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GiRIS

Ayni bireyde farkli dokularda bulunan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde reseptor dagilimlari
ve reseptdr alttiplerindeki farkliliklar nedeniyle vaskiller tonusunu diizenleyen
mekanizmalarin gesitlilii ayn1 ajana karsi farkli damar yataklarinda degisik yamitlarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bunlara ek olarak, farkli ¢aptaki damarlarin hiicresel
morfolojileri de farkhlik gostermektedir. Bu nedenlerden dolayi, periferik damarlar
lizerinde etkinlik gosteren ilaglarin etkilerinin aragtirilmasinda, periferik sistemi en iyi
temsil edebilen bir modelin avantajlar1 yaninda olasi eksikliklerinin bilinerek kullanilmasi
onem kazanmaktadir. Tiim bunlara ek olarak, istenmeyen periferik vazospastik olgularin
dolagim sisteminin biitlinliigiinii olumsuz agidan etkilemesi nedeniyle periferdeki damar
diiz kas hiicrelerinde bulunan mekanizmalarin tam olarak agikliga kavusmasi 6nemlidir.
Ozetle, bu tez ¢aligmasmin genel amaci asagidaki iki sorunun yanitlanmasi

dogrultusundadir:

1) Periferik damar sistemini arterlerden venlere kadar bir biitlin olarak temsil
edebilme 6zelligi tasiyan izole perfiize tavsan kulak preparati basit ve giivenilir bir deney

modeli midir?

Vazoaktif bir ajan olan noradrenalinin konsantrasyon-yanit verileri dogrultusunda
arterlerden venlere kadar tiim periferik vaskiiler sistemi igeren perfiize kulak preparat ile
vendz doniisi elimine edilmis ancak yine bir in situ preparat olan perfiize merkezi kulak
arter preparati endotelli, nitrik oksit sentezi inhibe edilmis veya endotelsizlestirilmis
kosullarda test edilmektedir. Ayrica, bu iki preparat kullanilarak elde edilen veriier organ
banyolart kullanilarak yapilan in vitro ¢aligmalarda elde edilen yamitlarla

karsilastirilmaktadir.

e YORSIR OECRETIM KURDLD
mergBRIANTA SYON MIERKEZE



2) Periferik bir damar olan tavsan merkezi kulak arterinde kapasitatif Ca*? girisi

kontraksiyonla kenetli midir?

Sigan torasik aortasi gibi biiyiik bir arterde fonksiyonel varligi gésterilmis olan
kontraktil aparat icermeyen ve simrlari siki bir sekilde korunmus subsarkolemmal
kompartmanlann periferik bir damarda da islevsel olup olmadigi bu ¢alismada

aragtirilmaktadir.



GENEL BIiLGILER

Damar diiz kasimin kontraksiyonu intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu ([Ca+2]i) ve
kontraktil elementlerin Ca™ duyarhigindaki degisiklikler ile diizenlenir. [Ca™]; ise
humoral ve mekanik faktérlerle kontrol edilir. Normal fizyolojik kosullar altinda duyarli
bir sekilde damar duvar biittinligiinii saglayan ve kan basincindaki patolojik yiikselmelere
engel olan sézkonusu faktorler anormal kosullarda istenmeyen vazospazmla iligkili
olgularin (hipertansiyon, angina pektoris, konjestif kalp yetmezligi, ateroskleroz,
Raynoud hastahigi, felg gibi) ortaya ¢ikmasmna neden olur. Humoral faktorler ve
intraseliiler sinyal iletimindeki artig vazospastik olgularin olusumunun ve siirekliliginin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynayan damar duvari kalinliginin ve vaskiiler gerilimin
artmasina neden olur. Oksidatif stresin yam sira birbiriyle etkilesen birden fazla fakt6r
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kasilma ve ¢ogalmasint modiile eden kompleks sinyal

yolaklarini uyarr.
1. Genel: Vaskiiler tonusun diizenlenmesi

Intraseliiler serbest kalsiyum iyon konsantrasyonunun ve kontraktil elementlerin kalsiyum
iyonuna ole‘_ﬁ} duyarligindaki degisikliklerin kontrol edildigi vaskiiler tonusun
ayarlanmasﬁﬁa iki asama gozlenir. Ilk agamada nérotransmiter ve hormonlar gibi endojen
maddelerin spesifik reseptorleri ile etkilesmesi sonucu farkli iyon kanallari ve enzimlere
kenetli olan GTP-baglayici G proteinlerinin gesitli tipleri aktive olur. Ikinci agama [Ca™);
diizeylerini ayarlayan mekanizmalari igerir. Vaskiiler diiz kas hiicresinde [Ca™);
artigindaki ana mekanizma ekstraseliiler kalsiyumun hiicre igine girisidir. Bu mekanizma
voltaja duyarh L;tipi Ca™® kanallari, nonselektif katyon kanallar, intraseliiler Ca™
depolarindan Ca™ salwverilisinin aktive ettigi Ca' girisi (kapasitatif Ca*? girisi) ve
Na'/Ca*™ degistokusgusunu igerir. Sarkoplazmik retikulumdan (SR) Ca* saliverilisi de

hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunu artirir. Intraseliiler Ca*? konsantrasyonundaki azalmada



SR Ca'? sekestrasyonu ve membran Ca'® pompalari, Na*/Ca* degistokuscusu ile
kalsiyum iyonunun hiicre digina atiimi rol oynar. Ikinci ulaklar (IP;, DAG, cAMP ve

¢GMP) bu mekanizmalar: etkileyerek intraseliiler Ca** konsantrasyonunu degistirir.
A. Ca™-kontraksiyon keneti

Damar diiz kas tonusu, genel olarak miyozin fosforilasyonunun diizeyini belirleyen
intraseliiller Ca*? konsantrasyonundaki degisimler ile diizenlenir. Kasin sinirsel ya da
humoral stimiilasyonu sonucunda [Ca+2]i artar. Ca*™® kalmoduline (CaM) baglanir ve
olusan kalsiyum kalmodulin kompleksi (Ca™+CaM) miyozin hafif zincir kinaz: (Myosin
Light Chain Kinase, MLCK) aktive eder. Aktif Ca"sCaM.MLCK kompleksi miyozinin
20-kDa hafif zincirlerinin (Light Chain, LCy) fosforilasyonunu katalize eder. Bu
fosforilasyon reaksiyonu miyozin baslarinin aktin filamentleriyle etkilesmesini (gapraz
kopri)) tetikler ve kasima meydana gelir. Serbest Ca'? konsantrasyonunun
sarkoplazmadan uzaklastirilmasiyla (hiicre digina atilmast ya da SR igine alinmasi),
[Ca*?); dinlenim diizeylerine diiser ve Ca*4eCaMeMLCK kompleksi ayrisir ve MLCK
inaktif hale gelir. Miyozin, miyozin hafif zincir fosfataz (Myosin Light Chain
Phosphatase, MLCPaz) ile defosforile olur ve aktinden ayrilir. Bu siire¢ sonucunda da diiz
kas gevser (Sekil 1) (44).

1. Elektromekanik kenetlenme

Hiicre membran: (sarkolemma) deﬁolarizasyonunun voltaja duyarh L-tipi Ca™ kanallari
(Voltage-dependent Ca*™ channels, VDCC) aktive etmesi sonucunda, Ca*? ekstraseliiler
alandan konsantrasyon gradiyentine bagh olarak hiicre igine geger. Ekstraseliiler [Ca*’]
yaklagik 1.5-2 mM iken dinlenim durumundaki diiz kasm [Ca™]; yaklagik 120-270
nM’dir. Hiicre membraninin iki tarafindaki bu 10° kat Ca™ konsantrasyon fark: aktif bir
sekilde sarkolemmal Ca*? pompasi (SL CaATPaz), ve Na*/Ca*? ile saglanir. Bu aktif
sistemlerin de saglikli bir sekilde galisabilmesi i¢in membran potansiyelinin Na'/K'-
ATPaz ile ayarlanmasi gereklidir. Kalsiyum kanallannmn agilmasi sonucunda [Ca*?j;

yaklagik olarak 500-700 nM’ye yiikselir ve bu konsantrasyon
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Sekil 1: Diiz kasta kasima-gevseme olaylarinin, miyozin fosforilasyon/

defosforilasyonu ile diizenlenmesi (44).



miyozin fosforilasyonunun tetiklenmesi ve kasin kontraksiyonu igin yeterlidir.

B-adrenerjik ajanlar, atriyal natritiretik faktér (ANF) ve endotel kaynakli gevsetici faktor
(Endothelium Derived Relaxing Factor, EDRF= nitrik oksit, NO) L-tipi Ca™ kanallan
araciligiyla Ca*? girigini azaltarak gevsemeye neden olabilir. B-adrenerjik agonistler, p-
adrenoseptorlerle etkileserek Gg proteininin o ve B/y alt birimlerine ayrilmasina neden
olur. o alt biriminin adenilat siklaza (Adenylate Cyclase, AC) baglanarak onu aktive
etmesi ATP’nin cAMP’ye doniistimiinii katalize eder. cAMP, cAMP-bagimli protein
kinaza (PKA) baglanir ve onu aktive eder. ANF’nin membrana bagli guanilat siklaz
(Guanylate Cyclase, GC), EDRF’nin de sitozolik GC’yi aktive etmesi GTP’den siklik
GMP (cGMP) olusumuna neden olur. PKA ve ¢cGMP bagimli protein kinaz (PKG)
aracihg ile K kanallarinin fosforile olarak agilmasi, hiicrenin daha gok pozitif yik
kaybederek hiperpolarize olmasina, dolayisi ile voltaja duyarli L-tipi Ca™ kanallarimn
kapanarak Ca'? girisinin azalmasina neden olur. Sonug olarak [Ca*?]; azalir ve kas gevser

(Sekil 2).
2. Farmakomekanik kenetlenme

Bu mekanizma inraseliiler Ca** konsantrasyonunu membran potansiyelinden bagimsiz
olarak diizenler. Asetilkolin, anjiyotensin, vazopresin, bradikinin, histamin, tromboksan
A, ve adrenalin reseptﬁrleri spesifik olarak bir G proteini alt tipi olan Gq aracilig: ile
fosfolipaz C’ye (PLC) kenetlidirler. Ligand-reseptor etkilesimi sonucu membran
fosfoinositidlerini, 6zellikle fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat1 hidrolize eden PLC izoenzimi
olan PLC-B aktif hale gelir. Bunun sonucunda iki adet ikinci ulak meydana gelir. Bunlar
protein kinaz C’yi aktive eden 1,2-diagilgliserol (DAG) ve inozitol 1,4,5-trifosfattir (IP5).
IP; sarkoplazmaya difiize olur ve SR membraninda lokalize olan IP; reseptoriine (IPR)
baglanir. Bu reseptér aym zamanda Ca*? saliverici kanaldir ve IP; ile bu reseptdriin
etkilesmesi sonucunda kanal agtlir ve Ca'? SR liimeninden sarkoplazmaya dogru difiize

2

olur ve kontraksiyonu tetikler. Farkli bir SR Ca*? saliverici kanal olan ryanodin reseptérii

(RR), artan [Ca™]; ile aktive olur. Bu yolak kalsiyjum iyonunun
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Sekil 2: Diiz kasta elektromekanik kenetlenme mekanizmalar. (i) Hiicre membran
depolarizasyonun neden oldugu voltaja duyarli Ca*? kanallarindan Ca* girisi aracilig ile
gerceklesen kontraksiyon ve (ii) B-adrenerjik ajanlar, ANF ve NO gibi agonistler, hiicre
membrammn hiperpolarizasyonu ve K* kanali aktivasyonu ile gevsemeye neden olurlar.
[Ca+2]o, ekstraseliller Ca"? konsantrasyonu; [Ca+2]i, intraseliiler serbest Ca™
konsantrasyonu; L, L-tipi Ca' kanali; K, K* kanali; B, p-adrenerjik agonistler; R, B-
adrenerjik reseptér; Gs, adenil siklazi (AC) stimiile eden GTP’ye bagli protein; ANF,
atriyal natritiretik faktr; EDRF, endothelium-derived relaxing factor, nitrik oksit (NO);
GCp, ve GC,, sirastyla guanil siklazin membrana bagl ve sitozolik formlan; PKA, cAMP

bagimli protein kinaz; PKG, cGMP bagimli protein kinaz (44).




indiikledigi Ca'™ saliverilisi (Ca™-Induced Ca™ Release, CICR) olarak tammlanir. Bu
reseptor Ca*?, kafein ve ryanodinin mikromolar konsantrasyonlariyla aktive olurken
fizyolojik olarak ileri diizeyde artan [Ca™];, deneysel olarak da rutenyum kirmizist ile
inaktive olur. Kontraktil agonistler sabit membran potansiyelinde L-tipi Ca*? kanallar1 ya
da resept6r aracili nonspesifik iyon kanallar1 (Piirinerjik reseptor iyon kanali P,y) araciligs
ile de Ca™ girisine neden olabilirler. Damar diiz kasinda [cAMP]; artmasi Ca'%;
konsantrasyonunu azaltarak gevsemeye neden olur. B-adrenerjik ajanlar damar diiz kas
hiicresinde cAMP konsantrasyonunu artirarak, PKA aracili K* kanalin fosforilasyonu ile
hiperpolarizasyona ve Ca'? girisinin azalmasina neden olarak gevseme olusturur. Bu
ajanlar hem SR hem de sarkolemmal Ca™ pompalarimin (Ca*>Mg** ATPaz)
aktivasyonunu tetikleyebilir. SR membranindaki Ca*? pompasinin regiilasyonu ise kiigiik
bir protein olan fosfolamban (PLB) ile saglanir. Bu protein normalde pompay: inhibe
eder, PKA ve PKG fosforilasyonu ise bu inhibisyonu ortadan kaldirir. Sonug olarak

pompanin aktive olmasiyla [Ca*?]; azalir ve gevseme meydana gelir (Sekil 3).

B. Intraseliiler kalsiyum konsantrasyonundaki degisimlerden bagimsiz vaskiiler diiz

kas kontraksiyonu mekanizmasi

Damar diiz kas hiicresinde kalsiyum konsantrasyonunda degisim olmaksizin da vaskiiler
tonus diizenlenebilir. Bu, kontraktil elementlerin kalsiyum iyonuna olan duyarhig:
degistirilerek gerceklesebilir. Forbol esterleri PKC’yi aktive ederek damar diiz kasinda
yavas gelisen siirekli bir kontraksiyona neden olabilir. PKC’ler aktivasyon gereksinimleri

bakimindan ii¢ simifta incelenirler:

1. Klasik ya da konvansiyonel PKCler (cPKCler): Alfa, beta, gama (e, b1, Sz ve ¥)
alttipleri bulunur. Ca*?, fosfatidilserin (PS) ve diagilgliserol (DAG) ya da forbol
esterleri ile aktive olurlar.

2. Yeni PKCler (nPKCler): Delta, eta, nij, teta (5 € ,n,8) alttipleri bulunur. PS ve
DAG ya da forbol esterleri ile aktive olurlar fakat kalsiyum iyonuna gereksinim

duymazlar.
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ekstraselller
alan

- sarkolemma . -

sarkoplazma

/""" SRmembrani_::"

SR Iimeni
[Caz‘] = 1mM

Sekil 3: Diiz kasta farmakomekanik kenetlenme mekanizmalari. (i) ekstraseliiler
sinyaller (6rnegin, baz1 o-adrenerjik agonistler) fosfoinozitide spesifik fosfolipaz C’ye
(6zellikle PLC B izoenzimleri) kenetlenirler ve IP; meydana gelir. IP;, SR’den Ca™
saliverilisini indiikleyerek kontraksiyona neden olur; (7i) belirli biiylime faktérleri tirozin
kinaz reseptorii araciligy ile PLC-y izoenzimlerini aktive ederek IP; olugumuna neden olur
ve SR’den Ca'? salwverilisi gerceklesir; (ifi) diger sinyaller membran potansiyelinde
degisiklik yapmaksizin L-tipi Ca*® kanallarindan ya da reseptr-kontrollu Ca®™
kanallarindan diiz kas hiicresine Ca* girisini aktive eder. R, reseptor; Gg, fosfoinozitide
spesifik PLC-B izoenzimlerini stimiile eden GTP bagiml proteinlerinin bir alttipi; PIP,,
fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat; DG, 1,2-diagilgliserol; IP3, inositol 1,4,5-trifosfat; IR, SR
IP; reseptérit Ca*? kanali; ROC, reseptr kenetli iyon kanali (44).
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3. Atipik PKCler (aPKCler): zeta ( € ). PS’ye gereksinir fakat DAG, forbol esterleri ve

kalsiyum iyonundan etkilenmezler. A ise hentiz karakterize edilmemistir.

intraseliiler Ca** konsantrasyonunda degisiklik olmadan forbol esterleriyle meydana gelen
ya da fenilefrinin neden oldugu Ca*? komponentinden bagimsiz kontraksiyonlar, kalsiyum

iyonundan bagimsiz PKC izoenzimleri iizerinden geligebilir.

Ligandin reseptor ile etkilesmesiyle aktive olan PLC, membran lipidlerinin hidrolizi
sonucu IP3’tin yamsira DAG de olusturur. DAG, Ca*’ konsantrasyonunda degisiklik
olmaksizin meydana gelen bu ikinci ulak spesifik olarak kalsiyum iyonundan bagimsiz
PKC izoenzimlerini aktive eder. Fakat DAG, cPKC’lerin kalsiyum iyonuna olan
duyarligim artirir. Béylelikle bu izoenzimlerin biri ya da daha fazlasi [Ca+2]i dinlenim
seviyesindeyken aktive edilebilir. Heniiz tam olarak agiklifa kavusmamis olsa da, baz
substrat proteinlerinin fosforilasyon sonucunda kontraksiyona neden olduklan
diigiintilmektedir (Sekil 4).

C. Capraz koprii hareketinin direkt olarak diizenlenmesi

Diizenleyici yolakta diger bir basamak fosforile olmus miyozin ¢apraz kopriilerinin

aktinle etkilesmesidir.

Kaldesmon. Bir ince filament proteini olan kaldesmon (CaD) (kalmodulin béglayan
protein) kalsiyum iyonundan bagimsiz bir sekilde aktin, miyozin ve troponinle, kalsiyum
iyonuna bagimh olarak CaM ile etkilesir. CaD, miyozin fosforilasyonunu etkilemeksizin
MLCK, CaM, miyozin, tropomiyozin ve aktin kontraktil sistemini yeniden olugturan ve
aktin ile aktif hale gegen miyozin-Mg®*ATPaz aktivitasyonunu inhibe eder. CaD C-
terminal aktin baglama fragmenti ile aktine baglanmak i¢in miyozinle yarigarak
aktomiyozin ATPaz’1 inhibe eder. Aktinin N- terminali CaD i¢in baglanma bélgesi iken
bu bélge aym zamanda miyozin bagini da baglar. CaD aktin filamentlerin hareketini de
inhibe ederek onlan hareketsiz kilar.
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Sekil 4: Kalsiyum iyonundan bagunsiz PKC aracihf ile gerceklesen kontraksiyon.
R, oy-adrenerjik agonistin etkiledigi reseptdr; G, GTP baglayan heterotrimetrik protein;
PC-PLC, fosfatidilkoline spesifik fosfolipaz C; PC, fosfatidilkolin; DG, Diagil gliserol; I-
PKC, kalsiyum iyonundan bagimsiz PKC izoenzimleri; Pr, substrat proteinleri; PC-PLD,
fosfatidilkoline spesifik fosfolipaz D, PA-PHA, fosfatidat fosfohidrolaz (44).
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CaD, CaMKII, PKC, kazein kinaz II, cdc2 kinaz ve mitojen tarafindan aktive olan protein
kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase, MAPK) ile fosforile olur. Fosforilasyon
bolgeleri, N-terminalinde miyozin baglama bdlgesi ve C-terminalinde aktin baglama
bolgesidir. CaM kinaz II ya da PKC ile C-terminal bélgesindeki fosforilasyon

kaldesmonun aktomiyozin ATPaz inhibisyonunu azaltir (13, 44).

Kalponin. Kalponin (CaP) (kalmodulin-baglayici, troponin T-benzeri protein) kalin
filamentle birlesik, hemen hemen sadece diiz kasta sentezlenen diizenleyici bir proteindir.
CaP aktin tarafindan aktive edilen miyozin-Mg?*ATPaz’1 miyozin fosforilasyonunu
etkilemeksizin %80 oraninda inhibe eder. CaP in vitro ortamda CaMKII ve PKC ile
fosforile olur. Fosforilasyon kalponinin aktin ile etkilesmesini 6nler ve sonug olarak
aktomiyozin ATPaz’1 inhibe etme yetenegi azalir. Fosforile CaP tip 2A protein fosfataz
(PPIIA) ile defosforile olur. Sonug olarak, dinlenim durumundaki kasta [Ca*™]; diisiik,
miyozin defosforile, gapraz kopriiler aktinden ayr1 ve kas gevsemis haldedir. Bu durumda
aktin filamenti ile beraber olan CaP dusiik hizdaki ¢apraz koprii hareketini inhibe eder.
Kasin stimiilasyonunu takiben [Ca+2]i artar ve Ca™eCaM ile MLCK aktivasyonu
tetiklenir. Fosforile miyozin tek bagma ¢ok diisiik ATPaz aktivitesine sahiptir fakat aktin
varhiginda belirgin sekilde aktive olur. CaP aktin filamenti ile beraber oldugu siirece
capraz koprii hareketi hizi inhibe olur. Bu inhibisyon kalponinin CaMKII ya da PKC ile
fosforilasyonu ve/veya CaP’nin aktinden ayrilip Ca™ kaltropin (CaM familyasindan, CaP
afinitesi kalmadulininkinden daha fazla olan bir protein) kompleksinin baglanmasiyla
inhibe olur. Bu etkiler PPIIA tarafindan defosforilasyon ya da kalsiyum iyonunun
kaltropinden ayrilmasiyla tersine cevrilir. Intraseliler Ca* konsantrasyonunun,
defosforile miyozin : akto-fosforile myozin : CaPeakto-fosforile miyozin kompleksi
oraninin hassas olarak ayarlanmasi, aktomiyozin ATPaz aktivitesinin duyarli bir sekilde
diizenlenerek vaskiiler diiz kasa normal fizyolojik islevi i¢in gerekli olan esnekligi saglar
(13, 44).

D. Kalsiyum duyarhginda artis ve azalma

[Ca™]; ve kontraksiyon olusumu arasinda goriilen farklilik duyarlik artis1 (sensitizasyon)

mekanizmalarindan ~ kaynaklanmaktadir.  Ornegin,  agonistin  neden  oldugu
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farmakomekanik kenetlenme, regiilatér ve/veya kontraktil aparatlarin kalsiyum iyonuna
olan duyarligini degistirerek damar diiz kasinin kontraktilitesini ayarlayabilir. Bu
modiilasyon genel olarak G-proteini ile kenetli fosforilasyon olaylann aracilifiyla
gerceklesir. Fosforilasyon olaylar1 kalin filamente baghh CaD ve CaP proteinlerinin
regiilasyonunu kapsar. Ca™® sensitizasyonuna miyozin LCyg fosforilasyonundaki artisin
eslik ettigi ve buna MLCP inhibisyonunun degil MLCK aktivasyonunun neden oiduéu
gosterilmigtir (15, 16). MLCP, G proteinin aracilik ettigi PLA;'nin aktive olmasiyla
membran lipidlerinden olusan aragidonik asit (AA) ile inhibe edilebilir. AA’nm neden

oldugu sensitizasyon [Ca*z]i degisimlerinden bagimsizdir.

Eger diiz kas hiicresi yiiksek [Ca*?); ile etkilesmisse kontraktil yamt kalsiyum iyonuna
karst duyarsizlasabilir (desensitizasyon). Bu mekanizma olasilikla CaMKII
aktivasyonundan kaynaklanabilir. CaMKII’nin kalsiyum iyonuna olan afinitesi
MLCK’den daha diisiiktiir. Inraseliiler kalsiyum iyonu konsantrasyonunun 1 pM’ye
artmast CaMKII'yi aktive eder ve bu da MLCK’nin aktivitesini azaltan MLCK
fosforilasyonuna neden olur. Béoylelikle diiz kas yiiksek [Ca+2]i varlifinda gevseyebilir.
Bu yiizden MLCK/MLCP aktivite oran1 Ca*™ sensitizasyon/desensitizasyon agisindan
onemlidir (Sekil 5).

I Intraseliiler kalsiyum iyonunun kaynag
A. Iyon kanallar:
1. Voltaja duyarh Ca** kanallar

Voltaja duyarli Ca* kanallari (VDCC) L, N, P, Q, R ve T olmak iizere alt1 alt tipten
olusur. Diiz kas L-tipi Ca™ kanali, Ca™ girisinde ana yolaktir. Bu kanal membran
depolarizasyonu ile aktive olur ve konvansiyonel Ca' kanal blokérleriyle inhibe edilir.
Agonistler, nonselektif katyon kanalim aktive ederek, K™ kanalini inhibe ederek ve/veya
CIl" kanalim aktive ederek hiicre membraninin depolarize olmasina neden olurlar ve bu
kanal: agarlar. Agonistler Ca™ kanallarimin agilma olasiliklarimi direkt ya da G-proteinleri

araciligtyla membran depolarizasyonunun olmadigi durumlarda da diizenleyebilirler.
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Sekil 5: Miyozin fosforilasyonunda Ca™ duyarhgmi degistiren mekanizmalar. (i)
Ca* sensitizasyonu. o-adrenerjik ve muskarinik agonistler gibi ekstraseliiler sinyal
molekiilleri reseptorlerle (R) etkileserek, GTP’ye bagli protein (G) araciligy ile fosfolipaz
A, (PLA,) enzimine kenetlenirler. Ligand-reseptor etkilesmesi PLA;’yi aktive eder. Aktif
PLA; membran fosfolipidlerini (PL) (fosfatidilkolin) arasidonik asite (AA) hidroliz eder.
AA, miyozin light chain fosfatazi (MLCP) inhibe ederek MLCK’yi aktive eder. MLCK
miyozini fosforile ederek kontraksiyona neden olur. (i) Ca*? desensitizasyonu. Hiicre ici
Ca'? konsantrasyonunun, CaM kinaz1 aktive edecek kadar yiikseldigi durumda MLCK,
CaMKII tarafindan fosforile edilir. Fosforile MLCK’nin Ca"%/CaM’ye afinitesi diigiiktiir.

Sonug olarak MLCP, miyozini defosforile eder ve kasin gevsemesine neden olur (44).
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L-tipi Ca** kanallar: siirekli depolarizasyona bagli olarak hizh bir gekilde desensitize olur.
Fakat yiiksek K" min indiikledigi depolarizasyon, intraseliiler Ca'? konsantrasyonunda
sirekli bir artisa ve kontraksiyona neden olur. Elektrofizyolojik ¢alismalar
depolarizasyonun, Ca*? akimint artirdigini ve 10 ms’de tepe noktasina ulastirdigini, daha
sonra ¢ok diisiik seviyeye geldigini géstermigtir. Ca*? kanal blokérii verapamil K™ ’nin
indiikledigi kontraksiyon ve [Ca™] artigii doza bagh olarak inhibe eder. Verapamil aymn
zamanda noradrenalinin neden oldugu intraseliiler Ca** konsantrasyonundaki artis1 da
doza bagli olarak azaltir. Bu sonuglar NA ve diger agonistlerin, yiiksek K*’min yaptigx
gibi verapamile duyarli ayn1 L-tipi Ca*? kanalim agtigim ve bu kanalin diiz kasta ana Ca*

giris yolag1 oldugunu gosterir (14).
2. Nonselektif katyon kanah ve kapasitatif Ca*? girisi

Agonistin neden oldugu intraseliiler Ca'? konsantrasyonundaki artigin biiyiik bir kismi
Ca™ kanal blokorleriyle inhibe edilse de bir kism etkilenmemistir (41). Yiiksek potasyum
iyonunun neden oldugu intraseliiler Ca™ konsantrasyonundaki artisi tamamen inhibe
edebilen verapamil konsantrasyonu, NA’nin neden oldugu artis1 tlimiiyle inhibe
edememistir. Verapamil varliginda, NA intraseliiler Ca'® konsantrasyonunda gegici bir
artis1 takiben kiiglik siirekli bir artisa neden olmustur. Ryanodin ve SR Ca*? pompast
inhibitorii tapsigargin veya siklopiazonik asit ile etkilestirilmis dokularda agoniste-bagl
intraseliiler Ca™ konsantrasyonundaki izl ve gegici artig inhibe edilebildigi igin bu artig
verapamile duyarli olmayan SR Ca'? saliverilisinin bir sonucudur. Buna karsilik
intraseliller Ca™ konsantrasyonundaki kiigiik ve siirekli artis (verapamile duyarsiz)
lantanin mikromolar konsantrasyonlariyla inhibe olmustur. Ca'*? kanal blokorlerinin L-tipi
Ca™ kanalmi selektif olarak, lantan iyonunun ise her iki L-tipi ve non-L-tipi Ca®?
kanallarin inhibe etmesinden dolay: agonist-aracili [Ca'?); artisi, L- ve non-L-tipi Ca*?

kanallarindan Ca*? girisinin bir sonucu olabilir (14, 30, 41).

SR’nin tamponlama kapasitesi Ca'*? girisini diizenleyebilir. Sarkolemma tizerinden giren
kalsiyum iyonunun kismen ya da tamamen bos olan yiizeyel Ca'*? depolan tarafindan hizl
bir sekilde alinarak yiizeysel bir tampon bariyeri olusturdugu 6nerilmistir (43). Bu depolar

dolu iken Ca'?, plazma membram ile siurh kompartmana dogru pompalamr ve Ca
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buradan da ekstraselliler alana hiicre membranindaki Ca"™-ATPaz’in yaptuig gibi
Na'/Ca™ degistokuscusu aracihgi ile ekstraselliler alana atilir (6). Ca™ kanal
blokorleriyle inhibe edilemeyen diger bir Ca** giris yolag:, Ca™ saliveriliginin aktive
ettigi kapasitatif Ca* girisidir. Bunlar aym zamanda "store-operated Ca** kanah" (SOC)
olarak da bilinir. Elektrofizyolojik ¢alismalarda bu kanalin agilmasi ile belirlenen akim
Icrac (Ca* release-activated Ca*?) olarak tanimlanmustir. Ca™ depolarinin doygunluk hali
de plazma membranindan Ca' girigini aktive edebilir. ve diizenleyebilir (5). Kapasitatif
Ca'*? girisinde Ca*? depolarinin bosalmasi ile baslayan sinyal yolag: hiicre membranindaki

Ca*? kanallarimi (Human transient receptor potential, Htrp3) aktive eder (30, 3 1.

Yukarida anlatilan her iki model de [Ca+2]i dagiliminin homojen olmadigini
gostermektedir. VanBreemen’in yiizeysel tampon engeli (Superficial Buffer Barrier, SBB)
modeli global intraseliler Ca™ konsantrasyonunu azaltma ve periferal Ca'*
konsantrasyonunu artirma gorevi gdsterebilir. Kapasitatif Ca*? giris modeli de Ca'?
depolan bos iken periferal Ca™ konsantrasyonunu artirma gorevi gdsterebilir. Bu
subsarkolemmal bolgelerdeki Ca*?, kontraktil aparatla etkilesmemektedir. Bu durum Ca*?;
konsantrasyonundaki artisla kontraksiyon olusumu arasindaki farklilifi agiklayabilir.
Damar diiz kas hiicrelerinin subsarkolemmal bélgelerindeki Ca*? kompartmantalizasyonu,
selektif SR Ca*>-ATPaz inhibitrleri ile yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir. SR Ca*?-
ATPaz inhibisyonu nedeniyle Ca* deposunun bosalmasi sonucunda heniiz agiklanamayan
bir sinyal transdiiksiyon mekanizmas: aracihiiyla Ca™ girisi meydana gelir. Ca*
depolarimin bosalmasi ile olugan Ca*? girisi olasilikla sarkolemmadaki Hitrp3 kanallarin

acilmasiyla gerceklesmektedir (7, 46).
B. Na*/Ca*? degistokusu

Na*/Ca*? degistokuscusunun rol aldigi Ca*? girisi bazi diiz kas tiplerinde kontraksiyona
neden olmaktadir. Na' icermeyen cozelti tek basmna stirekli bir kontraksiyona neden
olmustur. Ca* tagima kapasitesi SL Ca'>-ATPaz’a gore 3-6 kat daha fazla olan Na*/Ca*?
degistokuscusu daha ¢ok kalsiyumun eksraseliiler alana atilimi igin 6nem tasiyabilir (14).
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C. Sarkoplazmik retikulum

Diiz kasta SR’den Ca™ saliverilisinde iki tip mekanizma rol oynamaktadir. Bunlar
kalsiyum iyonunun neden oldugu Ca*? saliverilisi (Ca**-Induced Ca* Release, CICR) ve
IPy’iin neden oldugu Ca*? saliverilisidir (IP3-Induced Ca’™ Release, IICR). CICR, Ca™ile
aktive olurken IICR IP, ile aktive olur. Fakat IICR, IP;'e ilaveten Ca'™ ile de aktive
olmaktadir. L-tipi Ca*? kanali aracihignyla Ca*? girigi CICR’yi aktive eder. CICR selektif
olarak kafein ile aktive olurken ryanodin ile inhibe olur. IICR ise heparin ile inhibe
edilebilir. Dinlenim durumundaki Ca*? girisi kontraksiyonla kenetli degildir. Hiicrede iki
tip Ca*? deposunun oldugu diistiniilmektedir, bazi depolar kafein ve agoniste duyarli (Scr)
iken diger depolar kafein, tapsigargine duyarli agoniste duyarsizdir (Sy) (14). SR’den Ca*?
saliverilisi agonistin neden oldugu siirekli kontraksiyonun sadece ilk kismindan

sorumludur ¢linkii;

e NA ve diger agonistler eksternal Ca'™ yoklugunda sadece gegici bir kontraksiyona
neden olmaktadir.

e Agonistin neden oldugu IP; kisa zamanda metabolize edilir.

e SR fonksiyon inhibitérleri agonistin neden oldugu kontraksiyonlarin ilk kismini
inhibe ederken siirekli kismini inhibe edemez.

o Agonistin neden oldugu plato [Ca*?); artip Ca*™ kanal blokorleri ile giiglii bir
sekilde inhibe olur (14).

SR limeni Ca*’-baglayici proteinleri (kalsekestrin, kalretikiilin). SR, damar diiz kas
hiicrelerinde subsarkolemmal alanda (periferal SR, subsarkolemmal SR) ve niikleusa
yakin bolgelerde (merkezi SR) lokalize olmugtur. Periferdeki kiigiik damarlarda periferal
SR daha yogun halde bulunurken aorta gibi biiyiik damarlarda merkezi SR daha fazladir.
(8). SR’deki Ca*2-baglayic1 proteinlerin sekestrasyon islemi disindaki fonksiyonlan hentiz
yeterince aydinlatilamamugtir. Kalsekestrin (CSQ) ve kalretikiilin (CR) farkli dagilim
gosteren Ca™ tamponlayic: iki molekiildiir. Merkezi SR’de CSQ/CR oram yaklasik 1:1
iken periferdeki SR’de bu oran yaklagik 5:1°dir. CSQ’nin Ca*? baglama kapasitesi CR’den
daha fazladir. CSQ, periferik SR’nin Ca™ depolama yetenegini artirir (13.)
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Sarkolemmal ve SR Ca™ pompalari. Diger hiicrelerde oldugu gibi vaskiiler diiz kas
hiicresinde de biri hiicre membraninda (sarkolemmal, SL) digeri sarkoplazmik retikulum
(SR) membraninda olmak iizere herbiri farkli genler tarafindan ifade edilen iki tip Ca™
pompas1 bulunur (sirasiyla, SLCa"2-ATPaz ve SRCa*2-ATPaz). SLCa2-ATPaz aktivitesi,
Na*/K"-ATPaz aktivitesine gore 4 kat daha fazladir. Na*/Ca* degistokus mekanizmas ile
gerceklesen Ca'™ gikisi, sonugta Na'/K*-ATPaz aktivitesi ile sinirlanabildigi igin SLCa*-
ATPaz, Ca™ cikiginda Na'/Ca*? degisimine gore daha 6nemli rol oynamaktadir. Forbol
esterleri, ATPaz fosforilasyonunun eslik ettigi ATPaz aktivitesini stimiile eder. Damar
diiz kasindaki SL Ca**>-ATPaz PKC ile aktive olur.

SR Ca"?ATPaz (SERCA) ii¢ farkli gen tarafindan ifade edilir. Iskelet kasinda SERCA-1,
kalpte SERCA-2a, diiz kasta ise SERCA-2b sentezlenir. SERCA-3 ise diiz kas ve kas
icermeyen dokularda bulunur. SERCA-2a, SERCA-2b ve SERCA-3 bitkisel
(Umberilliferus) bir alkaloid olan tapsigargin, bakteriyel bir toksin olan siklopiazonik asit
(CPA) ve sentetik bir madde olan 2,5-di-(ter-biitil)-1,4-benzohidrokinon (BHQ)
tarafindan inhibe edilebilir. Damar diiz kas preperatlarinda SOC girisi gosterildigi halde
bu yolakla gergeklesen Ca** girisi ile kontraksiyon arasindaki iliski heniiz agiklik
kazanmamgtir. SERCA inhibisyonu sonucu kapasitatif Ca™ girisinin aktivasyonu ile
artan [Ca’]; kontraksiyondan bagimsizdir. SR Ca"™~ATPaz’1n selektif bir inhibitdrii olan
CPA’nin diisiik konsantrasyonlar1 (< 1uM) intraseliiler Ca* konsantrasyonunu artirirken
kontraksiyona neden olmamistir (27). CPA’nin daha yiiksek konsantrasyonlari (10 uM)
intraseliiler Ca™ konsantrasyonunu artirmis ve kontraksiyona neden olmustur (35).
Naganobu ve Ito (1994), sican mezenterik rezistans arterlerinde, 10 pM CPA’nin
intraseliiler Ca** konsantrasyonunu artirdigim ve fenilefrinin kontraksiyonlarin
potansiyalize ettigini gostermistir (25). Bu sonuglar CPA’min neden oldugu [Ca*’j;
artisinin en azindan doku tipine bagli olarak kontraksiyonla kenetli olabilecegini
gostermektedir. Potansiyalizasyon ise SR’nin Ca*? tamponlama kapasitesinin CPA
tarafindan inhibe edilmesinin bir sonucu olabilecegi ileri siiriilmiigse de (25, 44) KCl
kontraksiyonlarinin CPA varliginda potansiyalize olmamas: bagka mekanizmalarin da
katkisini 6nermektedir (1, 40).
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D. Mitokondri

Mitokondri inhibitorleri barsak diiz kasinda ATP iiretimi ve kontraksiyonu azaltirken,
damar diiz kast ATP igerigini ve kontraksiyonlari azaltmamistir. Ciinkii ATP mitokondri
disinda glikoliz ile de olusturulmaktadir. Oksidatif fosforilasyonun nitrojen gazi,
dinitrofenol ile inhibisyonu, gegici kontraksiyonu olugturmak i¢in mitokondriden Ca*
saliverilisine neden olur. Mitokondriye Ca™ alimimin inhibisyonunun kontraksiyona
neden olusu mitokondrinin de kalsiyum iyonunu sitoplazmadan uzaklagtirdigimin bir
gostergesidir. Hiicre icinde bulunan ¢esitli organellerin Ca™ “uptake” mekanizmalarinin
Ca'? afinitelerinde farkliliklar vardir. K, degeri plazma membram igin 0.91, endoplazmik
retikulum igin 0.58 iken mitokondri i¢in bu deger 7.1°e kadar yiikselir. Yiiksek K, degeri
mitokondriyal uptake mekanizmalarimin Ca*? afinitesinin normal kosullarda disiik
oldugunu gostermektedir. *“*Ca™ uptake deneyleri yikksek K depolarizasyonunun
mitokondriyal **Ca* alimim artrdigim gostermistir. Kalsiyum iyonunun fizyolojik
olmayan yiiksek konsantrasyonlarinda (> 10 pM) mitokondriyal “*Ca*® alimi artar.
Kontraktil ajanlar intraseliler Ca™® konsantrasyonunu sadece sitoplazmada degil
mitokondride de artirabilir. Kontraktil elementlerinin enerji tiiketiminden sonra Ca*
mitokondride ATP tretimini stimiile eder. Mitokondri aym zamanda Ca'™
konsantrasyonunun mikromolar konsantrasyonlarin iizerine ¢iktig1 patolojik kosullar

altinda Ca*? tamponlayic islev goriir (14).
II1. Nonkontraktil intraseliiler kompartman

Diiz kas hiicresindeki en yaygn Ca' kompartmani kontraktil kompartmandir. Bunun
yamunda SL ve SR arasinda, kontraktil element icermeyen (nonkontraktil) ve kontraktil
kompartmana oranla daha kiigik oldugu diistiniilen Ca™ kompartmanlarii bulunma
olasiligy yliksektir. Bu iki tip kompartman arasinda madde aktarimi sinirlt oldugundan
floresan bir Ca'? indikatorii olan aequorin bu kompartmanlar arasinda serbest olarak
hareket edemez. Bu kompartmandaki Ca*?, SR sekestrasyonu ve difiizyon bariyerinden
dolayr kontraktil kompartmana ulasamaz. CPA ile SR Ca*> pompasmin inhibisyonu
nonkontraktil kompartmanda intraseliler Ca*> konsantrasyonunu artirirken kontraktil

kompartmaninda kiigikk bir etki gosterir. Buna karsilik SR’nin ryanodin ve kafein ile
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bosaltilmasi kontraktil kompartmandaki agonistin neden oldugu gegici [Ca™]; artisin
inhibe ederken nonkontraktil kompartmandaki [Ca**]; diizeyleri tizerinde disik bir etki
gosterir (14).



DENEYSEL BOLUM

I. Materyal ve yontem

Calismamizdaki amaglardan biri vazoaktif maddelere karsi gelisen reseptor-aracili
kontraksiyon-yamt profillerini in situ ve in vitro deney modellerinde test etmekti. Bu
amagla ti¢ farkli periferik vaskiiler deney modeli kullanilmigtir. Bunlar sirasiyla perfiize
tiim kulak (PTK), perfiize merkezi kulak arteri (PMA) ve de izole merkezi kulak arter
ring (IMA) preparatlaridir.

A. Tavsan perfiize tiim kulak preparati (PTK)

Calismada 2.5-3 kg agirhiginda yetiskin erkek tavsanlar kullanildi. Tavsanlar %100 CO,
ile asfiksiye edilmelerini takiben kulaklar1 bistiiri ile kesilerek ¢ikartildi. Merkezi kulak
arteri 24 G numarali braniil (Abbocath) ile kaniile edilerek, akis iz1 5 ml/dk’ye sabit
olarak ayarlanmig peristaltik pompa (Desaga STA-Peristaltic pump) sistemine bagland: ve
%5 COy+% 95 O, ile gazlandirilan Tyrode ¢6zeltisi (mM bilesimi: KCI 2.7, CaCl; 1.8,
MgCl; 1.04, NaHCO; 11.9, NaH,PO4 0.42, NaCl 136.9, glikoz 5.55) ile oda sicaklifinda
(25°C) perfiize edildi. Tyrode ¢ozeltisine ayni zamanda endojen prostaglandinlerin
etkisini elimine etmek ig¢in 10 pM indometazin ilave edilmigtir. Peristaltik pompa
sistemine bagli olan kulak Tyrode ¢6zeltisi ile perfiize edilerek 1 saat stabilize edildiler.
Perfiizyon basincindaki degisimler, kulak ile peristaltik pompa arasindaki silikon baglanti
borusuna “Y” geklinde bir konnektér ile baglanan bir kan basinci transdiisir1 araciligiyla
izlendi. Ilag ¢ozeltileri perfiizyon pompasi (Vial Medical) aracilig ile izole kulak merkezi
arterine yerlestirilmis olan braniile yakin bir silikon enjeksiyon tiibiine 27G’lik kelebek
set ile girilerek perfiizyon ¢ozeltisine uygulanmiglardir. Ilag konsantrasyonundaki

kademeli artiglar perflizyon hizimin pompa {izerinden kademeli olarak artirilmasiyla elde
edilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6: Izole perfiize kulak preparatinin emasi. P, peristaltik pompa; PP, perfiizyon pompast;
T, basing transdiisiri; K, kulak.
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Perfiizyon ¢ozeltisindeki ila¢ konsantrasyonunda kademeli artiglarin saglanmasi:
Kulak damari liimeni iginde noradrenalinin 10 ile 10® M arasinda kademeli artiglarini
saglamak icin gerekli kademeli enjeksiyon hizi asagidaki formiil ile hesaplanmigtir:
Tyrode ¢6zeltisinin perfiizyon hizinin peristaltik pompa araciligi ile 300ml/saat’te sabit
tutuldugu dikkate alinarak, ila¢ ¢Ozeltisinin perflizyon ¢o6zeltisi igindeki istenen
konsantrasyonlarina erismek igin gerekli enjeksiyon hizi (ml/saat) C1=C2xM2/M1
formiilii ile hesaplanmistir (C2= perflizyon hizi, 300 ml/saat); M2=erisilmesi istenen ilag
konsantrasyonu; M1=stok ilag konsantrasyonu). Kulak daha sonra 10* M L-NNA iceren
tyrode ¢ozeltisi ile nitrik oksit (NO) sentezini reversibl olarak inhibe etmek amaciyla 30
dk inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonrasi normal dokuda oldugu gibi NA kademeli
konsantrasyon-yanit profilleri elde edilmistir. Ugiincii asama olarak perfiizyon ¢ozeltisi
distile su ile degistirilmis ve doku 5 dk distile su gegirilerek endotelsizlestirilmistir (2).
Distile su ile perfiize edilen doku 1 saat Tyrode ¢ozeltisi ile perfiize edilerek yeniden
stabilize edilmigtir. Stabilizasyon sonrasinda diger asamalarda uygulandigi gibi NA
kademeli konsantrasyon yanit traseleri elde edilmistir. Her agamada 10™ M fenilefrin (FE)
onkastirma sonras asetilkolin (ACh, 10°-10° M) uygulanmstir (Sekil 7,8).

B. Perfiize merkezi arter

PTK preperatindan farkli olarak bu yontemde merkezi arter kaniile edilen noktanin 3-4 cm
ilerisinden ikinci bir braniil ile kaniile edilerek damar kulaktan g¢ikartilmadan, kulak
dokusu lizerinde orijinal yerinde perfiize edilmistir. Perfiize tiim kulak yonteminde

uygulanan tiim agsamalar bu yontemde de uygulanmistir.
" C. Izole merkezi arter (Izole organ banyosu deneyleri)

Tavsan kulagindan alinan yaklasik 3 mm uzunlugundaki merkezi arter ringleri %S5
COxt% 95 O, ile gazlandirilan, 25 ml hacminde, sicakligi 37° C’de sabit tutulan ve
fizyolojik tuz ¢ozeltisi (Krebs ¢ozeltisi mM bilesimi: KCl 4.7, CaCl,.2H,O 2.5,
MgS04.7H,0, 1.17, NaHCO; 25, KH,PO4 1.2, NaCl 118, glikoz 11.1) igeren organ
banyosuna alinmuglardir. Ince paslanmaz gelikten uygun bigimde hazirlanmis tiggen

seklindeki tutucular halka (ring) seklinde kesilmis damarlarin  liimenleri
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FE (3,M)

ACh |1-100nM

ACh 300 nM

:

20 mmHg

5 dk

Sekil 7: Perfiize tiim kulak preparatinda Fenilefrin (FE)-Asetilkolin (ACh)
konsantrasyon-yamt iliskisini gosteren bir deney kaydi. Endoteli saglam dokuda FE
(3uM) ile gozlenen vazokonstriksiyonun ACh (1-100 nM) ile 6nlenmesi.
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FE (3 u M)

ACh | 1nM-1 pM

10 mmHg

1 dk

Sekil 8: Perfiize tiim kulak preparatinda (PTK) endotelsizlestirme sonucu
olusturulan FE-ACh konsantrasyon-yanit iliskisini gosteren bir deney kaydi. 5 dk
distile su ile perfiize edilerek endotelsizlestirilmis PTK preparatinda, FE (3 uM)
tarafindan olusturulan vazokonstriksiyonun tizerine ACh (1 nM-1uM) etkisi.
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icinden gegirilmistir. Herbir halkanin limeni i¢inden gegirilen iki tel tutucudan biri
daman sabitlemek lizere organ banyosunun askisina, digeri ise uygun uzunluktaki ip
araciliy ile izometrik kuvvet transdiisinna baglanmistir. 15 dakikalik stabilizasyon
déneminden sonra, merkezi arterler laboratuvarimizdaki 6n ¢aligmalarla belirlenmis 750
mg’lik 6ngerilim diizeyine kademeli olarak gerilmislerdir. Ongerilim sonrasi, damarlar 1
saatlik stabilizasyon siiresince 15 dakikalik aralarla Krebs ¢6zeltisi ile yikanmuslardir.
Stabilizasyon sonrasi ring preperatlar1 60 mM KCl ile stimiile edilmislerdir. Bu uygulama
dokular1 yalnizca deney protokolu 6ncesi vazokonstriktif ajanla stimiile etmek amaciyla

yapilmistir.

Izole organ banyosunda izole merkezi arter ringleri ile yapilan deneylerin bir béliimii ayr
bir hayvan grubunda ve farkli bir protokol ile ger¢eklestirilmigtir. KCI (10 mM-120mM),
5-HT (107°-3.107° M), NA (10?-3.10° M) ve PDB (10°-2.10™ M) kiimiilatif doz cevap
egrileri alinarak her bir ajanin maksimal doza gore yaklasik %30’luk kastirma yapan
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Sirasiyla KCl (35.9 mM), NA (107M), 5-HT
(3.107"M) ve PDB (107 M) ile kastinlan dokulara plato seviyesinde iken CPA (107 M)
uygulandi.

Her konsantrasyon-yanit egrisinden sonra dokular 30 dk dinlenmeye birakilmig ve bu

sirada her 15 dakikada bir banyo ¢ozeltisi degistirilmigtir.
izole organ banyosu deneylerinde kullanilan aygitlar

Organ banyosu
Deneyler 25 ml’lik Schuler tipi izole organ banyolarinda gerceklestirilmistir. Banyolar

alttan doldurma ve iistten bosaltma yéntemiyle yikanmstir.

Termostatik kontrol

Izole organ banyosu deneyleri boyunca Krebs ¢6zeltisi sicakligi, cam organ banyolarinin
gomlek kisimlarindan gegen suyun termostath sirkiilator (Niive SB100, Ankara, Tiirkiye)
yardimiyla sirkiile edilmesiyle 37°C sicaklikta sabit tutulmustur.
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Transdiisir ve deney kayitlar:

Agonist uygulanmasina bagli olarak damar diiz kasimin gerilimindeki izometrik
degisimler izometrik kuvvet transdiisint (Grass FT03) ile bir bilgisayar sistemine (I0Slab
version 3.23 MS8, EMKA technologies, Paris, Fransa) aktarimi saglanarak izlenmis ve
kayitlar: yapilmistir.

D. Arastirmada kullanilan ilaclar

Arastirmada kullanilan ilaglar agagidaki tabloda verilmektedir.

Farmakolojik ajan Uretici firma
Potasyum klortir Merck
Noradrenalin Sigma
Serotonin Sigma
Fenilefrin HC] Sigma
Asetilkolin HCl Merck
Indometazin sodyum Merck
N®-nitro-L-arginin Acros Organics
Siklopiazonik asit Sigma
Forbol dibiitirat Sigma
Verapamil HCI Bayer

E. Ilag ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Asetilkolin: Stok ¢6zelti (107 M), distile su ile taze olarak hazirlanmug, ileri
diliisyonlar %0.9’1uk sodyum kloriir ¢dzeltisi ile yapilmustir.

Fenilefrin HCl: Stok ¢6zelti (10‘I M), distile su ile taze olarak hazirlanmus, ileri
dilisyonlar %0.9’1uk sodyum klortir ¢dzeltisi ile yapilmigtir.

vy
YOESEKOGRETIM KUR
TL MERKEX

DOKIMANTASYON
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Serotonin: Stok ¢ozelti (107 M), distile su ile taze olarak hazirlanmus, ileri

diliisyonlar %0.9’luk sodyum klortir ¢6zeltisi ile yapilmugtir.
KCIl: Stok ¢dzeltisi (2 M) distile su ile taze olarak hazirlanmgtir.

N®-nitro-L-arginin: Distile suda ¢6ziillip Krebs ¢6zeltisi igerisine banyo final

konsantrasyonu 10~ M olacak sekilde katilmustir.

Noradrenalin (NA): pH=4’te tutulan bir stok ¢6zeltiden taze olarak hazirlanmig ve
sulu ¢6zeltideki oksidasyonunun onlenebilmesi igin 107*M
askorbik asit (C vitamini) igermektedir. NA stok ¢6zeltisi bu
sekilde 107> M hazirlanmis ve diliisyonlar % 0.9’luk sodyum

kloriir ¢6zeltisi ile taze olarak hazirlanmistir.

Siklopiazonik asit (CPA): Stok ¢ozeltisi 1072M olacak sekilde %50 DMSO ile
hazirlanmis ve ileri dilisyonlar distile su ile -

yapilnustir.

Forbol dibiitirat (PDB): Stok ¢ozeltisi 10M olacak sekilde DMSO’nun sudaki
%50’1ik ¢ozeltisi ile hazirlanmig ileri diliisyonlar distile su

ile yapilmustir.

Verapamil: Stok ¢ozeltisi 10M olacak sekilde distile su ile taze olarak

hazirlanmis ve ileri diliisyonlar distile su ile yapiimustir.



F. Fizyolojik tuz ¢ozeltileri
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Icerik Krebs(mM) Tyrode(mM)
NaCl 118 136.9
KCl 4.7 2.7
CaCl,.2H,0 2.5 1.8
MgS0,4.7H;0 1.17 -
MgCl, - 1.04
KH;PO4 1.2 -
NaH,PO4 - 0.42
Glukoz 11.1 5.55
NaHCO; 25 11.9
Gaz %5 CO, + %95 O, %5 CO;+ %95 O,
Temperatiir 37°C Oda sicaklig: (25°C)

G. Istatistiksel Analiz

Iki ve ikiden fazla ortalamalar arasinda farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigt
sirasiyla Eslestirilmis Student t testi ve Newman Keul testi ile belirlenmigtir. P=0.05
diizeyindeki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Bulgulardaki tim degerler
ortalama +OSH (Ortalamanin Stardart Hatasi) olarak bildirilmistir. n kullanilan denek
sayisim1 gostermektedir. Maksimum etki (Ema) ve %50 maksimum etki olusturan ilag
konsantrasyonu (ECsp) kademeli konsantrasyon yamit-egrileri olusturulduktan sonra en
kiigiik kareler yontemi ile iterasyon yapan nonlineer egri yerlestirme programi
KaleidaGraph kullamilarak hesaplanmigtir. Istatistiksel ~kargilastirmalarda ECs
degerlerinin (pD;; %50 maksimal yanit olusturan agonist konsantrasyonunun negatif

logaritmasi)geometrik ortalamalar1 kullamlmistir.



BULGULAR

I. In situ (tavsan perfiize tiim kulak, PTK, tavsan perfize merkezi arter, PMA
preparatl) ve in vitro (tavsan merkezi izole arter, IMA) deney modellerinde

agoniste-bagh kademeli konsantrasyon-yanit iligkisinin incelenmesi
A. PTK preparatinda NA konsantrasyon-yanit iligkisi

Bu preparatta yapilan ¢aligmalar li¢ asamada gergeklestirilmistir. Deneyin ilk agamasinda,
NA (107%-10° M) konsantrasyon-yamt iligkisi endoteli saglam (+E) dokuda test
edilmistir. Bu islemin ardindan aym preparatta 10~ M L-NNA ile NO sentezi (NOS)
inhibe edilerek konsantrasyon-yanit iligkisi tekrar olusturulmustur. Son asamada ise PTK
preparati, 5 dk distile su ile perfiize edilerek hipotonisiteye bagli endotelsizlestirilme
islemi gerceklestirilmis ve daha sonra NA kademeli konsantrasyon-yanit iligkisi
tekrarlanmistir (Sekil 9). Her {i¢ asamada da ileri derecede vazokonstriksiyona bagh
olarak damar liimeninden perfiizyon ¢6zeltisinin geg¢isini mekanik olarak engellendigi i¢in
submaksimal yamit olusturan NA konsantrasyonunun (1 uM) iistliine ¢ikilamamustir.
Ayrica, deneyin her asamasinda 10 M fenilefrin (FE) ile kasilma yamit1 alindiktan sonra
asetilkolin (ACh) (10°-10° M) ile gevseme yanitlari kontrol edilmistir. Boylelikle NOS
inhibisyonu ve endotelin yok edilmesiyle ACh gevseme yanitlarinin kayboldugu
gozlenmistir (Sekil 8).

Perfiizyon basinct (mmHg), NOS inhibisyonunda ve endotel yoklugunda NA'min
kademeli olarak artan herbir konsantrasyonunda (10'3-10'6 M) orantisal olarak artmuistir.
NOS inhibisyonu sonucunda ve endotel yoklugunda gerceklesen artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamugtir (Sekil 10). Ay deney preparatinda yapilan 3 ayr islem sonucu
NA konsantrasyon-yamt iligkileri incelendiginde pD, degerleri arasinda da anlaml: bir

farkin olmadig goriilmiistiir (Sekil 9).
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E- 6,35+0.00
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Sekil 9: PTK preparatinda NA (10%-10° M) konsantrasyon-yamt iligkisi. NA
konsantrasyon-yanit iligkisi. Endotel varliginda, E+ (e); NOS inhibisyonu altinda (A) ve
endotel yoklugunda, E- (e) (n=5). Grafikte goriilen her bir deger ayr1 ayrn1 hesaplanan
kendi Emaks degeri cinsinden normalize edilmistir. Grafikte goriilen pD, degerler,
bireysel olarak hesaplanan pD; degerlerinin ortalamasidir. Degerler ortalama ve
ortalamanin standart hatas1. (Ort+Ort.S.H.) olarak verilmektedir. Not: Perfiize preparatinin
vaskiiler yatainda ileri diizeyde vazokonstriksiyona bagli mekanik tikanmaya neden

oldugu i¢in NA 10" M’nin iizerinde uygulanamamuistir.
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120 ] PTK

E-
LNNA

E+

perfuzyon basinci (mmHg)

Sekil 10: PTK preparatinda endotel varliginda (E+), NOS inhibisyonunda (+L-NNA)
ve endotel yoklugunda (E-) NA yanitlar1 (mmHg). NA konsantrasyon-yanit egrisinin
1 uM'dan sonraki kism ekstrapole edilmistir (n=5).
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B. PMA preparatinda NA konsantrasyon-yanit iligkisi

Bu preparatta yapilan ¢aligmalar ii¢ asamada gergeklesmektedir. Deneyin ilk agsamasinda,
NA konsantrasyon-yamt iligkisi endoteli saglam dokuda test edilmistir. Bu islemin
ardindan aymi preparatta 10* M L-NNA ile NOS inhibe edilerek konsantrasyon-yamt
iligkisi tekrar olugturulmugtur. Son agamada ise, PMA preparat1 5 dk distile su ile perfiize
edilerek endotelsizlestirilme islemi gerceklestirilmis ve daha sonra NA kademeli
konsantrasyon-yamit iligkisi tekrar olusturulmustur (Sekil 11). Aynca deneyin her
asamasinda 10*M PE yamtlar1 iizerinde ACh (10'9-10'6 M) ile gevseme yanitlann kontrol
edilmigtir. Boylelikle, NOS inhibisyonu ve endotelin yok edilmesiyle ACh gevseme
yanitlarinin kayboldugu gézlenmistir (Sekil 8).

Perfiizyon basmci (mmHg), NOS inhibisyonunda ve endotel yoklugunda NA'min
kademeli olarak artan her bir konsantrasyonunda (10%-10¢ M) orantisal olarak artmugtir.
NOS inhibisyonu sonucunda perfiizyon basinci, ozellikle 10710° M konsantrasyon
arahiginda yaklagik 2-3 kat artmugtir (P<0.05, n=5). Endotelsiz dokuda gézlenen arti§ ise
istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 12). Ayni deney preparatinda yapilan 3 aymn
islem sonucu NA konsantrasyon-yanit iliskileri incelendiginde pD, degerleri arasinda

anlamli bir farklilik goriilmemistir (Sekil 11).
C. IMA preparatinda NA konsantrasyon-yamt iligkisi

Tavsan merkezi kulak arteri ile organ banyosunda yapilan denemelerde endotel kaynakl
gevsemeler alinamamigtir. Damar c¢apimin oldukga kiigik (< 0.8 mm) olmas:
manipiilasyon sirasinda endotelin kaybolmasina neden oldugunu disiindiirmiistiir. Bu
nedenle tiim IMA ringleri endotelsiz olarak degerlendirilmistir. IMA ringlerinde NA (107
%-3.10” M) konsantrasyon-yanut iliskisi olusturulmustur (Sekil 13).

Sekil 9 ve 11°deki PTK ve PMA preparatlarimin NA kademeli konsantrasyon-yanit
iligkileri Sekil 13°de karsilagtirma amaciyla tek grafik altinda tekrar gosterilmigtir.
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Sekil 11: PMA preparatinda NA (10'8-10'6 M) konsantrasyon-yamit iliskisi.. NA
konsantrasyon-yanit iliskisi. Endotel varliginda, E+ (e); NOS inhibisyonu altinda (A) ve
endotel yoklugunda, E- (#) (n=5). Grafikte goriilen her bir deger ayrn1 ayr hesaplanan
kendi Emaks deferi cinsinden normalize edilmigtir. Grafikte gorillen pD, degerleri,
bireysel olarak hesaplanan pD, degerlerinin ortalamasidir. Degerler ortalama ve
ortalamanin standart hatasi (OrtzOrt.S.H.) olarak verilmektedir. Not: Vaskiiler yatakta
ileri diizeyde vazokonstriksiyona bagli mekanik tikanmaya neden oldugu igin NA

10" M’nin tizerinde uygulanamamigtir.
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Sekil 12: PMA preparatinda endotel varhginda (E+); NOS inhibisyonunda (+L-
NNA) ve endotel yoklugunda (E-) NA yamtlart (mmHg). (* P<0.05, ** P<0.01,
eslestirilmis t-testi, n=5). NA konsantrasyon-yanit egrisinin 1 pM'dan sonras1 ekstrapole

edilmistir.
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Sekil 13: PTK, PMA ve IMA preparatlarinda NA (10'8-10"6 M) konsantrasyon-yanmit
iligkisi. Endotel yoklugunda, (PTK) (e); (PMA) (A) ve IMA (¢) preparatlarinda NA'mn
olusturdugu kasilma yamtlan gosterilmektedir (n=5). Grafikte goriilen her bir deger ayn
ayn hesaplanan kendi Emaks degeri cinsinden normalize edilmigtir. Grafikte goriilen pD,
degerleri, bireysel olarak hesaplanan pD, degerlerinin ortalamasidir. Not: Karsilagtirma
amaciyla Sekil 9 ve 10'daki PTK ve PMA preparatlarinin NA kademeli yanut iligkileri de
yukarida tekrar gosterilmigtir. Degerler ortalama ve ortalamanmin standart hatasi
(Ort+Ort.S.H.) olarak verilmektedir. (**P<0.01 Newman-Keul testi). PTK ve PMA
preparatlarinda NA konsantrasyon aralifi (10'8-10'6 M) iken bu aralik IMA preparatinda
3.10%-3.10° M'dir.
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In situ ve in vitro deney modellerinin karsilagtrmal olarak incelenmesinden sonra SR
Ca*?-ATPaz inhibisyonunun kontraksiyondaki rolii arastirilmigtir. Calismamin bu asamast
izole organ banyolarinda yapilmigtr. Bunun ii¢ nedeni: 1) kullamlacak ilaglarin pahali
ve miktarlarimin az olmasi, 2) perfiizyon yonteminde vazokowstriktor ajanlarin maksimal
yanit olusturan konsantrasyonlarina ¢ikilamamas: ve 3) perfiizyon modellerinde birden

fazla dokuda paralel deneme yapmarin pratik olmamasidir.

II. Sarkoplazmik retikulum Ca™ pompasinn (SR Ca™?-ATPaz) inhibisyonunun
tavsan IMA kontraksiyonlarmdaki rolii

SR Ca™-ATPaz’in selektif bir inhibitorii olan 10° M siklopiazonik asitin (CPA) Ca*
depolarini bosaltarak [Ca*?}; artirdig1 bilinmektedir. Ancak CPA bu konsantrasyonda IMA

preparatinda kontraksiyona neden olmamustir.
A. CPA’nin KCl yanitlary iizerine etkisi

Ekstraseliiler kalsiyum iyonunun hiicre membramnin depolarizasyonuna baglh olarak
acilan L-tipi Ca™” kanallarindan girerek intraseliiler ortamda artan konsantrasyonunun
damar diiz kasinin kontraksiyonuna kenetli oldugu bilinmektedir (Bkz. Elektromekanik
kenetlenme mekanizmast). Bu agamada 10° M CPA kullanimina bagh olarak artan Ca'}
konsantrasyonunun, KCl kontraksiyonlar1 tizerine aditif bir etkisinin olup olmadigi
aragtirilmugtir. Diger bir deyisle, CPA’nin neden oldugu [Ca+2]i artisiun kontraksiyona
kenetlenebilmesi ig¢in membran depolarizasyonu ile hiicrenin uyanlmasi m

gerekmektedir?

L-tipi Ca'? kanallarinin XCl kontraksiyonundaki roliinii irdelemek igin 6nce 30 mM KCl
plato kontraksiyonu sirasinda L-tipi Ca’? kanal blokérii verapamil ( 10°® M) uygulanmis ve

% 100’e yakin bir gevseme gozlenmistir (Sekil 14).
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KC1(35.9 mM)
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Sekil 14: IMA preparatinda KCl kontraksiyonu iizerine verapamilin etkisini
gosteren bir deney kaydi.
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30 mM KCl ile kasilma yamti alindiktan sonra plato seviyesinde iken 10° M CPA
uygulandiginda anlaml: bir degisiklik gozlenmemis ve 10 M verapamil ile yine gevseme

yaniti olusturulmustur (Sekil 15, 18).
B. CPA’nin NA yamtlari iizerine etkisi

Reseptor-aracili  kontraksiyon (Bkz. Farmakomekanik kenetlenme mekanizmasi)
olusturan bir agonist olan NA’mn 10° M CPA’nin neden oldugu intraseliiler Ca*?
konsantrasyonundaki artig1 kontraksiyona kenetleyip kenetleyemeyecegi aragtirilmigtir.
Diger bir deyisle CPA ile artan intraseliiler Ca** konsantrasyonunun kasilmaya neden
olmasi i¢in intraseliiler sinyal transdikksiyonu mu aktive olmalidir? Bu amagla NA

yanitlar {izerine CPA’nin etkisi aragtirilmagtir.

107 M (~ECsp) NA ile kasilma yaniti platoya eristikten sonra kendiliginden gevsemis ve
bu yanit platoya ulagtig sirada 10° M CPA uygulanmigtir. Daha sonra 10° M verapamil
ile gevseme yaniti olusturulmustur (Sekil 16). Bazi dokularda yapilan deneylerde 107 M
NA uygulandiktan sonra CPA verilmemistir. CPA verilen dokularla ayn: siire igerisindeki

alinan yanitlar karsilagtirildiginda anlamli bir farkin olmadigi gézlenmistir (Sekil 18).
C. CPA’nin 5-HT yamitlar iizerine etkisi

Prostaglandin (PG) ve endotelin (ET) reseptorlerinin bazi 6zel subsarkolemmal boélgeler
lizerindeki membranlarda lokalize olabileceklerionerilmistir(14). Buna bagli olarak,
kafeine duyarsiz SR’leri bosalttigy gosterilen 5-HT reseptorlerinin 10° M CPA’mn
artirdify hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunu olas: farkli reseptor-efektor lokalizasyonu

nedeniyle kontraksiyona kenetleyip kenetleyemeyecegi arastirilmigtir.

Yaklasik %30 maksimal kasilma yamit: olugturan 3.107 M 5-HT ile kasilma yaniti platoya
ulastiktan sonra 10° M CPA uygulanmistir. CPA, KCl ve NA ile yapilan deneylerden
farkli olarak CPA, 5-HT’nin neden oldugu kasilma yamtlarint anlamli olarak (P<0.01,
eslestirilmis t testi, n=5) artirmis ve daha sonra doku 10% M verapamil ile gevsemistir
(Sekil 17). Baz: dokularda yapilan deneylerde 3.107 M 5-HT uygulandiktan sonra CPA
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verilmemigtir. Sadece 5-HT verilen dokularla aym siire igerisindeki gozlenen yanitlarla
karsilastirildiginda potansiyalizasyonunun 5-HT yamtlarinin zaman igerisinde azalmasim

kompanse ettigi de goriilmigtiir (P<0.01, eslestirilmis t testi, n=5). (Sekil 18).
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KCI ( 30 mM)

CPA (10 pM )

VER (1M )

10 dk

Sekil 15: IMA preparatinda KCl kontraksiyonu iizerine CPA’nmin ve verapamilin
(VER) etkilerini gosteren bir deney kaydi.
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NA (100 1M )

CPA (10 uM)

M VER (1 M)

10 dk

Sekil 16: IMA preparatinda NA kontraksiyonu iizerine CPA’nin ve verapamilin

etkilerini gosteren bir deney kaydi.
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SHT (300 nM)

CPA (10 uM)

VER (1 uM)

o

i
W«"“

0.1g

10 dk

Sekil 17: IMA preparatinda 5-HT kontraksiyonu iizerine CPA’nin ve verapamilin
(VER) etkilerini gosteren bir deney kaydi.
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Sekil 18: KCl (30mM), NA (100 nM) ve 5-HT (300 nM) maksimum plato
kontraksiyon yanitlar: iizerine CPA’nin etkisi. Biitiin yanitlar % agonist plato yamtina

normalize edilmistir, (**P<0.01, eslestirilmis t testi, n=5).



TARTISMA VE SONUC

Biiyiik caplt damarlarda varlig: dnerilen “intraseliiler Ca** depolarinin bosalmasina bagh
olarak artan intraseliller Ca*®’nin 6zel bir kompartmanda hapsedilerek kontraksiyona
kenetlenmedigi” (literatiir) hipotezini periferik damarlar i¢in de test etmek amaciyla
oncelikle uygun deney modelinin segimine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu nedenle
once ¢ farkli deney modelinde reseptor-aracili yanitlan gozlemledikten sonra amacimiza

uygun yontem ile hipotezimizi test ettik.

I In situ (tavsan perfiize tiim kulak ve perfiize merkezi arter preparati) ve in
vitro (tavsan izole merkezi arter) deney modellerinde agoniste baglh kademeli

konsantrasyon-yanit iligkilerinin incelenmesi

Periferik damar sistemini arterlerden venlere kadar bir biitiin olarak temsil edebilme
ozelligi tastyan bir deney modeli olan (33) tavsan perfiize tim kulak (PTK) ve perfiize

merkezi arter (PMA) preparatlarinda NA kademeli konsantrasyon-yanit profillerinde:

1) %50 maksimal yanit olugturan agonist konsantrasyonunun (ECsg) endotel varhiginda,
nitrik oksit sentezi inhibisyonunda ve endotel yoklugunda anlamlt olarak degismemesinin
(pD, degerleri sirasiyla PTK i¢in 6.20+0.10, 6.40+0.10, 6.35+0.00; PMA igin 6.17+0.10,
6.17+0.10, 6.30+0.10, n=5, Newman Keul testi) (Sekil 9, 11).

2) PMA preparatinda vasokonstriksiyonun gostergesi olan perflizyon basincinin (mmHg),
NOS inhibisyonu sonucunda NA kademeli (107-10° M) yanmitlarinin orantisal olarak
anlamli (yaklasik 2-3 kat) artisi, endotel yoklugunda ise bu artisin azalmakla beraber

endotel varliginda alinan (kontrol) yamtlardan fazla olusu,
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sozkonusu periferik sistemde vaskiiler tonusun endotelyal sistem tarafindan tonik olarak
kontrol edildigini diisiindiirmektedir. NOS inhibisyonu sonucunda perfiizyon basincindaki
artisin endotel yoklugundaki artistan belirgin bir sekilde fazla olmasi vaskiiler tonus
{izerinde nitrik oksitin devamli bir gevsetici etkisi oldugunu gostermektedir. Aynca,
endotel yoklugunda perfiizyon basincindaki artisin NOS inhibisyonu varhginda gdzlenen
degerlere gelmemesi (Sekil 10, 12) endotelden gevsetici faktdrlerin yaminda kastiric
ajanlanin da saliverildigini gostermektedir. PMA preparatindan farkli olarak, PTK
preparatinda NOS inhibisyonuna ve endotelsizlestirmeye bagl olarak perfiizyon
basicindaki artisin istatistiksel olarak anlamli olmamasi PTK preparatinin arterlerden
venlere kadar tiim periferik damar sistemini igermesinden kaynaklanabilir (Sekil 12).
Damar i¢inden hava gegirilerek endotelsizlestirilen bir PTK preparatinda da bolus
enjeksiyon seklinde verilen NA endotelli dokudakine oranla istatistiksel olarak anlamh

olmayan yamt artigina neden olmustur (19).

Tavsan kulak merkezi arterin iki ucunun kaniilasyonu ile ven sisteminin elimine edilerek
perfiize edilen PMA preparatinda endotel varliginda, NOS inhibisyonu sirasinda veya
endotel yoklugunda NA pD, degerleri ile PTK preparatinda elde edilenler arasinda
anlamli bir farkin bulunmamasi tavsan kulak periferik vaskiiler sisteminde venéz doniistin

doku duyarlig1 iizerine belirgin bir katkis1 olmadigim diistindiirmektedir.

[zole organ banyolarinda yapilan galismalarda merkezi kulak arterin ¢apim1 1 mm’den
kiigiik olusu manipiilasyon sonucu istenmeden damar endotelinin biiyikk Olgiide
zedelenmesi ve fenilefrin kontraksiyonlarinda asetilkolin gevsemelerinin goriilmemesi
nedeniyle izole merkezi arter (IMA) ring preparatlar endotelsiz olarak degerlendirilmistir.
Endotelsizlestirilmis PTK ve PMA preparatlarindan elde edilen pD, degerleri (sirastyla
6.35+0.00; 6.30+£0.10) izole organ banyolarinda test edilen IMA ring preparatlarindan
elde edilen verilerle karsilagtirildiginda ring preparatlarinda NA’ya kars1 doku duyarhigin
anlamli bir sekilde fazla oldugu goriilmistiir (-E: pD,: 7.02+0.09, P<0.01). Damar diiz
kas miktarinin pD;’yi etkilemedigi bilindiginden doku duyarliklan arasindaki fark PTK
ve PMA modellerinde daman gevreleyen saglam elastik dokunun optimal tonus olugturma
ozelliginden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica izole merkezi arter preparatinda sicaklik 37°C

iken, diger iki preparatta 25°C’dir (4). Tavsan perfiize kulak preparatinda yapilan
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caligmalarda arastirmacilarin, ¢alisma sicaklifimi azaltma egiliminde olduklan
goriilmektedir (19, 3). Sicakligin etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir galismada,
sicaklikla reseptdr internalizasyonunun dogru orantili olarak arttifi belirlenmigtir (39).
Reseptor internalizasyonunun artmasi, membran tizerindeki reseptér sayisinin azalmasina
neden olmakta ve reseptér aracili yamtlan azaltmaktadir. Buna karsilik sicakliktaki
diismenin plazma membramni olusturan fosfolipidlerin akigkanlifini azaltmasi reseptor
mobilizasyonunu ve konformasyonel degisimi azaltarak agonist-reseptor iligkisini negatif
yonde degistirebilir, Bu bilgiler 1;131nda, oda sicakliginda ¢alisiimasina karsin PTK ve
PMA preparatlarinda, agoniste olan duyarligin merkezi arter ringlerine oranla daha diigiik
olmasi, reseptor internalizasyondaki azalmanin ve membran akigkanlifindaki azalmamn

birbirine zit olan etkileri tarafindan kompanse edilmesiyle agiklanabilir.

In situ ve in vitro deney modellerinin karsilagtirmali olarak incelemesinden sonra
calismalarimizin ikinci boliimiinii olusturan SR Ca-ATPaz inhibisyonunun kontraksiyon
tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in izole organ banyolar1 kullanilmustir. Izole organ
banyosu se¢iminin baglica 3 nedeni vardir. Bunlar;

o Kullanilan ilaglarin pahali ve az miktarda olmalari.

e lleri vazokonstriksiyon sonucu damarin mekanik olarak tikanarak ilacin damardan
temizlenememesi nedeniyle PTK ve PMA preparatinda vazokonstrikt6r ajanlarin
maksimal yamt olusturan konsantrasyonlarina ¢ikilamamasi.

e Perflizyon modellerinde birden fazla dokuda paralel ve ardigik deneme yapmanin

pratik olmamasi.

I1. Sarkoplazmik retikulum (SR) Ca-ATPaz inhibisyonunun tavsan izole
merkezi kulak arter kontraksiyonlarindaki rolii

Bu ¢alismada elde ettigimiz bulgular Ca™% depolarmin bosalmas: sonucu aktive oldugu
ileri stiriilen depoya-bagimli Ca*? girisinin (store-operated Ca*?, SOC) periferik
damarlarda da kontraktil aparat icermeyen (non-kontraktil) sinirlar siki bir sekilde kontrol
edilen intraseliiler kompartmanlarda “hapsedilebilecegini” ve 06zellesmis bir non-
kontraktil kompartmanda artan Ca*™ konsantrasyonunun 5-HT reseptor aktivasyonu ile

kontraksiyona kenetlenebilecegini dnermektedir (Sekil 19, model).
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Kontraktil elementler

Sekil 19: Vaskiiler diiz kas hiicresinde reseptor-efektor sistemlerinin sitozolik
kompartmanlarla olan iligkisini 6neren model. 5-HT resept6riiniin de PG ve ET-1
reseptorlerinin yamisira &zellesmis subsarkolemmal alanlara olasi yakinliy literatiirde
onerilen iki modelin (14, 40) bir bileskesi {izerinde gosterilmektedir. VDC kanallarindan
giren kalsiyum iyonlarn1 direkt olarak kontraktil aparati aktive edebilmekte ancak SOC
kanallari ile giren Ca'? kontraktil element icermeyen kompartmanlarda (I ve II)
“hapsedilmekte” ancak uyarinin derecesine bagli olarak yine kompartman I’de
“hapsedilmis” PKC tizerinden kontraksiyona neden oldugu diistiniilmektedir. R, reseptér;
G, G proteini; PLC, fosfolipaz C; IPR, IP; reseptéri Ca' kanali; SL, sarkolemma; SR,
sarkoplazmik retikulum; P, SR Ca*?> pompasi; VDC, voltaja duyarli Ca™ kanali; oklar
aktif (SL Ca*? pompasi, Na*/Ca*? degistiricisi) ya da pasif Ca*? hareketini géstermekte.
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Hipotezimiz 1) Ca'% depolarini tamamen bosalttigs gosterilen 10 uM CPA’nin herhangi
bir kontraksiyona neden olmamasi, 2) KCl- ve NA-kontraksiyonlarini 10 uM CPA’nin
artirmamast ve 3) 10 pM CPA varlifinda 5-HT kontraksiyonlarinin anlamli diizeyde

potansiyelize olmas: gézlemleri ile desteklenmektedir.

SR Ca* pompast (SR Ca*>-ATPaz) selektif inhibitorii olan siklopiazonik asitin (CpPA)
intraseliiler Ca* depolarinin tamamen bosalmasina neden olan konsantrasyonda (10 uM)
(34) intraseliiler serbest Ca** konsantrasyonunu artirdigt halde Onemli diizeyde
kontraksiyona neden olmadify bildirilmistir (40). Calismalarimiz sonucunda hiicre
membranint depolarize ederek membran potansiyeliﬁdeki degisimlere duyarl1 L-tipi Ca™
kanallarinin agilmast ile hiicre igine giren ekstraseliiler kalsiyumun intraseliiler Ca*
konsantrasyonunu artirarak kasilmaya neden olan KCl’nin kasilma yamtlar: iizerinde yine
sitozolik [Ca+2] artisina neden olan CPA’nin herhangi bir etkisinin olmadig1
gosterilmistir. Sigan (Sprague Dawley) torasik aortasinda [Ca*?]; artis1 ve kontraksiyonun
eszamanli olarak kaydedildigi diger bir ¢alismada, 33.2 mM KCl ile yaklasik olarak aym
diizeyde [Ca*™]; artisina neden olan 1 uM CPA’nin KCl kontraksiyonlarini potansiyelize
etmemesi nedeni ile CPA’nin kontraktil aparat igermeyen bir intraseliiler kompartmanda
[Ca*; artigina neden olabilecegi Snerilmistir (40). Ferret (gelincik) portal veninde yapilan
bir galigmada ise CPA ile SR Ca**-ATPaz inhibisyonunun, diger bir Ca*?; indikatérii olan
aequorin ile izlenen [Ca*?]; artiglamin KCI’nin neden oldugu kontraksiyonlarda
degisiklik yapmadify goriilerek de aym yorumda bulunulmustur (1, 27). Tavsan femoral
arteri ile yapilan diger‘ bir ¢alismada SR Ca*? ATPaz’1 inhibe eden dogal kaynakli bir
madde olan tapsigarginin artirdigs intraseliiler Ca* konsantrasyonunun kontraksiyona yol
agmadig gosterilmistir (9). S6zkonusu ii¢ ¢alismada kullanilan damarlardan periferik bir
damar olmasi nedeniyle farklilik gosteren tavsan izole merkezi arter preparati ile
yaptigimiz ¢aligmalarda 10 pM CPA’nin 30 mM KCl yamitlarimi potansiyelize etmemesi,

olasi non-kontraktil kompartmanin kiigiik ¢apli damarlarda da bulundugunu dnermektedir.

Intraseliiler Ca** depolarimn bosalmast ile sirli bir non-kontraktil kompartmanda artan
Ca*? konsantrasyonunun kontraksiyona kenetlenebilmesi icin intraseliiler sinyal

transdilksiyonunun aktive edilmesinin gerekip gerekmedigini test etmek i¢in KCl yerine
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adrenoseptorleri aktive eden NA ile deney tekrarlandifinda NA yamtlarimin da
potansiyelize olmadigi gériilmiistiir (sunulan ¢alisma ve 40). Ancak deney herhangi bir
reseptdrle etkilesmeksizin direkt olarak PKC’yi aktive eden forboldibiitiratin (PDB)
diisik diizeyde bir kontraksiyon ve diisik diizeyde [Ca*?]; artigina neden olan
konsantrasyonu (10 nM) kullanilarak tekrar edildiginde 1uM CPA’nin varlifinda PKC
kontraksiyonunun gok belirgin olarak potansiyelize oldugu gézlemlenmistir (40). Artmus
olan [Ca™); ve kontraksiyonun konvansiyonel ve non-selektif Ca** kanal blokdrleri ile
kademeli olarak azaltilmasi aragtirmacilarin sézkonusu non-kontraktil kompartman iginde
PKC’nin de “hapsedilmis” olabilecegini diigiindtirmiistiir. Tavsan merkezi kulak arterinde

de PDB ile benzer potansiyalizasyon gézlenmistir (n=1).

Caligmalarimizda KCl veya NA bulgularindan farkli olarak ilging bir sekilde CPA
varliginda serotonin (5-HT) yanitlar1 anlaml diizeyde potansiyalize oldugu g6zlenmistir.
Bu gézlem CPA’nin neden oldugu [Ca+2]i artislarimin 5-HT nin varliinda kontraksiyona
kenetlenebilecegini gostermektedir. Yiizeyel SR’lerin birbiri ve membranlarla komsulugu
ile olugturdugu diisiiniilen simrlandirilms subsarkolemmal alanlarda biriken Ca™
iyonunun SR’ler dolu iken Na™/Ca*? degisim mekanizmasi aracili ile ekstraseliiler alana
atildig1 ve bu yiizeyel SR/subsarkolemmal alanlarin bir tampon engeli iglevi gérdiigii ileri

stiriilmiistiir (6,43).

[Ca™]; artiginin ve kontraksiyonlarin eszamanli olarak &lgiildiigii bir galigmada SOC
kanali aracilifiyla giren kalsiyum iyonunun nonkontraktil kompartmanda hapsedildigi ve
bu Ca* konsantrasyonunun yine aym kompartmanda lokalize olan PXC aktivasyonu ile
kontraksiyona kenetlenebilecegi 6nerilmigtir (40). Ilging olarak bazi - reseptérlerin
Ozellikle sozkonusu subsarkolemmal kompartmanlar ¢evreleyen plazma membranlarinda
lokalize olabilecegi ve bu reseptorlerlerin efektor/ikinci ulak sistemlerinin de bu
ozellesmis kompartmanlar iginde tetiklendigi ETa reseptor/IP; ve PGF,/IP; sistemleri
icin ileri stirtilmiistiir (14).

Sonug olarak, bazi reseptor-efektdér sistemlerin (14) ve PKC’nin de nonkontraktil
kompartmanda spesifik olarak lokalize olabilecegi (40) Onerilerine ek olarak olarak,

calismalarimizdan elde ettigimiz bulgular, 5-HT reseptérlerinin de SOC kanallar: aracilify
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ile hiicre i¢ine giren kalsiyum iyonunun siki bir gekilde sinirlandirilmis non-kontraktil
kompartmanlar  {izerindeki  plazma  membranlarinda  lokalize  olabilecegini

distindiirmektedir.



OZET

Bu tez ¢aligmasinda 1) tavsan perfiize tiim kulak (PTK), perfiize merkezi arter (PMA) ve
izole merkezi arter (IMA) ringleri kullanilarak yapilan denemelerde agonist aracili
yanitlardaki degisiklikler ve 2) periferik bir damar olan tavsan merkezi kulak arterinde

kapasitatif Ca'*? girisinin kontraksiyonla kenetli olup olmadig: aragtirilmustar.

PTK ve PMA preperatlarinda noradrenalin (NA) ile olusturulan konsantrasyon-yanit
iliskileri incelendiginde; 1) endotel varliginda, nitrik oksit sentezi inhibisyonunda ve
endotel hiicrelerinin fiziksel olarak yoklugunda duyarligin (pD;) anlamli olarak
degismemesi 2) Herbir NA kademeli konsantrasyonunda (10%-10°M) olusan
vazokonstriksiyonun NOS inhibisyonunda belirgin bir sekilde (yaklagik 2-3 kat),
endotelsizlestirme sonucu ise artan bu vazokonstriksiyonun azalmakla beraber endotel
varhiginda alman yanitlardan hala belirgin diizeyde fazla olusu sézkonusu periferik
sistemde vaskiiler tonusun endotelyal sistem tarafindan tonik olarak kontrol edildigini

diistindiirmektedir.

Tavsan kulak merkezi arterin iki ucunun kaniilasyonu ile ven sisteminin elimine edildigi
PMA preparatinda endotel varliginda, NO sentez inhibisyonu altinda veya endotel
yoklugunda NA pD, degerlerinin PTK preparatinda elde edilenlerden anlamli bir fark
olmadiginin belirlenmesi PMA preparatinda reseptor-aracili vaskiiler yanitlar lizerine, en
azindan doku duyarlign bakimindan, venlerin belirgin bir katkisinin olmadigim

distiindtirmektedir.

PTK ve PMA preparatlarindan elde edilen pD, degerleri izole organ banyolarinin
kullamldizn IMA ring preparatlarinda yapilan deneylerden elde edilen verilerle
karsilastimldiginda ring preparatlarinda NA’ya karst doku duyarh@n arttif
goriilmiigtiir. Doku duyarliklar1 arasindaki farkin PTK ve PMA modellerinde damar:
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cevreleyen saglam elastik dokunun optimal tonus olusturma &zelliginden ve sicaklik
farkindan (sirasiyla 25°C, 37°C) kaynaklandigy ileri siiriilebilir. Oda sicakhiginda
caligilmasina karsin PTK ve PMA preparatlarinda, agoniste olan duyarlifin merkezi arter
ringlerine oranla daha diisiik olmasi, reseptdr internalizasyondaki azalmanin duyarlik
izerine olumlu etkilerinin membran akigkanlifindaki azalmanin zit etkileri tarafindan

kompanse edilmesi seklinde spekiile edilebilir.

Calimalarimuzin ikinci bolimiinde elde ettigimiz bulgular kapasitatif Ca™ girisi sonucu
artan intraseliler Ca*? konsantrasyonunun periferik damarlarda da non-kontraktil
intraseliiler kompartmanlarda “hapsedilebilecegini” ve 5-HT reseptor aktivasyonu ile
kontraksiyona kenetlenebilecegini dnermektedir. 1) Ca*? depolarini tamamen bosalttig:
gosterilen 10 pM CPA’nin herhangi bir kontraksiyona neden olmamasi, 2) KCl ve
NA’nin neden oldugu kontraksiyonlar1 10 pM CPA’nin artirmamast ve 3) 10 uM CPA
varliginda 5-HT kontraksiyonlarinin ileri diizeyde potansiyelize olusu vardigimiz sonucu

desteklemektedir.

Sonug olarak, ¢aligmalarimizdan elde ettigimiz bulgular, NA reseptoriinden farkl: olarak,
5-HT reseptorlerinin de ET ve PG reseptorleri i¢in Onerilene benzer sekilde siki olarak
sinirlandiriimis non-kontraktil kompartmanlarin plazma membranlar: tizerinde lokalize

olabilecegini diisiindiirmektedir.



SUMMARY

This thesis study investigates 1) the changes in agonist-induced responses in isolated
perfused whole ear (PWE), perfused central ear artery (PEA) and isolated central ear
artery (IEA) rings of the rabbit and 2) whether the Capacitative Ca** entry is coupled to a
contraction in central ear artery of the rabbit, a peripheral artery.

Based on the norepinephrine concentration-response relationships obtained from PWE
and PEA 1) lack of statistical difference in pD, values provided in the presence /absence
of endothelium or under the nitric oxide synthase (NOS) inhibition 2) approximately 2
fold-increase in each NE response under NOS inhibition (P<0.05) or non significant
increases after the removal of endothelium suggest that vascular tone in this type of

peripheral artery is controlled tonically by the endothelium.

In PEA preparation in which the venous return is eliminated by the cannulation of both
ends of the central ear artery, it is suggested that veins may not have significant
contribution at least on receptor-mediated vascular responses. This conclusion is
supported by the findings that pD, values of NE were not altered significantly either in
PWE or PEA by NO synthase inhibition or the removal of endothelium

When NE pD, values from IEA rings compared to that of PWE and PEA, a significant
increase in tissue sensitivity to NE was observed in IEA rings. This observation could
result from the optimum elastic tone provided by the intact elastic tissue surrounding the
blood vessels in PWE and PEA preparations as well as from the difference in temperature
of physiologic salt solution (25°C in PWE and PEA; 37°C in IEA). Despite working in
room temperature, the decreased sensitivity in PWE and PEA compared to that in IEA
could only be speculated as the opposing effect of decreased membrane fluidity

compensates the positive outcome of the decreased receptor internalization.
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Findings obtained in the second section of our study suggest that the increased [Ca+2]i
resulting from the capacitative Ca™ entry may also be restricted in non-contractile
intracellular compartments and coupled to contraction via the 5-HT receptor activation in
peripheral arteries. This conclusion is supported by the observations that 1) CPA at
concentrations (10 pM) which shown to deplete intracellular Ca*? stores did not elicit any
contraction, 2) KCl and NE contractions were not enhanced by CPA and 3) 5-HT

contractions were significantly potentiated in the presence of CPA.

In summary, our results suggest that, unlike adrenoceptors, 5-HT receptors could also be
located in the plasma membrane over the tightly restricted non-contractile

subsarcolemmal cytosolic compartments as similarly suggested for ET and PG receptors.
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KISALTMALAR

ANF: Atriyal natriiiretik fakt6r

[Ca*™]o: Ekstraseliiler serbest Ca™ konsantrasyonu

[Ca™); : Intraseliiler serbest kalsiyum konsantrasyonu
S5-HT: 5- hidroksitriptamin, serotonin

CaD: Kaldesmon

CaM: Kalmodulin

CaMXKII: Kalmodulin kinaz II

CaP: Kalponin

CICR: Kalsiyum iyonunun indiikledigi Ca* saliverilisi
CPA: Siklopiazonik asit, SR Ca*2-ATPaz selektif inhibitéri
CR: Kalretikiilin, SR liimeni Ca™-baglayic1 proteini

- CSQ: Kalsekestrin, SR liimeni Ca*%-baglayici proteini
DAG: 1.2-diagil gliserol

ET: Endotelin

GC: Guanilat siklaz

GCp,GC,: sirasiyla guanilat siklazin membrana bagl ve sitozolik formalar

Gq: Fosfoinozitide spesifik PLC-f izoenzimlerini stimiile eden GTP'ye bagl proteinlerin
bir alttipi

Gs: Adenilat siklaz: stimiile eden GTP'ye bagli protein
GTP: Guanozin trifosfat
Hitrp3: Ca** depolarinin bosalmas ile aktive olan kanal

IICR: IP;'iin neden oldugu Ca'** saliverilisi
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IP;: Inozitol 1,4,5-trifosfat

I-PKC: Kalsiyum iyonundan bagimsiz PKC izoenzimleri

IPR: IP; reseptorii

Kapasitatif Ca*? girigi: Depolardan Ca*? saliverilisinin aktive ettigi Ca*? girisi
L-NNA: NY-nitro-L-arginin, NO sentez inhibit6rii

MAPK: Mitojenin aktive ettigi protein kinaz

MLCK: Miyozin hafif zincir kinaz

ML CPaz: Miyozin hafif zincir fosfataz

NO: Nitrik oksit

Nonkontraktil Ca* kompartmani: SL ve SR arasinda kontraktil element icermeyen
Ca'? kompartmant

Oksidatif stres: Hiicrelerin molekiiler oksijenin veya reaktif oksijen tiirleri ad: verilen
oksijenin kimyasal tiirevlerine yiiksek oranlarda maruz kaldig1 durum

PA-PHA: Fosfatidat fosfohidralaz

PC: Fosfatidilkolin

PC-PLC: Fosfatidilkoline spesifik fosfolipaz C
PC-PLD: Fosfatidilkoline spesifik fo;folipaz D
PG: Prostaglandin

PIP,: Fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat

PKA: cAMP bagimli protein kinaz

PKC: Protein kinaz C

PKG: cGMP bagimh protein kmaz

PLB: Fosfolamban

PLC: Fosfolipaz C

PMA: Perfiize merkezi arter preparati



PTK: Perfiize tiim kulak preparati

RR: Ryanodin reseptorii

Sarkolemma: Hiicre membrani

SERCA: SR Ca”? ATPaz

SL Ca ATPaz: Sarkolemmal Ca*? pompas

SOC: Intrageh’iler Ca depolarinin bosalmas: sonucu aktive olan Ca kanali, Store-operated
Ca** entry

SR: Sarkoplazmik retikulum
SR-Ca ATPaz: Sarkoplazmik retikulum Ca*? pompas:
Vaskiiler tonus: Kan damarlarinin gosterdigi normal gerginlik

VYDCC: Voltaja duyarh kalsiyum kanallar
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