlenmesi

mekanizmalarimn gosterilmesi ile artmigtir*(Tablo1).

Tablo 1: Pulmoner damarlarda otonomik reseptorler

ve otonomik sinir uglarinda kavsak oncesi kontrol

Reseptor Alt tip Yanmit Endotele bagimhhk
Adrenerjik o Kasiima Yok
o Gevseme Var
Muskarinik M; Gevseme Var
Purinerjik P Kasilma Var
Py, Gevseme Var
Tagikinin NK; Gevgeme Var
NK, Kasilma Yok
VIP ? Gevseme Var / Yok
CGRP ? Gevseme Yok

Histokimyasal c¢aligmalarda

ekstrapulmoner arter ve venlerin

katekolamin igeren sinirlerle inerve edildigi gosterilmigtir. Ancak o6zellikle

intrapulmoner arterlerde tirler arasi farklliklar dikkat gekicidir. Kopeklerde

intakt ve perfliize pulmoner damar yataginda sempatik sinirlerin uyarim, akcigerde

perfiizyon basincinda artmaya neden olmaktadir ™.




Pulmoner dolasimda, adrenerjik inervasyonla kargilastinldiginda
kolinerjik inervasyonun etkinliginin daha az oldugu gosterilmistir™. Kolinerjik sinir
liflerinin dagihnunda da tiire bagh degisiklikler dikkat ¢ekmektedir. Asetilkolin
damarin 6nceki gerimine bagh olarak hem vazodilatér hem de vazokonstriktor
olabilir'** %, Pek ¢ok tiirde pulmoner dolagimin kolinerjik inervasyona sahip oldugu
gosterilmig olmakla birlikte bunun fonksiyonel 6énemi heniiz aydinlatilamamustir'®.

Pulmoner dolagim adrenerjik ve kolinerjik inervasyon disinda
nonadrenerjik nonkolinerjik (NANK) sinirlerle de innerve edilmistir. Adenozin
trifosfat (ATP) eksitator; kalsitonin geni ile iliskili peptit (CGRP), NO ve P

maddesi ise inhibitér NANK transmitterleridir®.

II. 1.1.B. Refleks Mekanizmalar:

Pulmoner dolagim merkezi ve yerel refleks mekanizmalarin kontroli
altinda c¢ahsmaktadir. Hipotalamik intergratif alamin stimulasyonu pulmoner
direncte hafif bir artiga® ya da pulmoner kompliansta bir azalmaya neden
olmaktadir'®'. Medullanin yakinindaki vaskiiler diizenleyici C-1 alanimn uyaniminm
pek ¢ok deneyde sempatik kanallarla pulmoner vazokonstriksiyona neden oldugu
ve bunu vazodilatasyonun izledigi saptanmugtir™. Intrakraniyal basincin yiikselmesi

de Cushing refleksi yoluyla pulmoner vazokonstriksiyon olusturur'®

Pulmoner toniis periferik kemoreseptérler ve baroreseptorler

tarafindan da modile edilir. Deneysel kogullara bagh olarak bir uyari, karotit ya da
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aortik kemoreseptorler araciligi ile pulmoner damar direncinde artmaya ya da
azalmaya neden olabilmektedir. Ancak pulmoner direnci etkilemedifi de bulgular
arasindadir. Karotit ya da aortik baroreseptorlerin uyarinm ise refleks olarak

pulmoner vazodilatasyona neden olabilmektedir'.

I1.1.1 C. Hiimoral Mekanizmalar:

Pek ¢ok mediyatorin ve hormonun pulmoner damar toniisiiniin
diizenlenmesinde rolii oldugu gosterilmigtir (Tablo 2). Etkileri tiir, yas, 6n gerim
gibi pek ¢ok faktore bagh olarak degismektedir™. Hiimoral kontrol mekanizmalan

fizyolojik kosullara uyumlu yamtlarin olusumunda 6nemlidir.

Anjiyotensin (AIl), losin-enkefalin, trombin, trombin reseptor
aktivasyon peptidi, prostaglandin D, (PGD,), PGE,;, ve PGF2, pulmoner
vazokonstriktor, atrial natriiiretik peptit (ANP), vazoaktif intestinal peptit (VIP),
CGRP (kalsitonin geniyle iligkili peptit), adenozin monofosfat (AMP), PGE; ve
PGI, pulmoner vazodilator olarak degerlendirilirler. Bununla birlikte baz
istisnalar da sozkonusudur. Ornegin, PGD, ve PGE, fotal kuzu pulmoner
damarlaninda vazodilatorken, tavsanda pulmoner vaskiiler direnci arttirmaktadir.
Bradikinin (BK), endotelinler (ET), P maddesi, histamin, serotonin, trombosit
aktive edici faktér (PAF), arakidonik asit, adenozin trifosfat (ATP) ve adenozin
difosfatin (ADP) pulmoner damar toniisii iizerine ikili etkileri gosterilmistir. Bu
maddelerin damar toniisii artruigsa gevseme, toniis digitkse kasilmaya neden

olduklan belirlenmigtir®.



Tablo 2: Pulmoner damarlardaki hiimoral reseptorler

Reseptor Alt tip Yamit Endotele bagimhhk
Adenozin Ay Kasiima Yok
Ay Gevgeme Yok
Angiotensin AT Kasilma Yok
Atrial natritiretik ANP, Gevseme Yok
peptit ANPg Gevseme Yok
Bradikinin B,? Gevseme Var
B, Gevseme Var
Endotelin ETA Kasima Yok
ETg Gevseme Var
Histamin (HA) H,; Gevseme Var
H, Gevseme Yok
Serotonin (5-HT) 5-HT, Kasilma Yok
5-HT. Gevseme Var
Tromboksan TP Kasima Yok
Vazopressin Vi Gevseme Var

I1.2. HIPOKSIK PULMONER VAZOKONSTRIKSIYON

Pulmoner dolasimin akut hipoksiye yanitt pulmoner arter basinci ve
direncinin artmasidir. Bu, hipoksiye yamitin vazodilatasyon oldugu sistemik
dolagimla pulmoner dolagimin bir farkidir”’. Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyon
(HPV) ilk kez 1946’da anesteziye edilmiy kedi pulmoner dolasiminda
gosterilmigtir'®, Daha sonra HPV’nin mekanizmasim aydinlatmaya yénelik

caligmalar ilgi gekici bir aragtirma alanim olugturmustur.

HPV akcigerlerde kan akimim az oksijenlenen bolgeden daha iyl
oksijenlenen bolgeye yonelten intrapulmoner bir uyum mekanizmasidir. Bu

mekanizma akcigerlerde ventilasyon-perfiizyon oraninmin en iyi sekilde siirdiiriiimesi




ve diizenlenmesi igin gerekli fizyolojik bir mekanizmadir'””. HPV patofizyolojik
olarak da geligebilir. Astma, atelektazi, akut solunum yetmezli§i sendromu,
(ARDS) pnémoni gibi pulmoner hipertansiyonun eglik ettigi cesitli hastaliklarda

gorilmektedir 7.

HPV’yi pek ¢ok faktor etkileyebilmektedir. Bunlar tiir, cinsiyet,
genetik, yas ve gebelik seklinde 6zetlenebilir””. Ayrica hipoksinin siiresi, damar
pargasinin Slgiitleri pulmoner yataktaki yeri ve hipoksinin derecesi de hipoksiye

bagh kontraktil yamit: etkileyen faktorler olarak degerlendirilmektedir®’.

2.1 iIZOLE PULMONER ARTER VE VEN PREPARATLARINDA
HIPOKSININ ETKISI

Kato ve Staub adh arastiricilar’® HPV’nin bashca etki bolgesinin
terminal brongiyoller ¢evresindeki dar ¢aplh pulmoner arterler oldugunu
gostermiglerdir. Bu arterler, alveolar oksijen konsantasyonundaki degisiklikten en
kolay etkilenebilecek bolgededir. Daha sonra yapilan aragtirmalarda da HPV’nin
predominant bolgesinin dar ¢aph pulmoner arterler oldugu dogrulanmgtir'®
Pulmoner venler de hipoksiye kasilma ile yamt vermektedir'®. Oysa kedilerde
yapilan bir ¢ahgmada hipoksiye bagh diren¢ artiginin pulmoner arterlerde venlere
gore iig kat fazla oldugu gosterilmistir'®. Bununla birlikte kuzularda yapilmg bir

calismada pulmoner arter ve vende hipoksiye bagh direng artiginin egit oldugunu

gosterilmi stir13 3,
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I1.2.2. HIPOKSIK VAZOKONSTRIKSIYONUN MEKANIZMASI

Pek ¢ok mediyator ve vazoaktif maddenin (katekolaminler, HA,
All, PG’ler, PAF, 5-HT....) HPV’deki rolii arastinlmistir ve bunlardan higbiri
HPV’nin baglica mediyatérii olarak kabul edilmemektedir. Olaya modiilator olarak
katilabilecekleri one stiriilmektedir. HPV mekanizmas:i lzerinde yapilan
arastirmalar iki varsayim iizerine yogunlagmugtir:
1. HPV endotel bagimh bir olaydir™.
2 HPV dogrudan diiz kas iizerine etkiyle olugmaktadir®® .
Her iki mekanizmayr da sican pulmoner arterlerinde izlemek olasidir. Sigan
pulmoner arterlerinin hipoksiye yamti bifaziktir'>. Sigan pulmoner arterlerinde
hipoksi 6nce hizli bir kasilma ve bunu izleyen bir gevseme olusturmaktadir. Bu
birinci fazdir. Ikinci faz ise yavas geligen ve uzun siiren bir kasiimadir. Birinci fazin
endotel bagimli bir mekanizma oldugu ikinci fazin ise endotelden bagimsiz sekilde
gelistigi gosterilmistir. Oysa Leach ve arkadaglan® yaptiklan aragtirmada endotel
tahribinin birinci faz1 etkilemedifini ancak dar g¢aph pulmoner arterlerde
vazokonstriksiyonu % 40 oraninda azalttifim saptamgtir. Ikinci fazin ise hem dar
capli hem de genig ¢aph arterlerde tamamen endotele bagh bir mekanizma oldugu
gorilmigtiir. Sicanlarda yapilan bir bagka caligmada ise endotel tabakasimn

kaldmlmas: HPVyi %40-80 oraminda azaltmgtir™®,



I12.2.1. HIPOKSIK VAZOKONSTRIKSIYONDA ROLU OLABILECEK

MEDiYATORLER

I1.2.2.1.A. Anjiyotensin: Endojen AIl’nin pulmoner dolasimin diizenlenmesinde
onemli bir mediyator oldugu belirtilmistir**. HPV igin de bir mediyator olarak
degerlendirilmistir'’. Endojen AIl olusumunun anjiyotensin doniigtirticii enzimin

inhibisyonu nedeniyle hipoksik kosullarda azaldig1 gosterilmigtir®.

I1.2.2.1.B. Kininler: Bradikinin sistemik ve pulmoner damar yataginda giiglii bir
NO sahcist olarak bilinmektedir'”. Ancak bradikinin pulmoner yatakta PGI,
salmmma da neden olmaktadir®”. Bazal kosullarda kopek, tavsan ve siganda
pulmoner damar yataginda bir etkisi gosterilememistir’> **'*°. Bradikininin normal
insan pulmoner yataginda bir etkisi olmadig saptanmgtir. Ama hipoksik pulmoner

hipertansiyonlularda pulmoner arter direncini bir miktar diigiirmektedir'®.

I.2.2.1.C.Vazopressin: Prekontrakte ya da hipoksik kosullarda, vazopressin

pulmoner damar yataginda vazodilatasyona neden olmaktadir'™. Vazodilator etkiye
V, reseptorlerinin uyarimasina bagli olarak NO sahmmnin artmasi1 neden
olmaktadir. Ciinkii V,; reseptér antagonistleri ile bu yanit tamamen bloke

edilebilmekte, NO sentez inhibit6rleriyle anlamh sekilde azaltilabilmektedir.

I1.2.2.1.D. _Atrial natriliretik Peptit (ANP). ANP hipoksik pulmoner

hipertansiyonda modiile edici faktorlerden biridir. Akut alveolar hipoksi ANP

salimmina neden olmaktadir’. Dolagimdaki ANP miktar1 kronik pulmoner hipoksi
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uygulanmig hayvan modellerinde ve pulmoner hipertansiyonlu hastalarda yiiksek

bulunmugtur.

I1.2.2.1.E. Kalsitonin geniyle iliskili peptit (CGRP): Otoradyografik ¢aligmalarda

CGREP reseptorleri vaskiiler diiz kasta saptanmigtir. CGRPnin akut HPV {izerine
etkisi zayif bulunmustur™ Ancak hipoksik pulmoner hipertansiyon geligiminde
onemi olabilecedi diisuniilmektedir. Ciinkii sicanlar kronik hipoksiye maruz
birakildiklarinda  akcier  noroendokrin  hiicrelerinde n CGRP  benzeri

immiinreaktivitenin arttig saptanmgtir'>.

[1.2.2.1.F. Vazoaktif intestinal peptit (VIP). VIP izole pulmoner damarlan

gevsetmektedir. Intakt izole pulmoner damar yatafinda hem endotel hem de

66, 12

endotelden bagimsiz etkisinin oldugu bildirilmistir

[1.2.2.1.G. P maddesi: Kobay, tavsan ve koyunda P maddesinin hipoksi ya da

bagka bir nedenle pulmoner toniis yitksek oldugunda vazodilatasyon olusturdugu

gosterilmigtir™.

[1.2.2.1. H. Néropeptit YINPY): NPY adrenerjik sinir uglaninda bir kotransmitter

olarak bulunur ve in vitro olarak vazokonstriktér oldugu gosterilmigtir'® ™.

NPY’nin endotel hiicre kiltirlerinde PGI, salmmun stimiile ettigi gosterilmigtir®.

Bununla birlikte pulmoner damar yataginda etkisi ¢ok zayiftir.
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I1.2.2.1.1. Endotelinler: Endotelden salinan kastinici faktoriin (EDCF) de HPV’nin
mediyatorlerinden olabilecefi goriisi vardir'®. Oksijen konsantrasyonundaki
degisikliklere yamtta kan akiminin kontroliinde ET onemli bir madde olarak
degerlendirilmektedir. Ciinkii hipoksinin endotel hiicre kﬁltﬁrlerinde ET gen
ekspresyonunu ve sekresyonunu arttirdign saptanmustir™®. Domuz izole pulmoner
arterlerinde de ET aktivitesinin arttif1 gosterilmistir® . Ancak bu caligmalarda
kronik hipoksi uygulamasi s6z konusudur. ET’nin akut HPV’ de rolii oénemli
goriilmemektedir. ET-1’¢ pulmoner damarlarin verdigi yamt ilgingtir. Ciinki
pulmoner arterlerde vazokonstriksiyona araciik eden ET reseptorleri farkh
tiptedir. Genis ¢aph pulmoner arterlerde yapilan ¢ahgmalarda ET etkisine sigan

kopek ve domuzda ET p reseptorlerinin, tavsanda ise ETR reseptorlerinin aracilik

ettigi gosterilmistir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada ekstrapulmoner arterlerde ET

etkisine ETA reseptorlerinin aracihk ettigi, dar caph damarlarda ise ETpg

108

reseptorlerinin aracibik ettigi bulunmustur . Genis ¢apli pulmoner arterlerde ET o

aracithkh yamtlanin bazal NO salimmu tarafindan baskilanmadig: da gosterilmigtir.
Aynca hipoksinin sigan pulmoner arterlerinde ET-1’e¢ duyarhh@ artirmadig

belirtilmigtir.

I1.2.2.1.). Prostaglandinler: Pulmoner damarlarda PG’lerin olusumunun HPV’yi

modiile edici roli oldufu ve asin vazokonstriksiyona karsi pulmoner dolagimda
koruyucu bir goreve sahip oldugu bilinmektedir'®” ™. Hipoksi bolgesel kan akimin

yeniden diizenleyerek damar toniisiini degistirebilmektedir. Bu olaya eikozanoit



-12-

uretimindeki degisiklikler de katilabilir. Bu varsayim domuz endotel hiicrelerinde

aragtmlmigtir'®. Hipoksi boyunca endotel hiicrelerinde PGFo, iiretiminin arttig:

ama total 16kotrien ve tromboksan iretiminde bir degisiklik olmadig1 saptanmstir.
Siklooksijenaz enzim inhibitorlerinin insan, domuz ve koyunda HPV’yi azaltti

gosterilmigtir™ 2.

Akcigerlerde PGIy tretiminin, 6zellikle vaskiiler endotelde oldugu
bulgular arasindadir. Bu durum, parsiyel oksijen basincindaki degisikliklerin PGI,

sentezini dogrudan etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Akut hipoksi ile endotel
hiicrelerinin PGI, iretimi arasindaki iligki yeni dogmus kuzularin pulmoner

119

arterlerinde incelenmigstir ~. Aragtrmanin bulgulan parsiyel oksijen basincinda

diagmenin vazodilator prostaglandin sentezini arttirdigini gostermektedir. PGIy
sentezi tizerindeki bu etki sikloksijenaz (COX) enzim diizeyi, PGl sentetaz ve
PGE»-PGH> izomeraz aktivitesindeki degisiklikler yoluyla olabilmektedir. Major
etkinin COX iizerinden olduguna dikkat ¢ekilmektedir. Sonug olarak akut hipoksi

COX-1’in endotel hiicrelerindeki sentezini arttrmaktadir. Bu artiy COX

aktivitesinin artmasina yol agarak PGl ve PGE sentez hizim yiikseltmektedir.
COX-1 pulmoner arterlerde O ‘e bagh yamt degisikliklerinde 6nemli bir modiile

edici faktor olarak degerlendirilmektedir' ™.

I1.2.2.1. K. Endotel kaynakh gevsetici faktér (EDRF). Endotel hiicrelerinin

pulmoner damarlarin oksijene duyarhilifim ayarlamada da gorevleri vardir. Bu
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hiicrelerden salman EDRF/NO ve EDCFnin hipoksik vazokonstriksiyondaki
rollerini aragtirmaya yonelik bir ¢aligmada pulmoner arterlerde hipoksinin EDCF
aktivitesini arttirdigs, EDRF/NO etkinligini ise azalttin saptanmustir® . Siganlarda
bifazik olan HPV yamtimn ilk gevseme fazinda EDRF/NO etkinliginin arttig1, ama
sonraki kasilma fazinda EDRF/NO etkinliginin inhibe oldugu gosterilmistir®. Bu
¢alismay1 yapan aragtiricilar, EDRF/NO'nun nedensel degil, ama hipoksiye yanit:
~etkileyen bir faktor olarak degerlendirilmesi gerektii sonucuna varmuglardir.
Domuz pulmoner arterlerinde metilen mavisi, oksihemoglobin, L-NNMA én
uygulamasi ve endotel harabiyeti hipoksiye bagli kasimalart arttirmustir.
EDRF/NO'nun bazal salmmumn baskilanmas: ise hipokside kontraktil bir etkiye
neden olmamis, ancak endotel tabakasimin tahrip edilmesi HPV’yi arttirmistir'>*.
Hipoksinin EDRF salmmim arttirdigim gosteren c¢alismalar da vardir. Biitiin bu
bulgular EDRF salimmmim HPV’yi etkiledigini gostermektedir. Nitekim hipoksinin
EDRF/NO sentaz aktivitesini azalttif da bulgular arasindadir’’. EDRF’nin diiz
kasta SGMP diizeyini arttirarak etki gosterdigi bilinmektedir'®. Kedi pulmoner
arterlerinde sGMP diizeylerinin hipoksiye bagh (;larak diistiga gosterilmistir®. Bu
durum HPV’de sGMP aracihfimn sozkonusu olabilecegini diigiindiirmektedir.
Hipoksiye alinan yamtta EDRF/NO’nun modiilatér rolii gosterilmis olmakla birlikte
diz kastaki sGMP azalmasimn EDRF/NO’dan bagimsiz bir mekanizma ile

olabilecegi de bilinmektedir'®.

Pulmoner arterlerde NOS ve COX enzimleri arasinda karsilikli bir

etkilesim olabilecegi, birinin inhibisyonunun digerinin aktivitesini degistirebilecegi
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varsaymm da degerlendin'lmistirs’9 . Bu g¢aliymada normoksik kosullarda izole
perfiize gelincik akcigerinde NOS aktivitesinin COX blokajindan sonra arttig
gosterilmigtir. Izole perfiize sigan akcigerinde ise COX aktivitesi NOS blokajindan
sonra artmaktadir. Hipoksik kogullarda bu enzimlerin kargiikh etkilesiminin nasil

oldugu ise heniiz degerlendirilmemistir.

I1.2.2.1.L. Histamin: Histamin akcigerlerde mast hiicrelerinden salimr. Bu hiicreler

pulmoner damarlarn adventisya tabakasinda bulunur. Histamin, pulmoner damar

yataginda énceden varolan toniise gore etki gosterir' 2> 1%,

I1.2.2.1.M. Serotonin (5-HT): 5-HT’nin ¢esitli tiirlerde potent bir vazokonstriktor

oldugu gosterilmistir®™ ''°. Ancak kedide pulmoner toniis yiksekse vazodilatasyon
olusturdugu da bildirilmigtir'"’. insan pulmoner damarlarmin ise in vitro olarak 5-
HT ile kasidig1 gosterilmigti. Ancak 5-HT in vivo olarak pulmoner basinct

degistirmemektedir®.

I1.2.2.1.N.Sitokinler: Sitokinlerin pulmoner damarlardaki etkinligi, eNOS ve iNOS

iizerine olan etkinliklerinin dengesine baglhdir. Siganlarda TNF, 20 dakika icinde
HPV’yi arttirmaktadir. Bir haftalik kronik uygulamada pulmoner direnci arttirirken
iki haftalik uygulama pulmoner vaskiiler reaktiviteyi azaltmaktadir. Bu durum
TNF,‘mn iNOS ve eNOS iizerindeki etkisinin doz ve zaman bagiml olabilecegini

belirtmektedir'>'*. Izole perfiize sican akcifer lobunda 30 dakikalik hipoksi
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uygulamas: sonucu olusan HPV, TNF, tarafindan ortadan kaldiriimaktadir.

TNF nin etkileri i¢in tiir bagimli degisiklikler de s6zkonusudur.

I1.2.2.2. ENDOTEL HUCRELERINDE OLUSAN DEGISIKLIKLER

Akciger harabiyeti ve gesitli hastalik durumlan pulmoner damar
endotel hiicrelerini diisiik parsiyel oksijen basinci ile kargikargiya getirmektedir. Bu
durum endotel hiicrelerinde pek ¢ok metabolik Ozelligin degigmesine neden
olmaktadir. Boylece hipoksiye maruz kalmg hiicreler yapilanm ve yagamsal
iglevlerini siirdiirebilmektedirler’. Pulmoner damarlarda endotel hiicrelerinin
hipoksik kosullara uyumunu saglayan mekanizmalar kesin olarak bilinmemekle
birlikte, baz1 spesifik proteinlerin sentezinde artigin yeni duruma uyumu saglamada
gorev aldign diisiiniilmektedir®®. Hipoksiye bagli olarak endotel hiicre kiiltiirlerinde
stres proteinlerinin sentezlendigini gosterilmistir'”. Sigir pulmoner arteri endotel
hiicrelerinde hipoksik kosullarda sentezienen spesifik proteinler tanimlanmgtir®.
Bu proteinlerin hipoksinin tolere edilebilmesinde endotel hiicrelerine yardimei
olmakla gorevli olduklan diiginilmektedir. Hipoksik kosullara uyumda rol alan
stres proteinlerinin etki mekanizmalann  bilinmemektedir. Bununla birlikte bu
proteinlerin, olgunlagmamig ve konfigiirasyonu bozuk proteinler oldugu ve 6zel
protein konformasyonlarinin stirduriilmesine katkida bulunduklan
digiintilmektedir'®, Stres proteinleri bu etkilerini hipoksiye maruz kalan hiicrede
protein degredasyonunu ve fosfolipaz aktivasyonunu engellemek ve agin

kalsiyumun hiicre igine girmesini 6nlemek yoluyla gosterebilmektedir.
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Domuz endotel hiicrelerinde de hipoksinin total protein sentezini
inhibe etmekle beraber segici olarak bazi proteinlerin sentezini arttirdig

2 Bu proteinlerden biri tropomiyozindir. Tropomiyozin &zellikle

saptanmstir
aktin mikrofilamentlerinin ve stres liflerinin organizasyonunda diizenleyici bir rol
oynamaktadir. Tropomiyozin sentezindeki artig pulmoner arter endotel
hiicrelerinin bigimlerinin siirdiiriilmesi, diger hiicrelere adezyonu ve hipoksinin
destabilize edici etkisi altinda hiicrenin motilitesini devam ettirebilmesini
saglamaktadir. Ayrica pulmoner arter endotel hiicrelerinde ¢esitli tropomiyozin

izoformlarmin varligi, bunlann hipoksi durumunda farkh islevsel gorevieri

olabilecegini diigiindiirmektedir'*.

Intraselitler serbest kalsiyum, endotel hiicrelerinin fonksiyonlarinin
sirdiriilmesinde énemli bir goreve sahiptir’’. Endotel hiicrelerinde kalsiyum
homeostazi dinamik bir olaylar dizisidir'” ve biyiik olgiide plasmalemmadan
kalsiyum girisi ile yuritiiiir. Endotel hiicrelerinde diigiik voltajla ¢aligan kalsiyum
kanallan olduguna inanilir. Temel olarak kalsiyumun endotel hiicresi igine giriginin

pasif bir olay oldugu diisinilmektedir®.

Parsiyel oksijen basincindaki akut bir diigiiy pulmoner arter diiz kas
hiicrelerini depolarize eder. Bu hiicrelerin  depolarizasyonu, L tipi kalsiyum
kanallarim aktive ederek hiicre igi kalsiyum diizeyini arttirmaktadir'®’. Endotel
hiicrelerinde de parsiyel oksijen basncindaki akut diisme membran

depolarizasyonuna neden olmaktadir. Bu hiicrelerde depolarizasyonun hiicre igi
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kalsiyum dizeylerinin diigmesine neden oldugu belirlenmistir. Oysa endotel
hiicrelerinde vazodilator madde uretimleri kalsiyum bagimh mekanizmalarla
yiirimektedir. Bu bulguya dayanarak, hipoksi boyunca hiicre i¢i Ca™ diizeylerinin

diigmesinin NO iretiminde azalmamn bir nedeni olabilecegi one siiriilmektedir'’.

11.2.2.3. HIPOKSININ DUZ KAS HUCRELERI UZERINE ETKISI

Hiicrelerin birbirinden farkli oldugu gorisi bir arterin yapisimn
farkh hucre popilasyonlanindan olugmug bir mozayik oldugunu ve bu
popiilasyonlarin hiicreden hiicreye fenotip ve fonksiyon agisindan degisebilecegini
gostermektedir. Hiicre fonksiyonlanmin farkliign fizyoloji ve patofizyoloji
acisindan, vaskiiler segmentin proliferatif uyanlara vazodilatér ve vazokonstriktoér
maddelere verdigi yamt agisindan 6nemlidir. Bu durum hipoksi gibi bir uyarana

karg: farkli damar yataklarinda neden farkl yamitlar alindigim da agiklamaktadi®.

Son yillarda yapilan cabigmalar, damar diiz kas hiicrelerinde
fonksiyon ve morfoloji agisindan segmentten segmente, hiicreden hiicreye birtakim
farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir. Bu hem pulmoner hem de sistemik
damarlar igin sézkonusudur®, Fotal, yeni dogan ve yetiskin sigir pulmoner arter diiz
kas hiicrelerinde sitoskeletal proteinlerin ekspresyonunun birbirinden farkh oldugu
saptanmugtir. Bu pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde 4 ayn1 hiicre popiilasyonu
saptanmigtir. Degerlendirme yapilirken hiicre lokalizasyonu, morfolojik ve
immunolojik kriterler g6z oniine alnmustir*’.  Pulmoner damar direncinin

kontroliinde dar ¢aph distal arterler genis elastik pulmoner arterlere gére daha



-18-

onemli bir fonksiyona sahiptirler. Dar gapli arterlerde hipoksinin hiicrelerde Ca™
diizeyini yikselttigi goOsterilmigtir. Oysa genis ¢aph arterlerde bu

gosterilememigtir'®®

. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda diren¢ arterlerde O,’ye
duyarli K' kanallanmin oldugu ortaya konmustur. Hipoksi bagimh K kanal
inhibisyonunun ve/veya membran depolarizasyonunun sistemik arterlerde olmayigi

sistemik dolagimda neden HPV gelismedigini agiklamaktadir'®.

I1.2.2 3.A. Kalsivum:

Sigan pulmoner arterlerinde akut hipoksi, diiz kas hiicrelerine Ca”
girigini arttirmaktadir'®. Bu artigin sigan pulmoner arterinde voltaj bagimli
kalsiyum kanallan (VBKK) araciligi ile oldugu belirlenmigtir. Cornfield ve
arkadaglaninin  fotal pulmoner arterlerde yaptiklan aragtima bunu dogrular
niteliktedir>. Bu bulgulara dayanarak  aragtincilar hipoksinin membran

depolarizasyonuna neden oldufunu gostermiglerdir.  Aragtincilar verapamilin,
pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde hipoksiye bagh Ca+2artlslm onledigini
belirlemiglerdir®®. Ustelik hipoksiye bagh olarak hiicrede olusan Ca” diizeyinin
arit BAY K 8644 (VBKK'dan Ca’ girigini kolaylagtiran bir madde) ile
potansiyalize olmaktadir. Ancak VBKK blokorleri ile hiicreye Ca giriginin
azaltilmast vazokonstriksiyonu tamamen ortadan kaldirmamaktadir. Arastincilara
gore bunun bir nedeni, bu deneylerde kullamlan verapamil konsantrasyonun

yiksek olmast olasihfidir. Ciinkii yiikksek doz VBKK blokorlerinin nonspesifik

etkileri oldugu gosterilmigtir'***. Bir bagka neden olarak da pulmoner damarlarda
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Na+-Ca+2 degis-tokus mekanizmasimn hipoksi boyunca etkinlifinin azalmasi ve

+2
145 g 'un,

bunun hiicre iginde Caun yiikselmesine katkida bulunmasi 6nerilmigtir
Ca’ sizdwan kanallardan giriyor olmast da bir bagka olasihk olarak

degerlendirilmektedir'?’.  Hipoksik vazokonstriksiyonun verapamil tarafindan

etkilenmedigini gosteren ¢alismalar da vardir. Insan ve koyun pulmoner arterlerinde

Ca’ girisinin engellenmesinin etkisi anlamli bulunmamigtir’*. Képek pulmoner
arterlerinde ise pO,” diismesi sonucu olusan vazokonstriksiyonda kafein ve
ryanodine duyarli sarkoplazmik kalsiyum kanallarindan salinan Ca”nn 6nemli
oldugu belirtilmektedir®®. Hoshio ve grubu® ise insan pulmoner arterlerinde

hipoksik vazokonstriksivonun VBKK blokaji ile ancak %30 oraminda inhibe

edilebildigini gostermistir®. Bu sonuglar vazokonstriksiyonun tamamen Ca”
bagimii bir mekanizma olmadigiu vurgulamaktadir. Sigan pulmoner arterlerinde
ise hipoksik kasilmamn birinci fazi verapamilden ve kalsiyumsuz ortamdan
etkilenmemekte ama bu durum ikinci fazi ortadan kaldirmaktadir. Ikinci faz
protein kinaz C inhibitorii olan H-7 ile de inhibe edilebilmektedir. Bu, ikinci fazin
protein kinaz C bagimh Ca~ araclikh bir mekanizma il gerceklestigini

diigiindiirmektedir™.

11.2.2.3.B. Potasyum:

Arter diiz kas hiicresi membramnda K* kanallarinin agilmasi K™ un

hiicre digina akimum arttirmakta ve bu membranda hiperpolarizasyona neden
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olmaktadir. Sonugta voltaj bagimh Ca** kanallart kapanmakta, Ca*? girisi azalmakta

ve vazodilatasyon gerceklesmektedir'® (Sekil 1).

NORMOKSI HIPOKSI
K' KANALI K' KANALI
OKSIDE INDIRGENMIS

2
KALSIYUM KANALI

Sekil 1: Pulmoner diiz kas hiicresinin hipoksiye yamtinda K™ ve Ca™ kanallarinin rolleri K
kanalimn kapanmast membran depolarizasyonuna ve voltaj bagimh kapilardan
Ca™ girigine neden olmaktadir. K kanallan redoksa bagl etkinlik géstermektedir.
(indirgenmis durumda kapali, okside durumda agik). GSH: Glutatyon, GSSH:
Okside glutatyon (Sekil 180 numaralan kaynaktan alinmgtir)

Son willarda yapillan pek ¢ok g¢alisgmada hipoksiye bagh
depolarizasyonda K* kanallanmin roliine dikkat ¢ekilmektedir. Dinlenme membran
potansiyelinin siirdiiriilmesi pek ¢ok hiicrede K™ iyonu gegirgenlii ve dagilim
tarafindan saglanmaktadir. Hipoksinin pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde
depolarizasyona neden oldugu gosterilmigtir. Diiz kas hiicre kiiltiirlerinde yapilan
bir calismada hipoksinin elektriksel aktiviteyi artirdigi ve bu artigin Ca*dan

183

bagimsiz oldugu gosterilmigtir' ™. Pulmoner arter diiz kasinda dért tip potasyum

kanal tamimlanmgtir: (Sekil 2)
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Ky KANALLARI Kc. KANALLARI
TEA
4-AP / ChTx
S~ NSOO, + ™ +- IbTx
—1= — O
- |
K/ K
Membran depolarizasyonu Membran depolarizasyonu
Kr KANALLARI Karp KANALLARI
K' Kromakalim Gibenklamid
Pinasidil  \ A
Ba”? - + Diazoksit  +
Vs
A -~
Mg K ATP K"  ADP
Membran hiperpolarizasyonu Membran depolarizasyonu

Sekil 2 : K kanallan. 4-AP: 4-aminopiridin, TEA: tetractilamonyum, ChTx: Karibbdotoksin,
IbTx: Iberitoksin. (Sekil 118 numaralar kaynaktan alinmugtir)

1.Voltaj bagimh potasyum kanallan (K,): Membran depolarize oldufu zaman
acthrlar. Bu kanaldan K ¢ikist voltaj bafimli olarak artmaktadir. Ciinkii
depolarizasyon hiicreden K ¢ikist igin gerekli elektrokimyasal siiriicii giicii

belirlemektedir.

2. Kalsiyum bagimh potasyum kanallani(Kc,): Hiicre igi Ca™un yiikselmesi ve

membran depolarizasyonu ile aktive olurlar.
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3. Invardly rectified potasyum kanallan (Kg): Bu kanallar K, ve K.’nin tersine
hiperpolarizasyonla uyariir. Ky kanallanmin  aktivitesi ekstraseliler K*
konsantrasyonu ve membran potansiyelinin fonksiyonudur.

4. ATP bagimh potasyum kanallan (Katp): Hiicre i¢i ATP’ye duyarhdir. ATP
diizeyi diistiigii zaman agihr. Ik kez kardiyak kasta tammlanmstir. Karp gok
sayida endojen vazodilatére bagli olarak olusan metabolik degisikliklere yamtta

onemlidir.

Bu kanallar 4-aminopiridin (4-AP), tetraetil amonyum (TEA), akrep
venomu, gliburit ile bloke edilebilir®'®. ik i izole akcigerde
vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Hipoksiye bagh olarak azalan K akim
pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde gosterilmistir'®. Hipoksinin  sistemik
arterlerde K akimm azaltmiyor olmasi®*'®, hipoksiye bagh K' akim
inhibisyonunun pulmoner arterlere 6zel oldugunu disiindiirmektedir. Pulmoner
damarlanin hipoksiye verdigi farkh yanit (Sekil 3) HPV’yi agiklayabilecek ana

mekanizmalardan biri olarak degerlendirilebilir.
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K" kanallarinin inhibisyonu K+ kanallarinin aktivasyonu
membran depolarizasyonu membran hiperpolarizasyonuna ve
ve vazokonstriksiyona neden olur. vazodilatasyona neden olur.

V—=membran potansiyeli arter diiz kas hiicresi Ex = -84mV

CaM=kalmodulin Eq= -31mV

MHZK=miyozin hafif zincir kinazi Exo = +58mV
Ec.= +150 mV

Sekil 3 . Membran potansiyelinin diizenlenmesinde K* kanallarimn rolii. (Sekil 180 numaralan
kaynaktan alinmugtir)

11.2.2.3.B.1.Hipoksive araciik eden membran depolarizasyonu: K* akiminin

inhibisyonu membran depolarizasyonu ile sonuglanmaktadir. Kedi dar c¢aph
pulmoner arterlerinde (<300 uM) mikroelektrotlar kullamlarak yapilan deneylerde
hipoksi 51 = 1.4 mV’dan —-37 % 2mV’a kadar depolarizasyona neden olmaktadir.
Genis ¢aph pulmoner arterlerde (<500 pM) ise depolarizasyon gésterilememistir.
Hipoksinin olusturdugu depolarizasyon Ca'> bagimh aksiyon potansiyelinin

olusmasma neden olmaktadir'®.
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11.2.2.3.B.2. Oksijene bagimh etkilerde K* kanallaninin rolii; Koroner damarlar gibi

sistemik damar yataklarinda hipoksiye bagimli vazodilatasyona ATP bagimhi K*
kanallan aracibk etmektedir. Bu kanallar hiicrenin ATP igerigi diigtiifii zaman
acilmakta ve  boylece  hiperpolarizasyon  saglanarak  vazodilatasyon
gergeklesmektedir. Normoksik kosullarda Karp blokérleri (glibenklamit) pulmoner
toniisii arttirmamaktadir. Bu durum K™ akimmn disiik toniisiin siirdiiriilmesine
katdmadigim ve Karp inhibisyonunun HPV igin bir sinyal olusturmadigim
gostermektedir. Ancak hipoksi uzadif zaman ATP diizeyleri diismekte ve
pulmoner vazokonstriksiyon azalmaya baglamaktadir. Bu azalmamn glibenklamit ile
onlenebildigi saptanmustir'®. Bu ATP duyarh K' kanallanmin hipoksinin geg

doneminde acildigi1 ve HPV’yi azalttifi sonucunu ortaya koymaktadir.

Karr kanallarindan bagka, diger K” kanallan da akima izin verecek
bazal diizeyde fosforilasyona ugrayabilir. Teorik olarak membran bagimh ATP
havuzunun titkenmesi K" kanal fosforilasyonunu azaltmakta ve K' kanal akimm
dugirmektedir. Bununla birlikte HPV’nin hizlt baglangicinda (7s) ve hiicre K’
akimmin hipoksiye bagli inhibisyonunda ATP tiiketiminin kanal aktivitesinin

diizenlenmesinde 6nemli bir mekanizma olmadig da bulgular arasindadir™®

I1.2.2.3.B.3. Pulmoner Arter Diiz Kas Hiicresinde K~ Akiminin Hiicresel Redoks

Degisikligi ile Kontrolii: Redoks mekanizmasi pulmoner damar diiz kas

hiicrelerinde K” akimim etkileyebilmektedir. Diamit (glutatyonu okside eder) hiicre

K" akimim arttirmaktadir. Oysa antioksidan bir madde olan N-asetil sistein aym
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akimi diigirmektedir'®. Eksternal glutatyonun K* akimm inhibe ettizi GSH ile
perfiize edilen diiz kas hiicrelerinde gosterilmistir. Bu, redoks aktif maddelerin
pulmoner arter diiz kas hiicresinde K* kanallanim etkileyerek pulmoner damar
toniisiinii degistirebilecegini gostermektedir. Omegin, okside edici bir madde olan
diamit, K akimim arttirmasina bagh olarak hiperpolarizasyon ve vazodilatasyona
neden olmaktadir. Ancak ditionit tersine bir etki de gostermektedir. Giigli bir
indirgeyici olan ditionit, K* akimum azaltarak depolarizasyona neden olmaktadir.
Bu hem K¢, hem de KR kanallanimin hiicresel redoks degisiminden etkilendigini

ortaya koymaktadir'®.

11.2.2.3 B.4.Hipoksinin Hiicresel Redoksu Degistirmesi:  Glikolitik  yolak

inhibitérleri 2DG (2 deoksiglikoz) ve iyodo asetat (oksidatif fosforilasyon
inhibitori)) pulmoner vazokonstriktor olarak bilinirler™'>. Bu inhibitérlerle
hipoksinin ATP tiiketimi arasinda bir bag oldugu diisiiniilmektedir. ATP azalmasi
Karp kanallanim  agarak vazodilatasyon gelismesine neden olacaktir. Ancak
hipoksiye bagh olarak gelisen ATP tiiketimi ¢abuk degildir. Bu nedenle kanal
proteinlerinin fosforilasyonu yeterli hizda olmayabilir. Bununla birlikte, intraseliiler

ATP’nin hipokside K™ akimuim arttirdigs da gosterilmigtir'>.

Metabolik inhibitérlerle, hipoksinin hiicresel redoksu degistirmesi
arasinda bir bag olmasi olasidir. Karotit tip 1 hiicrelerinde O konsantrasyonunda
azalmaya NAD(P)H/NAD(P) orammmin artmasi eglik etmektedir. Metabolik

inhibitorler akcigerde de benzer etkinlik gostermektedirler'®. Akcigerde O,
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radikalleri normoksik kosullarda tretilmektedir. Aktive O tiirevleri (O, radikalleri
ve peroksit) artigt metabolik inhibitorlerle azaltdabili® Bunun sonucu olarak
elektron akigimin inhibisyonu elektron transportunu azaltmaktadir. Hipoksi gibi
metabolik inhibitérler de (2-DG, rotenon, antimisin A) pulmoner arter diz kasinda
K" akimim inhibe etmektedir. Pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde glutatyonun ve
NADH’mn indirgenmesinin K* akimu {izerine etkilerine bakildiginda hipoksi ve
metabolik inhibitérlerin bir ya da birkag tip K™ kanahmin etkinligini hiicresel redoks

degisikligi yoluyla etkileyebilecegi olas1 goriilmektedir'*(Sekil 4).

KREBS SIKLUSU _
+ Sitozolik redoks
TNADH/NAD . GSH/GSSH
| NADH/NAD
Elektron tranvsport zincii ——p Diger redoks ciﬁlerﬂ
Rotenon - Antimisin ) +

@@ K* kanal aktivitesi
indirgenmis--kapals
v okside —-agik
Oksijen ROT
ROT: Reaktif oksijen tiirevieri ~———____ 4

Sekil 4:Elektron transportunun hipoksi ve metabolik inhibitdrler tarafindan inhibisyonu
NADP)H/NAD(P) ve GSH/GSSG oranlarim degistiriyor ve bu, kanahn agilmasina
neden olabiliyor. (Sekil 180 numaralan kaynaktan alinmistir)

11.2.2.3.C. Sod ompasl;

Parsiyel oksijen basincinda diismenin diiz kas hiicrelerini depolarize
ettigi ve bunun da Ca’ homeostazim degistirerek vazokonstriksiyona neden oldugu

bilinmektedir”®. Hipoksinin neden oldugu depolarizasyon sodyum pompasinn
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islevini de etkilemektedir. Qubain gibi sodyum pompasim inhibe éden ilaglarin
HPV’yi siddetlehdirdigi gosterilmigtir®®. Buna kargilik, sodyum pompasinin (NaK
ATPaz) artan aktivitesinin diiz kasta agin duyarlilik geligmesine neden oldugu
bulgular arasindadir®®. Bu konudaki galigmalarin sonuglan birbiriyle gelismektedir.
Kopek pulmoner arterlerinde hipoksinin sodyum pompasim aktive ettigi

gosterilmekle birlikte*® tam tersi goriiste olan arastirmacilar da vardir®.

I1.3. G PROTEINLERI

Vaskiller  direncin  diizenlenmesi, dolagmm  homeostazimn
siirdiiriilebilmesi i¢in onemlidir. Bu vaskiiler diiz kasin kasilmasi ve gevsemesini
saglayan etkenler tarafindan belirlenir. Kasilma fizyolojik kosullar altinda hicre igi
Ca* diizeylerinin yiikselmesi ve ATP’nin enerji kaynagi olarak kullaniimastyla
saglanir®®. Pek c¢ok fizyolojik ve farmakolojik mekanizma, damar direncinin
diizenlenmesi olayimna katilir. Bu noktada hiicreye reseptér aracilikh sinyalin iletimi
o6nemlidir. G proteinleri reseptor araciikhi sinyalin iletiminde rol oynayan ve bu
yolla hiicresel etkinlifi diizenleyen proteinlerdir. Cesitli hiicre tiplerinde G
proteinlerinin membrana baglt pek ¢ok reseptorle ve subseliiler efektor sistemlerle

kenetli oldugu bilinmektedir®’.

I1. 3.1. G PROTEINLERININ YAPISI
G proteinleri 3 alt birimden olugmustur: o, § ve y. o alt birimi
guanin niikleotidi ile baglantih olan bolgedir ve aktive olmamig durumda iken GDP

ile baglanmig durumdadir. 340-395 aminoasitten olugmugtur. Amino terminalinde
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By alt birimlerinin baglanma bolgesi bulunmaktadir. Karboksi terminali ise

32 Yapilan aragtirmalar o alt

reseptorle etkilesim agisindan onemli olan bolgedir
biriminde efektor etkilesiminin karboksi terminalinde oldugu seklindedir. o alt
biriminde aynca intrinsik GTPaz etkinligini diizenleyen bir bolge vardir. GDP bagh
durumda iken « alt birimi inaktiftir. Uyan bu birimde yapisal bir degisiklige yol
agmakta ve bu durumda GDP’nin yerini GTP almaktadir'®>. P alt birimi 340 amino

asitten, y alt birimi ise 70 amino asitten olugmustur. « ile birlikte Py heterodimer

yapisi reseptor-G proteini baglanmasinda dnemli rol oynar'>2,

G proteinlerinin o  alt birimleri bakteriyel toksinler tarafindan
kovalan modifikasyona ugrayabilecek bolgeler icermektedir. Bu toksinler NAD
bagimli ADP ribozil transferaz reaksiyonlarimt kataliz etmektedirler. Bu durum G
proteinlerinde fonksiyonel degisime neden olmaktadir''>, Kolera toksini (CTX),
ADP ribozilasyonu ile G, proteinin o alt biriminde arjinin residusiini etkileyerek
GTPaz aktivitesini inhibe etmekte ve G proteinin kahci aktivasyonuna neden
olmaktadir. Pertusis toksini (PTX), ADP ribozilasyonuyla G; ve Go'in a alt
birimindeki sistein rezidiisiinii etkileyerek bu G proteinlerinin inaktivasyonuna

neden olmaktadir®’.

I1.3. 2. RESEPTOR AKTIVASYONU - G PROTEINI ILISKiSI
Inaktif G proteinleri heterotrimer (afy) bir yap: igerir ve o alt

tnitesine GDP baghdir. Reseptoriin aktivasyonu kisa bir siire i¢inde G proteini ile
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reseptoriin kenetlenmesini saglar. Bu GDP nin , GTP ile degisimini katalize eder.
GTP’nin baglanmasi ise o altbirimini aktive eder. Bu durumda By heterodimeri
aynhr. Aktive olmus o alt biriminin deaktivasyonuna yol agar. o alt birimi By alt
birimi ile yeniden baglamr. Siklus yeni bir uyanimla bu sekilde de;ram eder'. Siklus
sirasinda sinyal iletimi yapilirken, aynt zamanda sinyal amplifiye de edebilir. Agonist
molekiliin aktive ettigi bir tek reseptor bir ok G proteini molekiiliinii amplifiye
eder. Aktive olan bu G proteinleri de pek ¢ok fizyolojikk makromolekiilii
etkileyebilmektedir. G proteinlerine bagh reseptorler agoniste yiiksek afinite
gostermektedirler. Guanin mikleotidi ile baglanma, G proteinlerinin reseptdrden

ayrilmasina ve reseptoriin agoniste afinitesinin azalmasina neden olmaktadir™.

Pek ¢ok G proteini tammlanmugtir. Ornegin G, adenilat
siklaz ve Ca" kanallanm stimiile eder. G; (Gi.1,Giz, Gis) adenilat siklaz ve K
kanallannin, G, ise Ca™ kanallanmin inhibisyonuna neden olmaktadirr. G, ise

fosfolipaz aktivasyonunu saglamaktadir®’.

I1.3.3. G PROTEINLERININ ISLEVLERI

Vazodilatasyon olay1 kan basinci ve kan akiminin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Bu nedenle vaskiler diiz kas hiicrelerinde Ca™
konsantrasyonundaki degisiklikler 6nemlidir®®. Siklik niikleotitler hiicre igi Ca*?
diizeylerinin kontroliinde gérevi olan ikinci habercilerdir. ikinci haberciler hiicresel

islevlerin diizenlenmesinde Onemli gorevlere sahiptirler ve etkinliklerini protein

kinazlar araciifn ile gostermektedirler'®. Protein kinazlar bir bagka proteine
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ATP’den fosfat grubu transfer eden enzimlerdir. Bu sekilde hiicresel yamt

olusumuna katiimaktadir.

Yogun olarak iizerinde ¢algilan siklik niikleotidlerden birisi
sAMP’dir ve ozellikle B adrenoseptérlere bagh toniis diizenlenmesine
katilmaktadir'®. sAMP gibi sGMP de bazi protein kinazlan aktive etmektedir™.
Hiicrede sGMP diizeylerinin yiikselmesi hiicre igi Ca™ diizeyini diisiiriir. Ancak
biitiin bu olaylarin gergeklesmesi igin uyarmn hiicre i¢ine iletilmesi gerekmektedir.

G proteinlerinin goérevi bu noktada baglamaktadr.

G proteini ile kenetlenen reseptérler iizerinde olusan sinyalin hiicre
i¢ine iletimini saglayan makromolekiiller su sekilde siralanabilir:
a. Adenilat siklaz: ATP’yi yikarak ikinci ulak olarak sAMP*yi olusturur.
b.Fosfolipaz C (PLC): Fosfoinozid hidrolizi yaparak ikinci ulak olarak inositol
trifosfat ve diagil gliserol (DAG) olusturur. Béylece hiicre i¢i Ca™ diizeyleri
yukseltilir.
¢ K" kanallar: K” iletiminin artmasi efektér hiicrelerde inhibisyon yapar.

d.Ca'? kanallart: o reseptorlerle baglantilidur.

I1.3.4. GPROTEINLERI VE VASKULER YANITLAR
Vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde endotel hiicrelerinin rolii
buyiiktir. Endotel hiicrelerinde fizyolojik ve farmakolojik uyarilara yamtta

G proteinlerinin aracth degerlendirilmigtir. *’[-PINAD,*’[-P]ADP kullanilarak
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endotel hiicre membramnda PTX’e duyarl G proteinlerinin oldugu gosterilmistir *'.
Endotel hiicrelerinde CTX’in 8 adrenoseptorlere bagh olarak adenilat siklazi aktive

etmesi, G;’nin de endotel hiicrelerinde bulunabilecegini diisiindiirmektedir'”*.

Kan basincinin yitkselmesi perifik direncin artmasina baglidir. Bunun
sonucu damarlarda yapisal ve iglevsel degisiklikler ger¢ceklesmektedir. Bu durum,
cendotel hiicrelerinin iglevlerinde bozukluklara, Ca'? hareketinde anormalliklere,
miyozin hafif zincir kinazmn Ca'®a duyarhhginm defismesine ve PLC
aktivitesinde degisiklikler gelismesine neden olmaktadir. Biitin bu degisimler
yaninda G proteinlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar, 5-HT, AIl, arginin-
vazopressin (AVP) ve o reseptorlerin yogunlugunda ve duyarlihfinda artma
meydana gelmektedir’®. Genellikle G proteinleri ile kenetli bu reseptorlerinin
uyanmum fosfolipaz aracilikh ikinci ulaklar olan IP; ve DAG olusumu yoluyla
gergeklesmektedir. IP; ve DAG’m intraseliler Ca™ diizeylerini yiikselterek
kontraktil etki olusturdugu kabul edilmektedir'”. Pek g¢ok durumda buna
arakidonik asit salimmn da eglik etmektedir'®. Ancak G proteini aracilikli kontraktil
etki gosteren agonistlerin bu etkilerini kismen de olsa reseptére bagh olmayan bir

tirozin kinaz stimulasyonuyla gergeklestirdigi diigiiniilmektedir™.

Vaskiiler diiz kasta G proteinlerine baglh reseptér uyarminin
mekanizmas: ve sinyal iletimi pek ¢ok aragtirmanin konusu olmustur. G proteinleri
pek ¢ok reseptorle baglantilidir'®. Bu reseptorierden o reseptorier PTX’e duyarh

G proteinleri aracihf ile  voltaj bagimh Ca™® kanallanmin islevierinin
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diizenlenmesine katilmaktadir'®. Bir in vivo ¢alismada CTX’e duyarh G
proteinlerinin a aracilikh kontraksiyona katidiklan ve o reseptorlerinin Ca™
kanallar1 ile baglantih oldugu gosterilmistir'®. Bu konudaki galigmanmn bulgulan
birbiriyle uyumlu degildir. Vaskiiler diiz kasta Ca*? kanallannin o; reseptorler ile
kenetli oldugu ve burada kanal aktivitesinin diizenlenmesinde PTX’e duyarll G
proteinlerinin aracihgim vurgulayan aragtirmalar da vardir'®. Sigan kuyruk arteri

diiz kasinda ise hem a; hem de o reseptorlerinin rolleri oldugu samimaktadir.

TXA,, PAF ve l6kotrienlerin reseptorlerinin G proteinleri ile kenetli
oldugu gosterilmistir'®. Burada PAF’a bagh degisikliklerde, etkiye G proteinlerinin
aracihg: s6z konusudur'®. Anesteziye domuzlarda pulmoner hemodinamik
degisikliklerde PAF*in neden oldugu bu etkiye aracilik eden G proteinlerinin PTX’e
duyarh oldugu belirlenmigtir. Ancak kalici hemodinamik etkilerin PTX’e duyarsiz
bir mekanizma ile gergeklestigi 6nerilmektedir. Bu mekanizmamn G proteinlerinden

tamamen bagimsiz bir mekanizma olabilecegi de diisiiniilmektedir'®.

Adenozin, hiicre yiizeyinde A; ve A, reseptorleri araciif ile pek
¢ok fizyolojik olaya katilan modiilatér bir maddedir. Adenozin reseptorierinden A,
in uyanlmasi adenilat siklazi G; aracihif; ile inhibe ederken, A,, G; aracilif ile aktive
etmektedir'*®. Insan koroner arterlerinde adenozin reseptorlerinin CTX ve PTX’e
duyarh G proteinleri aracih@ ile gevseme sagladif bilinmektedir'”. Domuz
koroner arterlerinde de adenozin resept6ér agonistleri hem PTX hem de CTX’e

duyarh G proteini aracth ile etki gostermektedir. Bununla birlikte CTX’e duyarh
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G proteinlerinin adenozin reseptér uyarimina bagh gevseme yamtina daha spesifik

olarak katildig goriilmustiir™.

G proteinleri adenilat siklaz aktivitesini regiile etme goérevinden
baska PLC ve PLA, regilasyonunda ve iyon kanallarinin iglevlerinin

diizenlenmesinde rol almaktadirlar.

Pek ¢ok dokuda G proteinleri muskarinik reseptdér uyarimina bagh
yamtlara aracihk eder. Izole damarlarda muskarinik agonistler dogrudan diiz kast
etkileyerek kontraksiyona neden olurlar. Endotel hiicrelerinde ise EDRF salinimina
neden olurlar®. Her iki olay da Ca*bagimhdir. Tavsan pulmoner arter diiz kas
hiicrelerinde muskarinik, o adrenoseptor ve 5-HT reseptorlerinin uyarilmasina bagh
olarak Ca” influksinda artigin PTX’e duyarlh G proteinleri aracihd ile oldugu
gosterilmistir’®. Pulmoner arter endotel hiicrelerinde ise muskarinik, purinerjik ve P
maddesi reseptorlerinin uyanimu ile endotelden gevsetici faktorlerin salmm PTX’e

duyarsiz bir bagka mekanizma aracihg ile gergeklesmektedir'’S.

G proteinleri K* kanallarma bagh sinyal iletimine de aracihk
etmektedir'®. Ach muskarinik reseptorlerle kenetli spesifik G proteinleri aracihg
ile K* kanal aktivitesinde artisa neden olmaktadir''’. Ancak Ach, A23187, histamin
gibi endotel bagimh etki gosteren agonistlerin PTX’e duyarh G proteinleri ile
iligkisi olmadifim gosteren bulgular da vardir'. Vaskiiler fizyoloji ile ilgili

aragtirmalarda koroner mikrovaskiiler sirkiilasyonunun diizenlenmesinde ATP’ye
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duyarh K kanallanmn 6nemi bilinmektedir ve bu kanallarin aktivitesi intraseliiler
ATP diizeyleri tarafindan diizenlenmektedir®. ATP bagimh K* kanal islevlerinin
diuzenlenmesine G proteinleri de katilmaktadir. Kardiyak miyositlerde G;, ATP
duyarh K* kanallanmn agilmasma aracilik etmektedir®’. Kopeklerde yapilan bir
caligmada koroner mikrovaskiiler otoregiilasyonda ve iskemi sirasinda PTX’e

duyarh G proteinlerinin roliiniin 6nemli oldugu vurgulanmgtir®

I1.4. IKINCI HABERCILER
I1.4.1. SIKLIK NUKLEOTIDLER

Pulmoner toniisiin diizenlenmesinde siklik niikleotitlerin énemli bir
rolii vardir. SGMP, NO araciikh pulmoner vazodilatasyonda anahtar rolii olan bir
ikinci habercidir. SAMP de pek g¢ok dogrudan etkili vazodilatoriin (B-reseptor
agonistleri, PGI,, CGRP, VIP) etkinlifinde énemli bir géreve sahiptir. Eksojen
SAMP ve sGMP’nin ¢ok potent olduklan saptanmgtir’™ '®, sGMP bagmh
vazodilatasyonun mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamams olmakla birlikte
sGMP bagimh kinazlarin aktivasyonu, IP; inhibisyonu, miyozin hafif zincir
kinaznn (MHZK) fosforilasyonu, Ca-ATPaz stimulasyonu, K’ kanallarinin
agtlmas1 ve Ca™un hiicre igine girmesinin inhibisyonuna bagh goriilmektedir™.
SAMP bagimh PK aktivasyonu MHZK aktivitesinin azalmasiyla sonuglanmakta
miyozin fosforilasyonu buna bagh olarak azaltilmakta, Ca™ un hiicre igine girmesi
inhibe olmaktadir. Ca™’un hiicre digina grkmasmin stimulasyonu K¢, kanallarmin
agimasim  saglamaktadir. sGMP degredasyonunun sGMP’ye 6zel (tip V)

fosfodiesteraz (PDE) inhibitorleriyle inhibe edilmesi perfiize pulmoner damar
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yataginda perfiizyon basincim da diigiirmektedir. Endoteli kazinmig izole pulmoner
damarlarda bazal diizeyde sGMP bulunmaktadir®. Hem sAMP hem de sGMP
HPV’yi modiile etmektedir. sSAMP ve sGMP olusumunun stimulasyonu, albumine
karsi pulmoner damarlarda endotel hiicrelerinin permeabﬂiteéini azaltmakta ve
pulmoner 6dem gelisimini inhibe etmektedir’’. Bu durum, sAMP ve sGMP’nin
akciger dokusu harabiyetinde koruyucu bir faktor olarak degerlendirilebilecegini

vurgulamaktadir.

I1.4.2. FOSFOINOZID HIDROLIZI

G proteinlerine bagh reseptér stimulasyonu sonucu fosfolipaz C
(PLC) aktivasyonuyla fosfoinositol bifosfat hidrolize olmakta, bu da ikinci
habercilerin olusumuna neden olmaktadir. Bu haberciler inositoltrifosfat (IPs) ve
diacilgliseroldiir (1,2 DAG). IP; intraseliller depolardan Ca™ salimmma neden
olmakta ve bu olayr Ca**/kalmodulin bagimh miyozin hafif zincir kinazi (MHZK)
aktivasyonu izlemektedir. Sonugta diiz kas kasiimaktadir'®. Oysa DAG, PKC’yi
aktive ederek hiicre i¢i Ca™ diizeylerinin yiikselmesine neden olur. Pek ¢ok
hiimoral madde ve mediyator pulmoner toniisii G proteinlerine bagl reseptorleri
etkileyerek degistirmektedir'®. Izole pulmoner arterlerde IP; olusumunun hipoksiye
bagli olarak degil de noradrenaline bagl olarak arttigimin gosterilmig olmasi, IP;’iin

HPV’ye katilmadigim diigiindiirmektedir”".
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I1.4.3. PROTEIN KINAZLAR

Protein kinazlar pek ¢ok fizyolojik olayin diizenlenmesinde dénemli
rol oynarlar. SAMP ve sGMP bagimh protein kinazlar pulmoner damarlarn
gevsemesine katilmaktadirlar. PKC ise, DAG tarafindan aktive edilmekte ve diiz
kasta yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir’’. PKC sinyal iletimine ve pulmoner
damar diiz kasimin uyarim-kasilma olaymna katiimakta ve diz kas kasiimasmna
katilan substratlann fosforilasyonunu saglamaktadir. PKC aktivasyonunun insan ve
sican izole pulmoner arterlerinde kasilma'”’ olugturdugu, perfiize pulmoner damar
yataginda ise pulmoner perfiizyon basmcim arttirdiy saptanmustir’'’. PKC
aktivasyonu sifir pulmoner arter endotel hiicrelerinde albumin permeabilitesini de

119

arttirmakta ve izoproterenole bagh sAMP olusumunu inhibe etmektedir ~. Biitiin

bu faktorler pulmoner ddem gelisimine yardime: olmaktadir”.

I1.5. TIROZIN KINAZ ARACILIKLI SINYAL ILETIMI VE DUZ KAS

KASILMASI

I1.5.1. DAMAR DUZ KASININ KASILMASI

Hem diiz kas hem de ¢izgili kas hiicrelerinde hiicre igi serbest Ca*?

diizeyleri kasilma ya da gevsemeyi baslatan temel olaydir. Diiz kas hiicresinde Ca™
kalmoduline baglanir ve bu kompleks, miyozin hafif zincir kinazim (MHZK) aktive
ederek miyozin hafif zincirinin (MHZ) fosforilasyonuna neden olur. Bu

fosforilasyon aktinin miyozin ATPaz aktive etmesine ve diiz kasin kasiimasina

neden olur. MHZK ma ek olarak kalmodulin kinaz II de MHZ0’nin 19. serinini



-37-

fosforile eder. Ancak bu ¢ok yavastir (1/20 Ve muzx). Bu olaymn kasilmanin
baglamasina katlmadig: disiiniilmektedir'. Ca*? diizeyinin diismesi MHZK’m
inaktive eder ve MHZy’nin miyozin hafif zincir fosfataz tarafindan defosforile
olmasina neden olur. Béylece aktomiyozin ATPaz deaktivasyonuyla gevseme
olusur. Bu olayda énemli olan bir nokta son yillarda Ca™ ‘dan bagimsiz
fosforilasyon/defosforilasyon  yapict  enzimlerin  diizenleyici mekanizmaya

katildiklarnin belirlenmesidir’>>.

Kaldesmon, kalponin gibi ince filament-eglikli proteinler tarafindan
kasilmanin diizenlenmesinin, mitojenle aktive olan kinaz (MAP) ya da diger
kinazlarin fosforilasyonu saglamas: ile gergeklestigi diisiiniilmektedir. Ince filament
eslikli proteinler miyozin fosforilasyonunun etkisini modiile etmektedir. Bunun da
tek bagina kasilmayr baglatmak ve siirdiirmek igin yeterli olabilecegi One

siiriilmektedir'>.

Elektromekanik, olaylar membran potansiyeli degisiklikleri ve bu
degigikliklerin sitoplazmik Ca* fiizerine etkisini yonetmektedir. Diiz kas
hiicrelerinin dinlenme membran potansiyeli diger hiicrelerde oldugu gibi negatiftir.
Hiicrenin depolarize olmast voltaja duyarll Ca'® kanallarnin agilmasina neden
olmaktadir. Ca™”un hiicre i¢inde yikselmesi kasilma igin bir tetiktir'®,
Depolarizasyon bagimli Ca'™ artigt kismen voltaj bagimli kapilardan giren Ca™,

kismen de sarkoplazmik retikulumdan (SR) salinan Ca'*a baghdir. Membramn
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potansiyelinin negatiflesmesi aksiyon potansiyelinin inhibisyonuna ve voltaj bagimh

Ca'? kanallarimin kapanmasina neden olmaktadir.

Diiz kasin plazma membram ¢ok sayida iyon kanal igerir. Bu iyon
kanallanindan bazlarinin ‘iglevleri yalmzca membran potansiyeli, hormonlann
dogrudan etkileri ve norotransmitterler tarafindan degil, gesitli agonistlere bagh
olarak olugan ikinci habercilere bagh olarak da diizenlenir. Boylece Ca"*>un SR’den
sahmm K, kanallanmi ve CI' kanallanm aktive eder'”’. Bu iyonlarin dinlenme
potansiyelleri birbirinden ¢ok farkhdr. Bu da agonistlerin degisken
elektrofizyolojik  etkilerine  baglanabilirr K¢,  kanallannin  agilmasi
hiperpolarizasyona, kalsiyum kanallannin agilmasi depolarizasyona neden olabilir.
Benzer bir sekilde eksitatuar agonistler tarafindan salinan arakidonik asit de K'
kanal aktivitesini modiile edebilir ve voltaj bagimh kalsiyum kanallarindan kalsiyum
girisini inhibe edebilir. Ligant bagh kanallar agonistler tarafindan dogrudan modiile
edilebilirler ama bu nonselektiftir. Bu kanallardan Ca*? girisi uyan-kasilma olayma
anlamh bir katihmda bulunmayabilir. Bununla birlikte depolarizasyona bagh olarak
agilan ligant aracilikh kanallar voltaj bagimhi Ca*? kanallarindan anlamh bir Ca*?

girisine neden olmaktadir'*(Sekil 5).

Farmakomekanik olaylar fizyolojik olarak gok onemlidir. Uyar
kasilma-olaymin mekanizmas1 ¢ok sayida hiicresel sinyal ileti mekanizmast
tarafindan yonetilir. Bu membran potansiyelinde gerekli degisiklikler olmadan da

gerceklegebilir (Sekil 5). Farmakomekanik olaylanin majér mekanizmasi IP;
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tarafindan yapilan Ca'* salimmdir. IP; olusumu fosfoinositol hidrolizi tarafindan ve

MHZ fosforilasyonunun ~ Ca™ duyarlhgim modiile etmesi  ile
olusturulur'>(Sekil 5)
Ca™” + CaM
I
Ca+2
Ca™-CaM- MHZK +- -PT ‘_\«\
kinaz (CaM kinaz II,
kinaz A, C)/fosfataz
hd /‘*\ -
(gevseme) (kasiima)
pe
SMPP 37K-130K-20K¢
Haloenzim
37K-130K-20K / \ 9
Arakidonik asit
\ /]; AG
G proteine bagh
reseptorier

Sekil 5 :Uyan-kasiima olayimn elektromekanik ve farmakomekanik yolagi. Seklin sol tarafi
kasilmanin sitozolik Ca*’ konsantrasyonuna bagh olarak yiiriiyen kismudir. Sa
tarafia ise yine Ca* ‘a bagh olarak ve MHZK 'nin fosforilasyonunun aktivasyonu ya da
inhibisyonuyla sonuglanan olaylar gosterilmistir. (Sekil 57 numaralan kaynaktan
alinmugtir)
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IL5.2. PROTEIN TIROZIN FOSFORILASYONU VE DUZ KAS KASILMASI
Tirozin kinazlann hiicresel sinyal iletim yolafimin anahtar elemam

olabilecegi goriisiine dayanan ¢ahigmalar 1980 yiinda baslamugtir’’. Tirozin kinaz

yolag dokunun kontraksiyonunun kontrolii, gen transkripsiyonu, hiicre boliinmesi

gibi olaylarin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir. Tirozin kinazlar ii¢ grup

olarak simflandiriimaktadir®”;

1. Membran tirozin kinazlar1 (insiilin reseptérii ve epitelial biiyiime faktérii (EGF)

i¢in olan reseptérler)

2. Sitozolik (non-reseptor) tirozin kinazlar (protoonkojen iiriinleri egt, Fes)

3. Membran bagimh (non-reseptor) tirozin kinazlar (en az 8 izoenzim)

Tirozin kinazlar igin ¢ok sayida substrat belirlenmigtir. PLC, ve
MAP’m tirozin kinazin sinyal iletimine dogrudan katildiklarina inanilmaktadir®’.
Bununla birlikte intakt memeli hiicre sisteminde spesifik sinyal iletimine hangi

tirozin kinazlarn katildig: heniiz tam olarak belirlenememistir.

Diiz kasin kasilmasinda protein tirozin fosforilasyonunun rolii,
buyiime faktorleri ve PTK bagimh olarak gosterilmigtir. Biiyiime faktérleri
reseptorlerinin intrinsik PTK aktivitesine sahip olduklanna ve bunun hiicre
buylimesi ve proliferasyonuna katildifina inanilmaktadir. Bundan bagka AIl, AVP,
ET gibi vazokonstriktér maddelerin vaskiiler diiz kasta biiyiime faktérleri gibi etki
gosterdigi ve cesitli endojen proteinlerin tirozin fosforilasyonunu stimiile ettigi

bilinmektedir®”.
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G proteinlerine baglanarak etki gosteren agonistler (AILVP...)
heterotrimetrik oy, By, Y. G proteini kompleksinin aktivasyonu aracihf ile
etkilerini olustururlar. Aktive olan o, B ve y alt birimlerinin hedefi SAMP bagimh
PKA ve PLC’nin inozite spesifik § izoformudur. DAG ve IP; gii)i hiicre i¢i ulaklar
PLC aktivitesi sonucu olusurlar. Burada serin/treonin fosforilasyon kaskadimn
stimulasyonu ve PKC/Ca™ uyarim ile esgiidiimlidiir. Sonugta IP; aracihid ile
hiicre i¢i Ca'? diizeyi yiikselir. Yiikselen hiicre igi Ca*’un Ca'? kanallarm modiile

etmesi Ca'“kalmadulin kinaz yolagim stimiile edecektir".

G proteini araciif ile etki gosteren agonistlerin  hiicrede
serin/treonin fosforilasyonunu arttirmalan yaninda ATI, VP, BK, ET gibi G proteini
aracih@ ile etki gosteren agonistlerin pek gok substratin tirozin fosforilasyonunu

arttirmasi hiicre kiiltiirii galismalanyla gosterilmigtir®.

I1.53. DAMAR DUZ KAS HUCRESINDE Ca”? GIRISI VE
DEPOLANMASINDA TIROZIN KINAZ ENZIMININ ETKISI

Bir uyariya bagl olarak ekstraseliler ortamdan Ca™ girisinin

intraseliiler Ca'? depolanindan Ca™ serbestlenmesine neden oldugu kabul

edilmektedir. SR’deki dﬁzeyler ryanodin, tapsigargin, siklopazonik asit gibi

maddelerle modiile edilebilmektedir. Ca™ salimminn aktivasyonu igin plazma
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membram1 ve SR arasindaki “cross-talk”m tam mekanizmasi heniiz
bilinmemektedir. Ancak plazma membram ile SR arasindaki iletigimi saglayan

ulagin “Ca influx factor” (CIF) olarak tammlamast yapilmigtir'>®,

Sitokrom P-450 sistemi, Ca'> depolari ve plazma membram
arasindaki bag1 kurmak igin incelenmigtir. Sitokrom P-450’yi inhibe eden ekonazol
ve ketokanazol gibi maddeler Ca*? depolarinin bogalmasi ile olugan Ca*? influksim
bloke etmektedir”. Ancak daha sonra ekonazoliin P-450’yi inhibe etmekten gok
plazma membran Ca™ kanallan ile etkilesime girerek depolardan Ca™ influksim

etkiledigi belirlenmistir'”.

Ca* girisinin ve intraseliiler depolardan Ca” bosalmasmnmn
diizenleyicisi olarak tirozin kinazin rolime iligkin ikna edici kamtlar
bulunmaktadir'®. Vostal ve arkadaslarinin gahismalanina gore, trombinin neden
oldugu sitozolik Ca'® diizeylerinin  yikselmesine trombositlerde tirozin
fosforilasyonu neden olmaktadir. Sitozolik Ca™un sgelasyonu, trombine bagh
tirozin fosforilasyonunu azaltmaktadir. Bu gozleme dayanarak sitozolik ve
tirozin fosforilasyonunu arttirdiklan sonucuna vanlabilir. Bu sonucu destekleyen bir
bagka caligmada aragtiricilar, fosfoinozitol fosfataz aktivitesinin inhibitorii olan
pervanadatla ekstraseliller Ca'®a bagh olarak diiz kas kasiimasimn gerceklestigini
gostermiglerdir® Tirozin kinaz fosfatazin inhibisyonu tirozin kinaz aktivitesini

arttirmakta ve diiz kas kasiimast iin gerekli Ca™ girisini kolaylagtirmaktadir.
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Tirozin kinaz inhibitorleri genistein ve trifostin ile agonist ve
tapsigarginle uyanlmig Ca™ giriginin inhibisyonu, trombosit ve fibroblastlarda
gosterilmigtir’> 8. AIl ile karaciger epitel hiicrelerinin stimulasyonu, baz
proteinlerin fosfotirozin igeriginde artisa neden olmustur. SR’da Ca™? pompasmnmn
inhibitorii olan Ca ionofor ve tapsigarginle sitozolik Ca”’un yiikselmesi de

tirozin fosforilasyonunda artmaya neden olmaktadir®'.

Diiz kas hiicresinde karbakol ve NA’mn neden oldugu kasilma
tirozin kinaz inhibitorleri ile antagonize edilebilmektedir. Trifostin ve genisteinin
etkisi endotelden bagimsiz bulunmugtur. Bazi ¢aligmalarda, genistein ve trifostinin
VBKK inhibisyonu yaptii da gosterilmistir. Tirozin kinaz inhibitorlerinin Ca*
girigini bloke etmesi ve bunu izleyen agonist araciikh Ca™ deposu bosalmasi,
damar kontraktilitesinin modiilasyonunda tirozin kinazin onemine dikkat

cekmektedir'®.

I1.5.4. DUZ KAS GERIMININ TIROZIN KINAZ/TIROZIN FOSFAT YOLAGI
ARACILIGI ILE DUZENLENMESI

Damar diiz kasinda G poteinine bagh etki gosteren agonistlerin

etkilerini bloke eden tirozin kinaz inhibitorleriyle yapilan galigmalar'®' tirozin kinaz

aktivatorleri (vanadat ve pervanadat) ile yapilan aragtirmalarla gelistirilmigtir®

Pervanadat tirozin fosfataz aktivitesini yiikseltmekte ve AII gibi maddelerin

kontraktil etkinligini arttirmaktadir. Bu tirozin kinaz inhibitérleriyle geri

gevrilebilmektedir. AIl’'ye bagli yamt ekstraseliler Ca™ yoklugunda ve



indometazinle bloke edilebilmektedir®. Bu diiz kasta tirozin kinaz/tirozin fosfataz
dengesinin diiz kas geriminin kontroliinde dinamik bir rol oynadigim
gostermektedir. Aynica G proteini araciifi ile etki gosteren agonistlerin,
kontraktilitenin modiilasyonunda tirozin kinaz enzimi {izerine etkilerinin énemine

dikkat gekmektedir(Sekil 6)

/—' DAG
G N
\» r

R

Agonist Oé

Kolera Toksini—

(®
e

Tirozin kinaz @

A
?7

Ca” N : Genistein
kinazlar Tirozin fosfataz

Ca?

ortovar.~dat \J
C}‘ Gevseme
ca+2 - -

Sekil 6: G proteini aracihkh etki gdsteren agonistlerle tirozin kinaz yolag: arasindaki iligki.
(Kesikli ¢izgiler tirozin kinaz yolag i¢in varsayilan yola belirtmektedir.) fosfolipaz C,
PLD: fosfolipaz D, P: Fosforilasyon, DAG: Diagilgliserol, IP;: Inositoltrifosfat, AS:
Adenilat sikalaz, PKC: Protein kinaz C (Kesikli cizgiler inhibisyonu belirtmektedir).
(Sekil 58 numaralar kaynaktan yeniden diizenlenerek ahinmistir)
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I1.5.5. G PROTEINLERINE BAGLI AGONISTLERIN TIROZIN KINAZ
YOLAGINI AKTIVE ETMELERI

G poteinlerine bagh etki gosteren agonistler PLC’yi aktive ederler.
Bu, DAG ve IP; aracithd ile hiicre igi Ca+2’u‘ yiikseltir. Tirozin fosforilasyonu
PKC’nin DAG/Ca"? aracihip ile aktivasyonundan olusabilir. Bu yonelmede hiicresel
kinaz, dogrudan enzimin serin/treonin fosforilasyonuyla, dolayh olarak da hiicresel
tirozin kinazin modiilasyonuyla diizenlenmektedir. Bir bagka segenek de Ca?un
yiikselisinin dogrudan Ca'?’a duyarh kinazlar1 aktive etmesidir’®. Reseptor araciikh
G proteini aktivasyonu, aktin sitoskeletal yapisinin siirdiiriilmesinde tirozin kinaz
diizenlenmesinin hedefi olarak bir rol oynayabilir. Bir bagka segenek, aktive olan a
alt birimlerinin (o ya da o;) dogrudan tammmlanmamis nonreseptor tirozin kinaz ya
da tirozin fosfatlan stimiile ederek hiicresel tirozin fosforilasyonunu tetiklemesidir.
Bu da diiz kas kasimasinda G proteini aracilikh bir etkidir®. Bir baska varsayim
olarak da G proteini aracihikli agonistlerin dogrudan membrandaki efektor
molekiilleri regiile etmesidir. Nonreseptér kinazlarin diiz kas kasiimasiyla
sonuglanan etkilerinde esas  hedefin  hangisi olduguna dair g¢aligmalar
yapiimaktadir® Bu konuda bir ipucu pervanadatla yapilan deneylerden
saglanmigtir. Pervanadata bagh olarak hiicresel tirozin fosforilasyonun yiikselmesi
ekstraseliiler Ca'? olsada olmasa da gergeklesmektedir. Ancak intraseliler Ca™
artmadifn halde tirozin fosforilasyonun yiikselmesi ve kontraktil aparat1 aktive
etmesi pek uygun goriilmemektedir. Dikkat edilmesi gereken nokta tirozin kinaz
aktivitesinin potansiyel rolii incelenirken Ca'? girisinin diizenidir. Bu, bombesinle

stimiile fibroblastlarda Ca'? girisinin genistein tarafindan inhibe edilebilmesi®!, diiz



kas hiicresinde Ca™ kanal akiminin bloke olmasi ve insan trombositleﬁnde agonist
bagimh Ca™ girigini azaltmas: ile ilgili'*® g6zlemlerle degerlendirilmistir. Biiyiik bir
olasiikla, seliller tirozin kinaz aktivitesinin artmasiyla Ca™  giriginin
kolaylastinimas: intraseliler Ca™un yikselmesinde 6nemli bir etkendir. Bu
yalmzca kasiimanin artmas: anlamnda degil aym zamanda hiicrede Ca**/kalmadulin
diizenleyici sistemlerle modiile edilen gok cesitli hiicresel olay i¢in de gegerlidir®.
Tirozin kinaz aracilif ile artan intraseliller Ca*? , polipeptit biiyiime faktorleri ve
diiz kasta G proteinine bagh etki gosteren agonistler icin yeni bir birlegtirici

mekanizmadir,
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III. MATERYAL VE YONTEM

III.1. DENEYSEL PREPARAT

Deneyler Et ve Bahk kurumu ile Sincan Belediye mezbahasinda giinliik olarak

kesilen koyunlanin akcigerierden izole edilen izole pulmoner arter ve venlerde

gerceklestirilmigtir,

III.2.DENEYLERDE KULLANILAN MALZEMELER

Izole organ banyosu

Su banyosu (Niive BM, 101, Ankara)

Transdiisir (MAY, Force displacement transducer, Ankara)
Bridge Amplifier (TUMEL, 1zmir)

Bilgisayar ve LABSY'S bilgisayar program

Oksijenmetre JENWAY 9071, Ingiltere ).

I11.3. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
KCl, histamin dihidrokloriir, serotonin kreatin fosfat, noradrenalin,
bradikinin, endotelin-1, sodyum floriir, genistein, trifostin I, sodyum ortovanadat,

kolera toksini, tetraetilamonyum.
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Deneylerde kullanilan Krebs-Heinseleit ¢ozeltisinin bilesimi (g/L):
NaCl 6.95

NaHCO; 2.10

KCl 0.34
MgCl, 0.24
KH,PO, 0.16
CaCl, 0.27
Glukoz 217

Cahgmalarda kullanilan biitiin kimyasal maddeler Sigma Chemical
Co (St. Louis, USA)’dan saglanmistir. Kullanilan kimyasal maddelerden genistein

dimetil siilfoksitte, S-HT 0.01N HCI’de diZerleri ise distile suda ¢oziilmiigtiir.

1.4. YONTEM
II1.4.1.PULMONER ARTER IZOLASYONU VE OPTIMUM DINLENME
GERIMININ SAPTANMASI

Deneylerde giinlik olarak kesilen koyunlarin akcigerleri
kullanilmigtir. Pulmoner arter ve venler sol akcigerden izole edilmigtir. izole edilen
arter ve venler sol akcigerin alt lobuna giden ilk daldandir ve di§ ¢aplan yaklagik 2-
4 mm’dir. Dar ¢aph pulmoner arterler ise dérdiincii dallanmadandir ve dis gaplan
yaklagik 0.5 mm dir. Izolasyondan sonra damarlar Krebs-Henseleit ¢ozeltisi igeren
bir petri iginde 3-5 mm uzunlugunda halka geklinde kesilmis, yag ve bag dokudan

temizlenmistir. Daha sonra izole edilen arter ve venler izole organ banyosuna
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gengeller yardimyla asimustir. Izole organ banyolan 10 ml Krebs-Henseleit
¢ozeltisi icermektedir ve havalandinlma i¢in oda havasi kullamlmistir. izometrik
kasilmalar siirekli olarak Labsys bilgisayar program ile izlenmis ve kaydedilmistir.
izole edilen dokular bir saat dengelenmeye birakilmus bu siire iginde 15 dakikada
bir yikanmugtir. Optimum dinlenme geriminin saptanabilmesi i¢in dengelenme siiresi
sonunda dokulara 1-6 g arasinda gerim uygulanmig ve 20 mM KCI’ le alinan
yamtlar degerlendirilmigtir. Bu iglem sonucunda dokulann en iyi kasiima yanitim
verdikleri gerim optimum dinlenme gerimi olarak saptanmigtir. Sonugta optimum

dinlenme gerimi, arterler igin 3g, venler icin 2g olarak belirlenmistir (Sekil 7).

Bazi deneylerde kullamlan damarlanin endotel tabakasi ucuna bir
parca pamuk sanimug pens kullanilarak uzaklagtinimistir. Endotel tabakasimn
uzaklastinldifindan emin olmak igin 5-HT ile prekontrakte edilen damarlarda

bradikinin gevseme yanitinin olup olmadigina bakilmustir.
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Sekil 7: izole pulmoner arter ve venlerde optimum dinlenme gerimi.
a. pulmoner arter b. pulmoner ven
* secilen dinlenme gerimi
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izometrik kasimalar mN/mm? olarak degerlendirilmigtir. Bunun igin

asaidaki formiile gore hesaplanan A degeri kullamlmgtir:

w

A=
hxp
A= Arterin enine kesit alam

B= Arter halkasmin yogunlufu (koyun karotit arterinde 1.05 mg/mm’® oldugu
bildirilmigtir®®)
‘W= Filtre kagidinda kurutulmus arterin agirhg (mg)
h= Optimum dinlenme geriminde damann iki gengel arasindaki uzunlugu (mm)

kasiima (mN)

Buna gore; izometrik kasiima (mN/mm?) = formiiliine
A

uygun sekilde hesaplanmigtir®™'™,

I11.4.2. KONTRAKTIL AGONISTIN BELIRLENMESI

Dokular optimum dinlenme geriminde bir saat dengelenmeye
birakilmigtir. Daha sonra 20 mM KCI uygulamas: yapilmus, arka arkaya benzer bir
yanit alindiktan sonra, kontraktil maddelerle doz-yamt egrisi olugturmak iizere

calismalara baglanmgtir. Bu amagla kullanilan maddeler ve uygulanan doz arahklan

sOyledir:

KCl 10°M -10"M
5-HT 10°M-10"M
Histamin 10°M-10°M

Noradrenalin 10°M-10°M
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U46619 10°M-10"M
ET © o 10UM-10"M

NaF ImM- 50 mM

Tablo 3: Koyun pulmoner arterinde NA, 5-HT, ET, NaF ve KCl

uygulamalan sonucu hesaplanan ECsp ve Epnax degerleri.

ECso Emax{mN/mm?)
NA (n=5) 0.7+ 0.4 uM 16844
5-HT (n=6) 6+0.7 uM 10.3£3.1
ET (n=5) 17+ 4.8 M 12334
KCl (n=8) 20.1+ 5.2 mM 214+2.58
NaF (n=6) 22.4+7.4mM 21.4+2.58

Tablo 4: Koyun pulmoner venlerinde NA, HA, U46619, NaF ve

KCl uygulamalan sonucu hesaplanan ECsy ve En., degerleri.

ECso Ernax
(mN/mm?)
U46619 (n=4) 11 4M 12.6 %381
NA  (n=6) 0.1£04puM 18<0.75
HA  (0=6) 93+52 M 14.7£2.92
KCl (r=5) 30,064 mM 16.8 + 3.88
NaF (n=14) 26.3+3.8mM 7315

Pulmoner arterlerde 5-HT, kasilma siiresi, boyu ve profilinin

uygunlugu nedeniyle prekontraktil agonist olarak segilmistir. Pulmoner arterlerde G
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proteinleri iizerine etkinligi bilinen NaF de reseptérden bagimsiz kasiima olusturan

bir madde olarak deneylerde kullamlmustir.

Pulmoner venlerde NA ¢ok zayif bir kasima olusturmustur. HA ile
alinan kasilma yanitimn profili ise hipoksik pulmoner kontraksiyonu izlemek igin
uygun bulunmamgtir. Pulmoner venlerde U46619 uygun bir kontraktil madde
olarak belirlenmis, ancak deneyler siiresince saglanmasindaki giiglik nedeniyle
kullamlamamistir, Bu nedenle pulmoner venlerdeki  deneylerimizde

prekontraksiyon amactyla sadece NaF kullamimstir.

11.4.3. GEVSEME YANITLARININ DEGERLENDIRILMESI

Bazi deneylerde kullanilan deendotelize edilmis damarlarin, endotel
tabakasimin kazinmig oldugunun test edilmesi amaciyla, endotel bagimh gevseme
olusturdugu bilinen agonistlere verdigi yamtlar izlenmistir. Bu amagla A23187, BK,
Ach, HA ile olusan gevseme yamtlan incelenmistir. Gevseme yamtlan KCI
prekontraksiyonunun yizdesi olarak hesaplanmgtir. Buna goére  maksimum
gevseme A23187 ile % 27.2 £10.9, BK ile % 32.3 £ 5.9, HA ile %23.5 £ 3.3, Ach
ile %18.3 £ 0.4 olarak ger¢eklegmistir. En iyi gevseme yamt1 BK ile alindifindan
deneylerde endoteli varhfimn test edilmesi amaciyla BK’le kullamlmasi uygun

bulunmustur (Sekil 8).
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Sekil 8: 5-HT ile prekontrakte izole pumoner arterlerde endotel aracilikh
gevsetici agonistlerin etkileri @ Histamin (n=8), ll A23187 (n=3),
A Asetilkolin (p=2-12) V¥ Bradikinin (n=6)
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I11.4.4. CALISMALARDA IZLENEN DENEY PROTOKOLU

Izole edilen damarlar optimum dinlenme geriminde 1 saat
dengelenmeye birakildiktan sonra KCl uygulamas: yapilmis ve ardarda benzer
kasiima yanmiti alindiktan sonra deneylere gegilmistir. Deneylerde izole orgen
banyolarinda Krebs-Heinseleit ¢ozeltisinin  havalandirmas;, oda havasi ile
yapimstir. Hipoksik kosullar ise % 5 CO,- % 95 N; kangimi ile saglanmug ve 30
dakikahk bir uygulama yapilmigtir. Deneyler siiresince izole organ banyolarnda
oksijen konsantrasyonu olgtlmigtiir. Hipoksi uygulamas: sonucu ortamin pO,

degerinin zamana karg1 degisimi Sekil 9° de verilmistir.

Hipoksinin endotel bafimh gevseme yamtlanm nasil etkiledigi
incelenirken 5-HT ile prekontrakte damarlarda BK gevseme yamtlan saptanmug,
daha sonra 30 dakikalik bir hipoksi uygulamas: yapilmgtir. Dokular hipoksik
kosullarda yeniden 5-HT ile prekontrakte edilmis ve BK gevseme yamtlan

degerlendirilmigtir.

Pulmoner arter ve venlerde hipoksinin etkisi, hem dinlenme
geriminde hem de prekontrakte dokularda aragtinimugtir. Dinlenme gerimindeki
pulmoner arterlerde ve venlerde ardarda iki hipoksi uygulamasi yapilmgtir.
Arterlerde bu iki uygulama arasindaki fark anlamh bulunmamstir (1.4 + 0.4
mN/mm’, -1.7 + 0.4 mN/mm?). Venlerde de iki hipoksi uygulamas: arasinda
istatistiksel bir anlamlhhk saptanamamugtir (-1 + 0.4 mN/mm’ -0.8 + 0.5

mN/mm?).
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Deneylerimizde normoksik kosullarda, arterlerde, ardarda yapilan 5-
HT kasimalan arasindaki fark anlamli bulunmamustir (5.6 + 0.6 mN/mm?, 5.8 +
0.7). Daha sonra prekontrakte arterlerde, hipoksi uygulamasina gegilmistir. Bu
islem iki kere yapilmis ve aralarinda anlamh bir fark saptanamamugtir (1.2 + 0.5
mN/mm? 1+ 0.2 mN/mm®). Pulmoner venlerde prekontraksiyon amaciyla
kullarulan NaF ile de benzer sonuglar ahnmugtir. Normoksik kogullarda NaF ile elde
edilen prekontraksiyonun maksimumu ilk uygulamada 4.7 + 0.8 mN/mm?’ iken,

ikinci uygulamada bu 4.5 + 0.5 mN/mm” olarak gergeklesmistir.

Deneylerde doku dengelendikten sonra izlenen deney protokolii
tablo 5°de verilmigtir. Bu protokole gore prekontraktil agonist olarak segtigimiz 5-
HT ile ardarda benzer kasilma yamti ahnmg ve BK ile endotel bagimh gevseme
yanitlan degerlendirilmigtir. Daha sonra dinlenme gerimindeki arterlerde hipoksi
uygulamasina gecilmigtir. Hipoksi uygulama siiresi 30 dakikadir. Bu siirenin
sonunda normoksik kosullara geri doniilmiistiir. Kisa bir dengelenme siiresi sonrast
dokular prekontrakte (5-HT ve NaF) edilmistir. Prekontrakte dokularda hipoksinin
etkisini incelemek amaciyla 30 dakikalik hipoksi uygulamas: yapilmistir. Bu

islemlerden sonra normoksik kosullara geri doniilmii§ ve yikama iglemi yapiimigtir

Deneylerimizde hem dinlenme geriminde hem de prekontrakte
dokularda hipoksiye bagh gerim degisiklikleri iizerinde tizerinde genistein, trifostin,
sodyum ortovanadat, TEA ve kolera toksininin etkisi incelenmigtir.

Caligmalanmizda genistein, sodyum ortovanadat, TEA igin 30 dakika, kolera
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toksini i¢in 3 saat, trifostin igin 20 dakikalik inkiibasyon siireleri uygulanmugtir.
Genistein 30 uM®, trifostin 50 uM*, ortovanadat 100 pM”, kolera toksini
2 uM', TEA ise 20 Mm'”® konsantrasyonlarda kullamlmustir. inkiibasyon siiresi
sonunda dinlenme gerimindeki dokularda 30 dakikahk hipoksi yeniden yapiimgtir.
Sonra kisa bir siire igin normoksik kosullara geri doniilmistiir. Ardindan dokular

prekontrakte edilmig ve sonrasinda 30 dakika hipoksi uygulamasi yapilmigtir.

Sonuglar, ortalama + standart hata olarak hesaplanmg iki ortalama

arasindaki farkin anlamhh@n saptanmasi igin student’s t testi kullanilmgtir. p<0.05

anlamh kabul edilmigtir.
Tablo 5: Deney protokolii
yikama
Kontraktil agonistin kasilmas1 ________, Kontraktil agonist + Gevseme yanrt1
(Koyun pulmoner arterlerinde (koyun pulmoner arterlerinde BK)
5-HT ve NaF, koyun pulmoner
venlerinde NaF) l Yikama

Dinlenme gerimindeki dokuda hipoksi uygulamas: (30 dakika)

l

Prekontrakte dokuda hipoksi uygulamas: (30 dakika)
l Yikama

Genistein /Trifostin /kolera toksini /ortovanadat (inkiibasyon siiresi)

l

Dinlenme gerimindeki dokuda hipoksi uygulamasi (30 dakika)

|

Prekontrakte dokuda hipoksi uygulamasi (30 dakika)
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Sekil 9: 30 dakikalik hipoksi uygulamas: boyunca degisen pO- degerleri
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IV. BULGULAR

IV.I. PULMONER ARTERLERDE YAPILAN CALISMALAR
IV11. DAR CAPLI ARTERLERDE HIPOKSI UYGULAMASI

Dinlenme gerimindeki dar ¢apli izole pulmoner arterlerde 30
dakikailk hipoksi uygulamas: gerim artisina neden olmustur (1.96 + 0.46 mN/mm?)
(n=4)  (Sekil 10 a). S-HT ile prekontrakte edilmig arterlerde de hipoksi

uygulamasi sonucu kasilma olmugstur (1.1 + 0.3 mN/mm?) (n=4) (Sekil 10b).
IV.L.2. GENIS CAPLI ARTERLERDE HIPOKSI UYGULAMASI

IV.1.2.A. Dinlenme gerimindeki arterler:

30 dakikalik hipoksi uygulamasi (%95 N,-%5 CO,) genis caplt
izole pulmoner arterlerde anlamli bir gerim kaybmna neden olmustur. Bu
arterlerde normoksi boyunca 0.28 + 0.17 mN/mm’ (n=6) gerim kayb1 olurken,
30 dakikalik hipoksi uygulamast sonunda 1.5 + 0.36 mN/mm’ (n=6) gerim

kayb1 gergeklesmistir (Sekil 11). Endotel tabakasi kazinmg izole pulmoner

arterlerde hipoksiye bagl gerim kayb: anlamh bulunmamgtir (Sekil 12).
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Sekil 10: a. Dinlenme gerimindeki dar ¢aph pulmoner arterlerde hipoksi uygulamas:
@® Normoksi boyunca olusan gerim degisiklii (n=3), -B Hipoksi
uygulamas: boyunca olusan gerim degisikligi (n=3) b. 5-HT ile
prekontrakte dar ¢aph pulmoner arterlerde hipoksik vazokonstriksiyon @
Normoksi boyunca 5-HT kasilmas: (n=4), B 5-HT ile prekontraksiyon
sonrast hipoksi uygulamas: (n=4). (Sonuglar ortalama + standart hata
olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin anlamlilifinin saptanmasi
icin Student’s t testi kullamlmugtir. * p < 0.05)
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Sekil 11: Endotel tabakasi korunmus, dinlenme gerimindeki genis ¢apli pulmoner
arterlerde hipoksi uygulamasmin olusturdugu gerim degisikligi. @
Normoksi boyunca pulmoner. arterlerde olusan gerim degisikligi (n=6),
M Hipoksi uygulamasi boyunca olugan gerim degisikligi (n=6). (Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin
anlamliiinin saptanmas: igin Student’s t testi kullanddmgtir. * p < 0.05)
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Sekil 12: Endotel tabakas: kazinmis dinlenme gerimindeki genis gapli pulmoner
arterlerde hipoksi uygulamasmin olugturdugu gerim degisiklizi. @
Normoksi boyunca pulmoner arterlerde olusan gerim degisikligi (n=6),
M Hipoksi uygulamasi boyunca olusan gerim degisikligi (n=6). (Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin
anlamlih@inin saptanmas: igin Student’s t testi kullamlmgtir. * p < 0.05)
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IV.1.2.B. Prekontrakte arterler:
Endotel biitinliigli korunmus izole koyun pulmoner arterlerinde
prekontraktil agonist olarak NaF ve 5-HT kullamimustir. Prekontraksiyon igin bu

agonistlerin EC, degerleri segilmigtir. NaF ile kasilmts dokularda hipoksiye (%95

N

,» 75 CO,) bagh hafif bir vazokonstriksiyon olusmus ancak bu anlaml
bulunmamugtir. (Sekil 13). 5-HT ile prekontraksiyon sonrasi hipoksi uygulamas:
ise endoteli korunmus pulmoner arterlerde baslangigta kasimaya (1.2 + 0.5
mN/mm?) (n=7) sonra gevsemeye neden olmus ve bu anlamli bulunmustur.
(Sekil 14,15, tablo 6). Endotel tabakas1 kazinmis prekontrakte pulmoner arterlerde
ise 30 dakikahk hipoksi uygulamast boyunca kasima yamt: izlenemedigi gibi
hipoksiye bagh vazodilatasyon goriilmugtiir (Sekil 16 Tablo 7).

Tablo 6: 5-HT ile prekontrakte edilmis endotel tabakasi korunmus arterlerde
hipoksi uygulamas: sonucu olusan gerim degisikligi.

8-12 (dak) 8-38 (dak)

n kasilma (mN/mm?) kasilma (mN/mm?)
Normoksik kosullar 7 0.02 £0.01 -1.8+0.3
Hipoksi uygulamasi 7 12+0.5* -3.2+0.4*

(*p< 0.05, Normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen sonuglar Student’s t testi
kullamlarak karsilagtinlmgtir.)

Tablo 7: 5-HT ile prekontrakte edilmis endotel tabakas: kazimmig arterlerde
hipoksi uygulamasi sonucu olusan gerim degisikligi.

8-12 (dak) 8-38 (dak)

n kasiima (mN/mm?) kasiima (mN/mm?)
Normoksik kogullar 7 -0.03+0.5 -3.9+04
Hipoksi uygulamas: 7 0.2+0.5 -23+0.2*

(* p< 0.05, Normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen sonuglar Student’s t
testi kullanilarak kargilagtinlmgtir.)
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Sekil 13: NaF ile prekontrakte edilmis pulmoner arterlerde hipoksinin etkisi.
@ Normoksi boyunca pulmoner arterlerde NaF’iin olusturdugu kasiima
(n=6) B NaF prekontraksiyonu sonrasi 30 dakikalik hipoksi uygulamas:
(n=6)
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Sekil 14: 5-HT kasilmas (a) ve 5-HT ile prekontraksiyon sonrasinda hipoksi
uygulamasi boyunca (b) alinan kayitlar.
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Endotel tabakasi korunmus, 6 uM 5-HT ile prekontrakte edilmis
pulmoner arterlerde hipoksinin etkisi @ Normoksi boyunca 5-HT’nin
olusturdugu kasiima (n=7), W 5-HT prekontraksiyonu sonrasi 30
dakikalik hipoksi uygulamasi (n=7). (Sonuglar ortalama + standart hata
olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin anlamhh@imn
saptanmas: icin Student’s t testi kullamimgtir. * p < 0.05)
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Sekil 16: Endotel tabakasi kazinmg, ¢ uM 5-HT ile prekontrakte edilmis

pulmoner arterlerde hipoksinin etkisi @ Normoksi boyunca 5-HT nin
olusturdugu kasilma (n=6), B 5-HT prekontraksiyonu sonrast 30
dakikalik hipoksi uygulamasi (n=6). (Sonuglar ortalama + standart hata
olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin anlamhiliginin
saptanmast i¢in Student’s t testi kullamlmgtir. * p < 0.05)
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IV.1.2.C. Endotel bagimh gevseme yanitlan

5-HT ile prekontrakte pulmoner arterlerde normoksik kosullarda
BK ile % 32.3 + 5.9 (n=6) oraminda bir gevseme yamit1 olustugu saptanmugtir. Daha
sonra hipoksi uygulamasina gegilmis ve hipoksi boyunca 5-HT ile prekontrakte
dokularda BK yamt: izlenmistirr Bu kosullarda endotele bagimh gevseme

yanmitlanninin anlamh olarak (% 5.5+3.5 n=6) azaldif: saptanmustir (Tablo 8)

Tablo 8: 5-HT ile prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksinin BK ile olugan
gevseme yamit1 lizerine etkisi.

Bradikinin konsantrasyonu

n| 10UM 10"°M 10°M 10°M

Normoksik kosullarda | 6 0+0 [81+28 15.5£3.9 {323+59
olusan % gevseme

Hipoksik kogullar 6 00 00 46+08*% |55+1.8*
olusan % gevseme

(*p< 0.05, Normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen sonuglar Student’s t testi
kullamlarak karsilastinimgtir.)

IVI3. GENIS CAPLI, ENDOTEL TABAKASI KORUNMUS IZOLE
PULMONER ARTERLERDE TIROZIN KINAZ
INHIBITORLERININ VE  ORTOVANADATIN  HIPOKSI
UYGULAMASI UZERINE ETKISI

IV.L3.A. Dinlenme gerimindeki arterler:

Dinlenme gerimindeki izole pulmoner arterlerde 30 dakikalik
hipoksi uygulamas: gerim kaybmna neden olmaktadir (1. 7 + 0.2 mN/mm?) (Sekil
11). Tirozin kinaz inhibitorleri genistein ve trifostin varlifinda yapilan deneylerde
de 30 dakikalik hipoksi uygulamasi sonucu degistirmemektedir (Sekil 17, 18 Tablo

9). Buna karsin ortovanadatla inkiibasyon, arterlerde hipoksik  gevsemeyi
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azaltmaktadir (0.6 mN/mm’ + 0.20) (Tablo 9). Ortovanadat uygulamas: yapilan

deneylerde hipoksi uygulamasimn ilk dakikalannda ¢ok zayif bir kasiima izlenmig

(0.06 mN mm?+ 0.2) ancak bu anlamli bulunmamstir (Sekil 19).

Tablo 9: Dinlenme gerimindeki pulmoner arterlerde tirozin kinaz inhibitorlerinin
(genistein ve trifostin) ve ortovanadatin hipoksiye bagh gerim kaybi

iizerine etkisi.
n |inkibasyon oncesi gerim | inkiibasyon sonras: gerim
(mN/mm?)  (30.dak) | (mN/mm?) (30.dak)
Kontrol 7 -1.41+04 -1.7+0.4
Genistein 7 -1.1104 -1.5+0.4
Trifostin 6 -1.4:04 -1.5+0.4
Ortovanadat 7 -1.740.4 -0.610.2*

(* p< 0.05, karsilagtirmalar inkiibasyon oOncesi deferlerle Student’s t testi

kullamilarak yapilmugtir.)
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Sekil 17: Dinlenme gerimindeki genis ¢aph, endotel tabakasi korunmus pulmoner
arterlerde genisteinin hipoksiye bagh gerim degisiklifi Gzerindeki
etkisi. @ Dinlenme gerimindeki pulmoner arterlerde hipoksi uygulamasi
boyunca olugan gerim degisikligi (n=7) M Genistein vaifinda hipoksi
uygulamasi boyunca olugan gerim degisikligi (n=7). (Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin
anlamhhignin saptanmas: i¢in Student’s t testi kullamimigtir. * p < 0.05)
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Sekil 18: Dinlenme gerimindeki genis ¢aph, endotel tabakasi korunmug pulmoner
arterlerde trifostinin  hipoksiye bagh gerim degisikli§i {izerindeki
etkisi. @ Dinlenme gerimindeki pulmoner arterlerde hipoksi uygulamast
boyunca olusan gerim degisikligi (n=7) W Trifostin valifinda hipoksi
uygulamas1 boyunca olugan gerim degisiklifi (n=7). (Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin
anlambih@imin saptanmas: igin Student’s t testi kullamlmustir. * p < 0.05)
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Sekil 19: Dinlenme gerimindeki genis ¢apli, endotel tabakasi korunmusg
pulmoner arterlerde sodyum ortovanadatin hipoksiye bagh gerim
degisikligi Gizerindeki etkisi.® Dinlenme gerimindeki pulmoner
arterlerde hipoksi uygulamast boyunca olugsan gerim degisikligi
(n=7) M ortovanadat vahfinda hipoksi uygulamasi boyunca
olusan gerim degisiklifi (n=7). (Sonuglar ortalama + standart
hata olarak verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin
anlamhlifimn saptanmasi i¢in Student’s t testi kullamlmugtir. * p <
0.05)
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IV.1L.3.B. Prekontrakte arterler

IV.13. B.1. Genisteinin HPV iizerine etkisi :

5-HT ile prekontrakte izole pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasinin neden oldugu vazokonstriksiyon, (1.1 + 0.3 mN/mm’) (n=7)
genistein ile inkiibasyon sonrasinda ortadan kalkmugtir (Tablo 10). Genistein
inkiibasyonu, 5-HT prekontraksiyonununda (5.7 + 0.4 mN/mm?) (n=7) anlamh bir
degisiklik (5.2 = 0.3 ’mN/mmz) (n=7) olusturmamstir. Buna karsin hipoksi

uygulamasi boyunca bu grupta gerim kayb: daha fazla olmugtur ($ekil 20).

IV.1.3.B.2. Trifostinin HPV {izerine etkisi :

5-HT ile prekontrakte izole  pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasma bagh vazokonstriksiyon (1.2 = 0.3 mN/mm®) (n=6) trifostin ile
ortadan kalkmugtir (Tablo 10). Trifostin inkiibasyonu 5-HT prekontraksiyonunu
(6.4 £ 0.4 mN/mm?) (n=6) azaltmus (5.5 £ 0.5 mN/mm?) (n=6) ama bu anlamli
bulunmamugtir (Sekil 21).

IV.13.B.3. Ortovanadatin HPV iizerine etkisi:

5-HT ile prekontrakte izole pulmoner arterlerde hipoksiye bagh
kasilma izlendikten sonra (2.1 + 0.3 mN/mm?) (n=7), dokular 30 dakika stireyle
100 uM vanadatla inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonras: hipoksiye baglt kasiimanin
(3.48+ 0.6 mN/mm?) (n=7) anlamh olarak arttifn saptanmistir (Tablo10).
Ortoanadatla inkiibasyon 5-HT prekontraksiyonunu (7.3 + 0.5 mNmm?, 8.5+

0.5 mN/mm®) (n=7) arttirmis ama bu artis anlamh bulunmamstir (Sekil 22).
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Tablo 10: 5-HT ile prekontrakte genis ¢aph pulmoner arterlerde tirozin kinaz
inhibitorleri, ortovanadat, kolera toksini, kolera toksini+ortovanadat ve
TEA’mn HPV iizerine etkisi

n | Inkiibasyon 6ncesi gerim (mN/mm?®) | Inkiibasyon sonras1 gerim (mN/mm?®)

8-12 (dak) 8-38 (dak) 8-12 (dak) 8-38 (dak)
Kontrol 6 1.2+£05 -3.2+0.5 1.0+0.2 -3.2+04
Genistein 7 1.1+£0.3 29107 -0.5+£0.3* -3.6%03
Trifostin 6 1.2+£0.3 -28+04 -0.2%0.1* 29105
Ortovanadat | 7 2.1+03 -3.9+£05 3.5+06* -25+0.7
Kolera toksinij 6 1.0+0.2 -3.1+£0.5 -02+0.1* 25103
Kolera toksini| 6 1.1+£0.6 -1.8+0.5 0.7+£0.6 20x06
+ ortovanadat
TEA 6 1.0+ 0.6 -3.2+0.5 09+03 -3.2+0.6

(* p< 0.05, kargilagtirmalar inkiibasyon oOncesi degerlerle Student’s t testi
kullamlarak yapilmgtir.)
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Sekil 20:6 uM 5-HT ile prekontrakte genis caplt pulmoner arterlerde HPV
iizerine genisteinin etkisi@® 5-HT ile prekontrakte pulmoner
arterlerde hipoksi uygulamas: (n=7), M Genistein varlifinda 5-
HT ile prekontrakte pulmoner arterde hipoksi uygulamasi (n=7).
Sonuglar ortalama * standart hata olarak verilmis ve iki ortalama
arasindaki farkin anlamhilifmin saptanmasi i¢in Student’s t testi

kullamlmugtir. * p < 0.05)
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Sekil 21: 6puM 5-HT ile prekontrakte genis gapli pulmoner arterlerde HPV
uzerine trifostinin etkisi® 5-HT ile prekontrakte pulmoner
arterlerde hipoksi uygulamasi (n=6), M Trifostin varliinda 5-HT
ile prekontrakte pulmoner arterde hipoksi uygulamasi (n=6).
(Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmis ve iki ortalama
arasindaki farkin anlamlhiginin saptanmasi igin Student’s t testi
kullamlmigtir. * p < 0.05)
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Sekil 22 6 uM S-HT ile prekontrakte genis ¢aphh pulmoner arterlerde HPV
iizerine sodyum orto vanadatin etkisi. @ 5-HT ile prekontrakte
pulmoner arterlerde hipoksi uygulamasi (n=7), B S-HT ile
prekontrakte pulmoner arterlerde vanadat varhfinda hipoksi
uygulamasi (n=7). Sonuglar ortalama * standart hata olarak verilmis
ve iki ortalama arasindaki farkin anlamlilifiin saptanmas: igin
Student’s t testi kullamlmugtir. * p < 0.05)
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IV.1.4. KOLERA TOKSINININ HPV UZERINE ETKISI

5-HT ile prekontrakte izole  pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasina bagl kasiima yamt: (1.0 + 0.2 mN/mm?), 2 pM kolera toksini ile 3
saat sireyle inkiibasyon sonrasi ortadan kalkmugtir (Tablo 10) (n=6). Kolera
toksini ile inkiibasyon S-HT prekontraksiyonunu (6.4 + 0.1 mN/mm?) (n=6)

azaltmakla birlikte (5.1 +0.5mN/mm?) (n=6) bu anlamli bulunmamustir(Sekil 23).

IV.L5. KOLERA TOKSINI VE ORTOVANADATIN HPV UZERINE ETKISI
Kolera toksini ve ortovanadatin birlikte inkiibasyonu 5-HT ile

prekontrakte izole pulmoner arterlerde hipoksiye bagh vazokonstriksiyonu (1.1 +
0.6 mN/mm?®) bir miktar azaltmakla birlikte anlamh bir degisiklik olusturmamstir

(0.7 £ 0.2 mN/mm?) (n=4) (Tablo 10, Sekil 24).

IV.1.6. TETRAETIL AMONYUMUN (TEA) HPV UZERINE ETKISI
Nonspesifik bir potasyum kanal blokérii olan TEA deneylerde 20

mM konsantrasyonda kullamlmustir. 5-HT ile prekontrakte arterlerde hipoksiye
bagh olarak olusan kontraksiyon (1.0 + 0.25 mN/mm?) (n=4) TEA ile 30 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda da farkhlik gostermemigtir (0.9 + 0.3 mN/mm?) (n=4)
(Tablo 10). TEA inkibasyonu 5-HT prekontraksiyonunu da anlamli olarak

etkilememistir (Sekil 25).
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Sekil 23: 6 uM 5-HT ile prekontrakte genig gaph pulmoner arterlerde
HPV izerine kolera toksininin etkisi. @ 5-HT ile prekontrakte
pulmoner arterlerde hipoksi uygulamas: (n=6), M Kolera toksini
varlinda 5-HT ile prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasi (n=6). (Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmis ve iki ortalama arasindaki farkin anlamhliimn saptanmast
icin Student’s t testi kullamlmgtir. * p < 0.05)
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Sekil 24: 6 uM 5-HT ile prekontrakte genis ¢aph pulmoner arterlerde
HPV izerine kolera toksini ve vanadatin birlikte inkiibasyonunun
etkisii. @ 5-HT ile prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasi (n=6) M Kolera toksini ve vanadat variifinda varhnda
5-HT ile prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksi uygulamast
(n=6). (Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmis ve iki
ortalama arasindaki farkin anlamhh@nin saptanmas: igin Student’s t

testi kullanilmugtir. * p < 0.05)
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Sekil 25: 6 uM 5-HT ile prekontrakte genis caph pulmoner arterlerde HPV tizerine
TEA’nin etkisi. @ 5-HT ile prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasi (n=4), B TEA varlhiginda 5-HT ile prekontrakte pulmoner

arterlerde hipoksi uygulamasi (n=4).
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IV.IL. iZOLE KOYUN PULMONER VENLERINDE YAPILAN CALISMALAR
IV.IL1.A Dinlenme gerimindeki venler :

Dinlenme gerimindeki izole puimoner venierde yapilan deneylerde
hipoksi uygulamas1 gerim kaybina neden olmustur (-1.0 + 0.4 mN/mm?®) (n=6).
Ama bu, normoksi boyunca venlerde olugan gerim degisikligi ile kargilagtinldiginda

anlamh (0.6 + 0.2 mN/mm?) (n=6) bulunmamustir (Sekil 26) (Tablo11).

Dinlenme gerimindeki izole pulmoner venlerde, tirozin kinaz
inhibitorleri, genistein ve trifostin varhfinda yapilan deneylerde 30 dakikalik
hipoksi uygulamas: sonunda, inkiibasyon oncesine gére anlamli bir gerim
degisikligi saptanamamgtir. (Sekil 27, 28, Tablo 11). Buna karsin ortovanadatla
inkiibasyon, venlerde hipoksi uygulamas: ile birlikte ilk dakikalarda anlamh bir
gerimin artigina neden olmustur (1.66 + 0.2 mN/mm?). Hipoksi uygulamasinin
sonunda da gerim, inkiibasyon oncesi gerimden anlamh olarak yiiksek bulunmugtur
(Sekil 29 Tablo 11) (n=6).

Tablo 11: Dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde tirozin kinaz inhibit6rlerinin ve
ortovanadatin hipoksiye bagh gerim kaybi iizerine etkisi.

n |inkiibasyon oncesi gerim | inkiibasyon sonras1 gerim

(mN/mm?) _ (30.dak) | (mN/mm?) (30.dak)
Kontrol 6| . -1.0+0.4 -1.240.5
Genistein 6 -0.940.5 -1.140.3
Trifostin 6 -0.61+0.2 -1.0+0.3
Ortovanadat 6 -0.8+0.5 0.4+0.2*

(* p< 0.05, karglagtirmalar inkitbasyon o6ncesi degerlerle Student’s t testi
kullamlarak yapilmstir.)
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Sekil 26. Dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamasina bagh
gerim degisikligi @ Normoksi boyunca pulmoner venlerde olusan gerim
degisikligi (n=6), I Hipoksi uygulamas: boyunca olusan gerim
degisikligi (n=6).
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Sekil 27: Dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamasina bagh
gerim degisikliji iizerinde genisteinin etkisi @ Dinlenme gerimindeki
pulmoner venlerde hipoksi uygulamas: (n=6), Bl genistein varhgnda
dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamas: (n=6).
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Sekil 28: Dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamasma bagh
gerim degisikligi tizerinde trifostinin etkisi @ Dinlenme gerimindeki
pulmoner venlerde hipoksi uygulamasi (n=6), M Trifostin varli@inda
dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamasi (n=6).
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Sekil 29: Dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamasina baglh
gerim degigiklifi Gizerinde ortovanadatin etkisi @ Dinlenme gerimindeki
pulmoner venlerde hipoksi uygulamas: (n=6), Bl Ortovanadat varhifinda
dinlenme gerimindeki pulmoner venlerde hipoksi uygulamasi (n=6).
(Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmig ve iki ortalama
arasindaki farkin anlambliginin saptanmasi igin Student’s t testi
kullantlmgtir. * p < 0.05)
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IV I1.2 Prekontrakte venler:

Izole koyun pulmoner venlerinde prekontraktil agonist olarak G
proteinleri iizerinde etkinlifi bilinen NaF kullamlmg ve hipoksinin etkisi
incelenmigtir. NaF ile prekontrakte edilen venlerde hipoksi uygulamasinin ilk
dakikalarinda bir gerim kaybi izlenmig, ama daha sonra bunu kasilma yaniti
izlemigtir (sekil 30). NaF prekontraksiyonu ile kargilagtinldifinda hipoksi

uygulamast ile birlikte izlenen bu iki faz arasinda istatistiksel bir anlamliik yoktur.

Tirozin kinaz inhibitérleri ile yapilan deneylerde NaF
prekontraksiyonu (4.1 + 0.4 mN/mm?) (n=6) genisteinle azalmgs (3.46 + 0.6
mN/mm?) (n=6) ama bu anlamli bulunmamugtir. NaF’tin olusturdugu kasilma (5.2 +
0.5 mN/mm?) (n=6) trifostin tarafindan da azaltilmmg (3.9 £ 0.6 mN/mm?) (n=6),
olmakla birlikte bu istatistiksel olarak anlamhi bulunmamustir. Ortovanadat ise NaF
prekontraksiyonunda (4.38 + 0.8 mN/mm?) (n=6) anlamh bir artmaya neden

olmustur (8.12 £ 0.9 mN/mm?®) (n=6) (sekil 31).

NaF ile prekontrakte dokularda genistein ve trifostin, hipoksi
uygulamasimn ilk dakikalarinda olusan gevseme ve sonraki kasilma fazlari iizerinde
anlamh bir degigiklik olugturmamustir. Ortovanadat ile yapilan deneylerde ise
hipoksi uygulamasimin ilk dakikalarnda olugan gerim kaybi anlamh olarak artmus
( 3.2 £ 0.5 mN/mm®) (n=6), daha sonraki kasiima faz1 zayif olarak izlenmistir

(Sekil 31).
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Sekil 30: NaF ile prekontrakte pulmoner venlerde hipoksi uygulainasma bagh
gerim degisiklifi @ Normoksi boyunca NaF ile olusan kasiima (n=6), B
NaF kasilmasim hipoksi uygulamasina bagh olarak degismesi (n=6).
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Sekil 31: NaF ile prekontrakte pulmoner venlerde HPV iizerinde sodyum orto
vanadatin etkisi @ NaF ile prekontrakte pulmoner venlerde hipoksi
uygulamasi (n=6), M Vanadat varhinda NaF ile prekontrakte pulmoner
venlerde hipoksi uygulamasi (n=6).
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V.TARTISMA

Bu c¢aligmada farkli caplardaki, koyun pulmoner arterlerinde
hipoksinin etkisi incelenmigtir. Daha sonra dinlenme geriminde ve prekontrakte
arterlerde genistein, trifostin gibi son zamanlarda gelistirilen selektif tirozin kinaz
inhibitorleri ve orto vanadat kullamlarak tirozin kinaz/tirozin fosfataz dengesinin
roli degerlendirilmigtir. Hipoksik vazokonstriksiyonda G proteinlerinin 6nemi ise
kolera toksini kullanarak aragtinlmigtir. Son olarak, koyun izole pulmoner
arterlerinde hipoksiye bagli vazokonstriksiyonda K™ kanallannin bir rolii olup

olmadiZimin belirlenmesi amaglanmigtir.

Ayrica deneylerde izole koyun pulmoner venlerinde de hipoksinin
etkisi incelenmigtir. Calismalanin bu boliimiide dinlenme gerimindeki ve NaF ile
prekontrakte venlerde hipoksiye bagh gerim degisikliginde tirozin kinaz/tirozin

fosfataz dengesinin rolii degerlendirilmigtir.

V.1 IZOLE KOYUN PULMONER ARTERLERINDE HPV

Koyun pulmoner arter ve venlerinde vazodilatér ve vazokonstriktor
maddelere yamt verirlilik agisindan pulmoner damar yatagimn bélgesel farkhiliklar
tasidis da 6nce gosterilmistir®. Izole koyun pulmoner arterlerinde yaptigimiz
deneylerde, dar caph arterlerde hipoksi uygulamasimin vazokonstriksiyona neden
oldugunu saptanmugtir. (Sekil 10 a) Buna kargihik, dinlenme gerimindeki genis ¢apht

pulmoner arterlerde ise hipoksiye bagli gevseme olusmustur (Sekil 11). Bu
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bulgular hipoksinin asil etki bolgesinin terminal brongioller ¢evresindeki dar ¢aph
pulmoner arterler oldugu seklindeki galismalan'"® destekler niteliktedir. Dar gaph
pulmoner arterlerin, genis ¢aplilara gére pulmoner damar direncinin kontroliinde
daha onemli bir igleve sahip olduklan da bildirilmistir'®. Aragtiricilar, bir arterin
yapisin farkh hiicre popiilasyonlarimn  bir mozayigi oldugunu géstermislerdir®. -
Bu, hipoksi gibi bir uyarana karsi pulmoner damar yatagimn farkh béliimlerinin
nigin farkh yamt verdifini agiklamaktadir. Pulmoner damar yatagmin fizyolojik ve
farmakolojik uyaranlara verdigi farkh yamtlann, damar yatagimn bolgesel
ozellikleri ile olan iligkisinin aydinlatilmasi pulmoner hastaliklarin tedavisinde o

bolgelere 6zel ilaglann gelistirilmesinde yardimer olacaktir.

Pulmoner arterlerde hipoksinin etkisi parsiyel oksijen basincina ve
damarin 6n gerimine bagh olarak degismektedir'®. Bu nedenle, hipoksiye bagli
vazokonstriksiyonu izlemek icin prekontraktil bir madde kullanmak yararh
olmaktadir’®. Dolayisiyla bizim ¢aligmamizdada izole koyun pulmoner arterlerinde
HPV’yi izleyebilmek amactyla NaF ve 5-HT  prekontraksiyon amaciyla
kullanilmigtir. NaF nonselektif bir G proteini aktivatoriidiir ve etkisini hiicre
yiizeyinde herhangi bir reseptore baglanarak gostermemektedir'’®. NaF’e bagh
olarak olugan kasiima nifedipin varhginda inhibe olmaktadir'™®. Intraseliiller Ca*>un
NaF kasilmasmda énemli oldugu ryanodinle yapilan deneylerde gosterilmigtir'™.
Bizim ¢ahymamzda ise NaF ile prekontrakte edilen izole pulmoner arterlerde
hipoksiye bagh olarak bir gerim artig1 saptanamamustir (Sekil 13). Diger taraftan

kolera toksini ile yaptifimiz deneylerde, G proteini aktivasyonun hipoksiye bagh
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vazokonstriksiyonu engelledigi belirlenmigtir (Sekil 23). Benzer olarak NaF’le
prekontrakte edilen dokularda da G proteini aktivasyonu, HPV’nin ortaya
¢ikmamasim engelliyor olabilir. Bu arterlerde HPV’ yi izleyemememizin bir nedeni
de, daha 6nce KCl ile yapilan deneylerde gosterildigi gibi depolarizasyon
ortammmn, salinan kastirict mediyatorlere karsi diz kasin duyarbbiginda azalma

olusturmasidir®®.

5-HT’nin koyun pulmoner arterleri i¢in guglii bir kastirict oldugu
bilinmektedir®®. 5-HT ile prekontrakte edilen koyun izole pulmoner arterlerinde,
hipoksi hem dar hem de genis ¢aph pulmoner arterlerde kasiima olusturmugtur.
(Sekil 10 b). Izole pulmoner arterlerde yapilan daha 6énceki g¢alismalarda -tiire bagh
olarak- hipoksiye bagli vazokonstriksiyonun ancak prekontraksiyon sonrasinda

izlenebildigine iligkin bulgular vardir™.

Bulgulanmiza gore hipoksik kasilma yamti, endotel bagimh bir
mekanizma ile gergeklesmektedir. Ciinkii endoteli kazinmug pulmoner arterierde
hipoksi boéyle bir yamt olugturamamaktadir. Bu sonuglar izole koyun pulmoner

arterlerinde daha 6nce yapilan ¢alismalaria da uyumludur®.

Deneylerimizde BK’ne bagh endotel bagimhi gevseme yamtlan
hipoksik kosullarda anlamhi sekilde azalmigtir (Tablo 8). Tavsan pulmoner
arterlerinde de hipoksinin endotel bagimh gevseme yamtlanim anlamh gekilde

azalttifn saptanmugtir’. Bunun nedeni, biiyitkk bir olasiikla hipoksinin endotel
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kaynakli EDRF/NO ya da diger vazodilatorlerin bazal salinimim inhibe etmesidir.

V.1.1 Tirozin Kinaz Inhibitérlerinin HPV Uzerine Etkisi :

Damar diiz kast hiicrelerinde tirozin kinaz ile ilgili iki ayn sinyal ileti
yolagindan s6z edilmektedir. Birisi, hiicre biiytimesi proliferasyonu ve
farkhlasmasindan sorumlu, digeri ise diiz kasin kasilmasi ile iligkilidir™. intraseliiler
Ca™ diizeylerinin yiikselmesi, MHZK mn aktivasyonuna neden olur. MHZ
fosforilasyonu aktin-miyozin kopriilerinin olusumunda 6nemli bir basamaktir ve
boylece diiz kas kasiimas: gergeklesmektedir’®. Diger taraftan Tirozin kinaz enzimi
pek ¢ok vazoaktif maddenin etkinliinde 6nemli bir enzimdir. 5-HT, All,
ET ve karbakol gibi agonistlerin protein tirozin fosforilasyonunu arttirdig
gosterilmigtir®'®*. Hiicreye Ca™ girigi ve intraseliiler depolardan Ca*? bogalmasmn

diizenleyicisi olarak da tirozin kinazin roliine iliskin bulgular vardr ',

Deneylerimizde tirozin kinaz enziminin HPV’deki roli
aragtinlmigtir.  5-HT ile prekontrakte dokularda, tirozin kinazi farkh
mekanizmalarla inhibe ettidi bilinen iki enzim inhibit6ri kullandmugtir. Bu
inhibitérlerden genistein, kompetitif bir inhibitordiir ve diger inhibitérlerden en az
15 kez daha potent oldugu gosterilmigtir'®. Ancak, genisteinin kanal proteinleri
tizerinde de etkili olduguna iligkin bulgular vardir'®. Trifostin ise bir
psodosubstrattir ve tirozin kinaz enzimine daha spesifiktir*?. Deneylerimizde
kullandifimz konsantrasyonlarda (<50uM) genistein ve trifostinin kontraktil

yamtlan etkiledigi, ancak protein kinaz C, sAMP bagmh protein kinaz, Ca-
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kalmodulin bagimli kinaz, fosforilaz kinaz ve MHZ kinaz gibi kinazlan

etkilemedigi bildirilmektedir® .

Dinlenme gerimindeki arterlerde tirozin kinaz inhibitérleri hipoksi
uygulamasina bagl gerim kayb1 tizerinde anlamh bir degisiklik olusturamamiglardir
(Sekil 17,18). Oysa ortovanadat ile hipoksiye bagh gerim kaybi nlenmistir (Sekil
19). Bu sonu¢ dinlenme geriminde, tirozin kinaz enzimi ile iligkili bir
mekanizmadan ¢ok ortovanadatin intraseliller Ca™ diizeylerini arttirmas: ile iligkili
olabilir. Nitekim vanadat ve benzeri yapidaki maddelerin Ca-ATPz1 inhibe ederek

hiicre i¢i Ca' diizeylerinin artmasina katkida bulunabilecegi bilinmektedir'*’

Prekontrakte pulmoner arterlerdeki deneylerimizde tirozin kinaz
inhibitorlerinin 5-HT’ ye bagh kasiimamn maksimumunu azalttif izlenmis ancak bu
istatistiksel olarak anlamh bulunmamustir (Sekil 20,21). Bu bulgu sigan pulmoner
arterlerinde yapilmus bir bagka ¢alismanin bulgulan ile uyumlu degildir'®. Ancak bu
aragtirmacilar, cahgmalarinda  kullandiklan  genistein  ve trifostinin
konsantrasyonlarnin protein kinaz C inhibisyonuna da neden olabilecegini 6ne
sirmektedirler. Tirozin kinaz inhibit6rlerinin PGF,, bagimhi kasilma {izerindeki
etkilerinin arastirildif bir ¢aliymada, domuz koroner arterleri ve sigan aortasinda,
genisteinin ICso degerleri anlamli olarak farkli bulunmustur®. Tim bu bulgular,
tirozin kinaz inhibisyonunun etkisinin tiire ve damar pargasimn ozelliklerine gore

degisebilecegini distindiirmektedir.



-95-

5-HT ile prekontrakte izole pulmoner arterlerde hipoksi uygulamasi
vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Oysa tirozin kinaz inhibitorleri ile
inkiibasyon sonras1 hipoksiye bagh vazokonstriksiyon tamamen ortadan
kalkmaktadir (Sekil 20, 21). Bu bulgu HPV’de tirozin kinaz enziminin roli
oldugunu gostermektedir. Hipoksiye bagimli kasilmanin MHZ fosforilasyonu ile
orantih oldugu gosterilmistir'®. Sican pulmoner arterlerinde- HPV nin endotel
bagimh olan faz i¢in aragtincilar, endotelden salman kastinct faktorlerin
arteriyel diiz kas hiicrelerinin Ca* duyarhligim arttirdigim saptamglardir. Buna
bagh olarak MHZ fosforilasyonu da artmaktadir. Arastincilar sigan pulmoner
arterlerinde hipoksiye bagh kasilmanin endotel bagimh fazimn, PKC etkinliginin
inhibisyonundan etkilenmedigini ve MHZ fosforilasyonunun hipoksiye bagl yanitin
ortaya ¢tkmasinda son basamak oldugunu bildirmektedirler.  Tirozin kinaz
yolagimin aktivasyonu ile MHZK yolagi arasinda karsgihikli bir iletisim oldugu
bilinmektedir™”. Deneylerimizin sonuglan tirozin kinaz inhibisyonu ile hipoksiye
bagl vazokonstriksiyonun ortadan kalktigim gostermektedir. Bu bulgu daha 6nceki
caligmalarin sonuglan ile birlikte degerlendirildiginde, hipoksinin pulmoner

arterlerde tirozin kinaz aktivitesini arttirdig anlagiimaktadr.

Orto vanadatla yapilan deneylerin bulgulan da (Sekil 22) tirozin
kinaz inhibitorleri ile elde edilen sonuglan desteklemektedir. Orto vanadat protein
tirozin fosfataz aktivitesinin inhibisyonuna neden olmakta ve tirozin kinaz

etkinligini artirmaktadir’>. Vanadatin EGF, AIl gibi maddelerin kontraktil
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etkinligini arttirdig1 da bilinmektedir® aragtinicilar tirozin kinaz/tirozin fosfataz
dengesinin diiz kas geriminin kontroliinde 6nemli bir rol oynadifina dikkat
¢ekmektedir. Vanadatin hiicresel tirozin fosforilasyonunu arttirmasi hiicre igi Ca*
diizeylerinde yiikselmeye neden olmaktadir®. Deneylerimiz& orto vanadatin 5-
HT kontraksiyonu iizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir,
ancak inkiibasyon sonrasi prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksiye bagl
vazokonstriksiyonu anlamh bigimde arttirdif saptanmustir (Sekil 22). Tirozin kinaz
inhibitérleri ile elde edilen bulgulant destekleyen bu sonug, hipoksik pulmoner
vazokonstriksiyonun tirozin kinaz aracibkli mekanizma ile gergeklestifini ortaya

koymaktadir.

V.1.2 Kolera Toksininin (CT) HPYV iizerine etkisi:

Sistemik damarlarda oldugu gibi pulmoner arterlerde de fizyolojik,
patofizyolojik ya da bir agoniste bagh olarak direng artiginda, damarlardaki yapisal
degisikliklerin, endoteldeki islevsel ve yapisal farkhlasmalanin, Ca'? hareketinde
anormalliklerin, MHZ’nin Ca'*a duyarlihginin degismesi gibi etkenlerin yamisira G
proteinlerinin islev ve duyarhklannda degismelerin de roli vardir’’. Pulmoner
arterlerde hipoksiye yamtta G proteinlerinin 6nemi daha 6nce aragtinlmamugtir,
HPV’de G proteinlerinin roliinii aragtirmak amaciyla ¢ahgmamizda CT
kullamlmigtir. CT, G; proteininin ADP ribozilasyonunu katalize ederek adenilat
siklaz1 aktive etmektedir. Bylece SAMP olusumunu arttirmaktadir. G, uyarminin
hiicrede protein fosforilasyonunda rolii oldugu, iyon kanallarinin aktivitesini

etkiledigi bilinmektedir'>.
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Elde ettigimiz bulgular CT ile 3 saatlik inkiibasyon sonucu
prekontrakte izole pulmoner arterlerde HPV olugmadigim g6stermistir (Sekil 23).
Pulmoner arterlerde hipoksi-G proteini etkilegimini agiklayict bir g¢aliyma
bulunmamaktadir. Ancak CT’ ye duyarh G proteinleri-aracilikh etki gosterdigi
bilinen agonistlerle olusan kontraksiyonun mekanizmasina yonelik  bir
aragtirmada'®® AII ile stimiile olan IP; olusumunun CT tarafindan inhibe edildigi

gosterilmig ve arastiricilar bunu sSAMP diizeylerindeki artiga baglamislardir.

Prekontrakte pulmoner arterlerde CT ve ortovanadatin birlikte
inkiibasyonu sonrasinda da HPV yanit: bir miktar azalmug ama bu anlamh
bulunmamigtir (Sekil 24). Hipoksinin G; proteini araciii ile hangi mekanizmalan
tetikledigi ve bunun tirozin kinaz enzim aktivitesi ile olan iligkisinin anlagilmasi icin
adenilat siklaz-tirozin kinaz yolaklan arasidaki kargihikli etkilesimin mekanizmasini

¢oziimlemeye yonelik daha ayrintili aligmalara gereksinim vardir.

V.1.3 Tetraetilamoyumun (TEA) HPV iizerine etkisi:

pO2” nin normoksik degerlerden hipoksik degerlere diigmesinin
-sistemik arterlerin tersine- pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde depolarizasyona
neden oldugu bilinmektedir'®. Bu depolarizasyon sonras; hiicreye dihidropiridine
duyarh Ca’? kanallanndan Ca' girisi artmakta ve bu da vazokonstriksiyona neden
olmaktadir. HPV Ca™ kanal blokorleriyle engellenebilmektedir’>. Ancak HPV nin

mekanizmasinda endotel hiicrelerinin ve endotelden salinan mediyatorlerin 6nemli
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rolleri oldugu da ortaya ¢ikmgtir

Hipoksinin membran kanallant ve proteinleri iizerindeki etkisine
iliskin onceki bulgulan goz oniine alarak, bu ¢alismada, K’ kanal inhibisyonun
koyun izole pulmoner arterlerinde hipokksiye yamtta bir rolii olup olmadig
aragtirilmugtir.  Bu amagla deneylerimizde nonselektif 2?2 bir K* kanal blokérii

olan TEA kullamlmis ve TEA ile inkiibe edilen prekontrakte koyun izole
pulmoner arterlerinde hipoksiye yamitta anlamlh bir degisiklik olugmadig
saptanmugtir (Sekil 25). Bu bulgu sican pulmoner arterlerinde yapilan bir bagka

calismayla benzerlik tagimaktadir'”

. Ancak bu konuda yapilan ¢aligmalar birbiriyle
uyumlu degildir. Normoksik kosullarda TEA, 4-AP gibi K* kanal blokérleriyle
yapilan ¢aliymalarda K' akimm iletiminin akcigerlerde diisiik direncin

siirdiiriilmesinde 6nemli oldugu gosterilmigtir'®® .

V. 2. IZOLE KOYUN PULMONER VENLERINDE HIPOKSI UYGULAMASI
Kan damarlanimin farkh anatomik kaynaklan, aym farmakolojik
uyarima farkli yanit alinmasina neden olmaktadir. Dolagimdaki ya da lokal olarak
salinan mediyatdrler pulmoner damar direncini etkilemektedirler. Bu maddelere
kars1 olusan yamtta bolgesel farkhhHann onemi hem izole perfiize akcigerlerde

hem de izole pulmoner arter ve venlerde gosterilmistir™.

Kuzu akcigerlerinde hipoksik kosullarda pulmoner venlerin total

damar direncinin olusumuna yaridan fazla bir oranda katildig: belirlenmistir™®. Genis
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¢aph izole pulmoner venlerde yaptigimiz deneylerde, dinlenme geriminde hipoksi
uygulamasimn damar geriminde anlamh bir degisiklik olugturmadigi saptanmstir
(Sekil 26). Hipoksiye bagh vazokonstriksiyonun asil bolgesinin dar ¢aph pulmoner
damarlar oldugu gosterilmigtir’>. Bu, calistfimz genig caph pulmoner venlerde

neden vazokonstriksiyon izleyemedigimizi agiklamaktadir.

Dinlenme gerimindeki izole pulmoner venlerde tirozin kinaz enzim
inhibisyonu hipoksiye bagl yanit1 degistirmemigtir (Sekil 27, 28). Oysa ortovanadat
inkiibasyonu, hipoksi uygulamasiyla birlikte venlerde gerim artigina neden olmugtur
(Sekil 29). Pulmoner arterlerde yaptiZimiz deneylerde de benzer bir sonug
alinmgtir (Sekil 19). Bu, dinlenme gerimindeki izole pulmoner arter ve venlerde
hipoksik kosullarda ortovanadatin tirozin kinaz aktivasyonundan bagimsiz bir

mekanizma ile etki gosterdigini diigiindiirmektedir.

Izole pulmoner venlerde, HPV yamtim izlemek amaciyla
kullandigimz prekontraktil agonistler stabil bir kastlma olusturamamugtir. Pulmoner
arterlerde vazokonstriksiyona neden olan 5-HT, venlerde kasilma olugturamamig
NA ise ¢ok zayif bir kontraksiyona neden olmustur. HA ile ise stabil bir
kontraksiyon saglanamamgtir. Ancak bir tromboksan analogu olan U 46619’un
pulmoner venler i¢in iyi bir prekontraktil agonist qlabilecegini saptanmigtir. Benzer
sekilde koyun pulmoner arter ve venlerinde baz agonistlere bagh yamtlardaki
farkhiliklanin aragtirildif bir ¢alismada U 46619’un  pulmoner venler igin giigli bir

vazokonstriktor oldugu gosterilmistir™.
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NaF ile prekontrakte edilen venlerde pO,’ bagimh olarak hipoksi
uygulamasmnin ilk dakikalaninda vazodilatasyon, daha sonra ise vazokonstriksiyon
izlenmigtir (Sekil 30). Ancak prekontraksiyonun plato degeri ile kargilagtinldiginda
ilk fazda olugan gevseme ile daha sonraki kasiima yamt: arasinda istatistiksel olarak
bir anlamhilik saptanamamugstir. NaF ile prekontrakte arterlerde ise hipoksiye bagh

boyle bir etki izlenmemigtir.

Izole pulmoner venlerde  genistein ve trifostinle NaF’e bagh
kasiima yamti azalmig ama bu anlamli bulunmamustir Buna karsin ortovanadat
varhginda NaF kasilmas: artmaktadir (Sekil 31). NaF’ e bagh kasilma tizerinde
vanadatin bu etkisi daha 6nce gosterilmigtir'”’. Bu, izole pulmoner venlerde G
proteini  aktivasyonu ile fosfatidil fosfataz etkinliginin kontraktilitenin
regiilasyonundaki 6nemine dikkat gekmektedir. NaF ile prekontrakte pulmoner
venlerde vanadat varhinda hipoksi uygulamas ile birlikte, olusan gevseme yamti
artmigtir. Bu gevseme yanitindan sonra olugan kontraksiyon, vanadat uygulamasi
oncesi kasiima ile kargilagtinimug ve anlambt bir fark saptanamamugtir. Nonspesifik
bir G proteini aktivatorii olan NaF ile prekontrakte ettigimiz venlerde elde ettigimiz
bu sonuglar:

1. Pulmoner arter ve venlerde NaF kasimasma farkh G proteinlerinin aracihk
ediyor olabilecegini,
2. Hipoksi uygulamasina alinan yamt agisindan pulmoner arter ve venlerde farkh

ikincil habercil mekanizmalarin aktive olabilecegini diistindiirmektedir.



-101-

Prekontrakte izole pulmoner venlerde reseptor bagmbi kasima
olusturdugu bilinen bir prekontraktil agonistle yapilacak c¢aligmalar HPV’nin

mekanizmasinin anlasilmasinda daha yararh olacaktir.
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VLSONUC

Sonug olarak deneylerimizin bulgulart koyun izole pulmoner artérlerinde;

1.

Hipoksi uygulamasina yamitta pulmoner damar yatagimn bolgesel farkliliklar

gosterdigini ortaya koymustur.

. Genistein, trifostin ve sodyum orto vanadat ile yaptifimiz deneyler HPV'nin

tirozin kinaz aracihkli bir mekanizma ile gergeklestigini géstermektedir.

. Izole koyun pulmoner arterlerinde HPV mekanizmasinda kolera toksinine

duyarl G proteinlerinin rolii oldugu belirlenmigtir.

Hipoksiye baglt vazokonstriksiyonda K* kanallarinimn rolii olmadig1 ssaptanmugtur.

. NaF ile prekontrakte edilmis koyun izole pulmoner venlerinde yapilan ¢ahgmalar

degerlendirildiginde, pulmoner arter ve venlerde NaF kasiimasma farkli G
proteinlerinin aracihk ediyor olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica pulmoner
venlerde yaptifimiz deneylerin bulgulan hipoksi uygulamasina alinan yamit
agisindan pulmoner arter ve venlerde farkh ikincil habercil mekanizmalarin

aktive olabilecegini diigiindiirmektedir.



-103-

VILOZET
Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyon, akcigerlerde kan akimim az
oksijenlenen bolgeden daha iyi oksijenlenen bolgeye yonelten intrapulmoner bir
uyum mekanizmasidir. Prekapiller arteriollerin hipoksiye bagh olarak olusan
vazokonstriksiyonda baglica etki bolgesi oldugu gosterilmigtir. Hipoksik pulmoner
vazokonstriksiyon ayrica genis capli pulmoner arterlerle venlerde ve dar caph
venlerde de gergeklesmektedir ve bunun fizyolojik olarak énemli olabilecegi ileri

striilmisgtiir.

Cahgmalanmizin ilk amaci dinlenme geriminde, 5-HT ve sodyum
floriir ile prekontrakte edilmis pulmoner arterler ve venlerde hipoksinin etkisini
belirlemektir. Tkinci amag hipoksik vazokonstriksiyonda G proteinlerinin roliiniin
saptanmasi ve genistein, trifostin gibi selektif tirozin kinaz inhibitérleri ile fosfatidil
fosfataz aktivatori orto vanadat kullanilarak hipoksik vazokonstriksiyonda tirozin
kinaz yolafimmn &neminin aydinlatiimasidir. Deneylerimizde son olarak koyun
pulmoner arterlerinde hipoksiye bagh vazokonstriksiyonda K kanallarmm bir rolii

olup olmadiZinin belirlenmesi amaglanmgtir.

Dinlenme gerimindeki dar ¢aphi pulmoner arterlerde hipoksi
uygulamasina bagh kasilma izlenirken genis caph arterlerde hipoksi ile
vazokonstriksiyon saptanamamustir. Bu durum, hipoksi uygulamasina yanitta
pulmoner damar yatafmn bélgesel farkhliklar gésterdifini ortaya koymustur.

Genistein ve trifostin  hipoksik vazokonstriksiyonu 6nlerken, sodyum orto
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vanadatin arttirdig saptanmigtir. Bu sonug hipoksik vazokonstriksiyonun tirozin
kinaz aracilikh bir mekanizma ile gergeklestigini gostermektedir. pO;’nin 96
mmHg’den 5 mmHg’ye diigmesi sonucu olusan vazokonstriksiyonun kolera
toksini ile inkiibe edilen arterlerde olugmamasi, G; proteinlerinin hipoksik yanita
katilmadigim gostermektedir. K™ kanallarimn HPV’daki roliiniin aragtinlmast igin
yapilan caligmalarda yiiksek dozlarda nonselektif etki gosterdigi bilinen bir K”
kanal blokorii olan TEA kullamlmustir. Deneylerimizde TEA varhginda bir
inhibisyon saptanamamugtir. Bu hipoksik vazokonstriksiyonun K* kanallarina bagh

olmadigim ortaya koymaktadir.

Hipoksinin baglamasiyla birlikte NaF ile prekontrakte edilmig koyun izole pulmoner
venlerinde bifazik bir yamt olusmustur. Bu once gevseme ve bunu izleyen bir
kasilma seklindedir. Arter ve venlerde hipoksiye bagh kasilmadaki bu farkhhiklar,
NaF kasilmasma farkh G proteinlerinin  aracibk ediyor olabilecegini
diisiindiirmektedir. Cahigmalarimizin sonuglan hipoksik kasiimamin olugumunda
pulmoner arter ve venlerde farkli ikincil habercil mekanizmalarin aktive

olabilecegini gdstermektedir.
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VIILSUMMARY
Hypoxic pulmonary vasoconstriction is an intrapulmonary adaptive
mechanism in which circulating blood is diverted away from poorly ventilated to
better ventilated region of the lung. It has been demostrated that precapillary
arterial are the important sites of hypoxic pulmonary vasoconstriction. Additionally
this vasoconstriction occurs also in large pulmonary arteries, veins and small

diameter veins, this may be physilogically important.

The first aim of our study is to demonstrate the effect of hypoxia in
the sheep isolated pulmonary arteries and veins under resting force and when
precontracted with serotonin or sodium flouride. The second aim is to determine
role of G proteins in hypoxia induced vasoconstriction and clarify tyrosine kinase
pathway using selective tyrosine kinase inhibitors genistein and tyrphostin and an
activator phosphotidile phosphatase, sodium orto vanadat. The final aim of our
experiments in sheep isolated arteries is to show the role of K* channels in hypoxic

pulmonary vasoconstriction.

Although we observed a contraction in a small diameter pulmonary
arteries under resting force, there was no vasoconstriction in large diameter
arteries. Therefore, our results indicate that pulmonary vascular bed show regional
differences to hypoxia. Genistein and tyrphostin prevented and sodium orto
vanadat increased hypoxia induced vasoconstriction. These results showed that

tyrosine kinase pathway mediates hypoxic pulmonary vasoconstriction.
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Vasoconstriction due to the lowering of pO, from 96 mmHg to 5 Mg was
prevented by preincubating of cholera toxin which indicates involvement of G,
proteins in the hypoxic responses. We used a K channels antagonist, TEA
nonselective at high concentrations to examine the relationship between K*
channels and hypoxia. Our experiments demonstrated that there was no inhibition
of hypoxic contractions in the presence of TEA. Therefore, these data showed

hypoxia induced contraction was not dependent on K* channels.

Introduction of hypoxia induced a biphasic response with initial
relaxation followed by contraction in NaF precontracted pulmonary veins. The
differences in hypoxic contraction in arteries and veins suggests that different G
proteins may mediates hypoxic contraction in pulmonary vascular bed. The results
of our study indicate that different signal mechanisms may be activated for

generation of hypoxic contraction in isolated pulmonary arteries and veins.
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