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OZET

Astim patogenezinde bir¢ok faktoriin rol oynadigi, hava yollarindaki
daralmanm ataklar seklinde meydana gelen, kronik ve inflamatuar bir hastaliktir.
Bu calismada ovalbuminle duyarlastirilan kobaylardan izole edilen trakea
preparatlarinda in vitro olarak nitrik oksit dondrlerinin diiz kas gevsemesi iizerine
olan etkileri ve bu etkilerde guanilat siklaz enziminin roliiniin arastirilmasi

amaglandu.

Calismamizda kullanilan 20 adet erkek kobay kontrol ve ovalbumin
duyarl olarak iki gruba ayrildi. Deney grubuna ovalbumin, kontrol grubuna salin
enjeksiyonu yapildi.Her iki gruptan elde edilen dokular Krebs-Henselit soliisyonu
iceren 10 ml’lik organ banyosuna kasici ve gevsetici maddeler ile maruz
birakilmak i¢in asildi ve elde edilen yanitlar kontrol ve Ovalbiimin ile

duyarlastirilmig gruplar arasinda karsilastirildi.

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda  karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye
ulastiktan sonra, SIN-1,NOC-18 ve Protoporfirin-9 gevseme yanitlar1 kiimiilatif
olarak alindi. Gevsemeler, Emaks ve pD2 degerleri iizerinden degerlendirildi.
Kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda, deney gruplarinda SIN-1,NOC-18
ve Protoporfirin-9 gevseme yanitlar1 tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna
gore anlaml olarak azaldi. Deney gruplarindan alman gevseme yanitlarinda pD2
degerinde anlamli bir degisiklik olmadigi, Emaks degerlerindeyse anlamli bir

azalma oldugu saptandi

Elde ettigimiz sonuglar, astimda aktivitesi artan inflamatuar NOS’a
(1INOS) bagli olarak fazla miktarda olusan NO’nun, yapisal NOS’u (¢cNOS) inhibe
etmesine ve bunun sonucunda endojen NO’nun azalmasina ve/veya guanil siklaz
enzim miktar ve /veya aktivasyonundaki azalmaya baglh olabilir.iNOS
inhibitorlerinin  kullanildig1 ve guanil siklaz enzim aktivite ve miktarinin
Olgiildiigii daha ileri ¢aligmalar gerek hastaligin patofizyolojisine 1s1k tutmak
gerekse de yeni ilaglarin klinikte kullanilabilirliginin arastirilmasi agisindan

faydali olacaktur.
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ABSTRACT

Asthma pathogenesis is a chronic and inflammatory disease occurring with
the shape of attacks of the air channels’ narrowing. In this research, it have
studied the effects on the planned muscle loosing of the nitric oxide donors as “in
vitro” in trakea preparations isolated from cavies sensitized with ovalbumn and
the role of guanylate cyclase enzyme on these effects.

In our research, twenty ones male cavies, control and as sensitized with
ovalbumin were separated two groups. Ovalbumin was injected to the experiment
group and saline to the control group. The tissues acquired from both of two
groups were hanged up to with 10 milliliter the visceral bath including Kreps-
Henselit solution in order to be exposed with the straining and loosing materials
and the acquired results were compared between control and sensitised with
ovalbumin.

SIN-1, NOC-18 and Protoporfirin-9 loosing results were acquired as
cumulative after isolation treka preparations acquired from the cavies in both of
two groups were strained with carbachol in submaximal consantration and the
tissues reached to the balance. Loosings were evaluated over Emaks and pD2
values. When the control and experiment groups were compared, in the
experiment groups SIN-1, NOC-18 and Proporfirin-9 loosings results reduced
mentionably in all concentration groups relatively in the control groups. In the
loosing results acquired from experiment groups, it was determined not to be any
mentionable change in pD2 values, but Emaks values recorded a mentionable
decrease.

The results we acquired, NO occurring much quantities as related
inflammatory NOS ( iNOS) rising activity in asthma can inhibit structural
NOS(cNOS) and in result of this, it can depend on decrease of endogenous NO
and/or guanylate cyclase enzyme quantity and/or its activation. Next research used
INOS inhibitors and measured guanylate cyclase enzyme activity and quantity
will be beneficial to both lightening up pathophysiology of the disease and

searching usability of new medicines in the clinic.
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BOLUM I
GIRIS VE AMAC

Ulkemizdeki Toraks Dernegi Astim Calisma Grubu tarafindan 1996 ve 2000
yillarinda hazirlanan "Ulusal Astim Tan1 ve Tedavi Rehberi"’ne gore; kronik hava yolu
inflamasyonu ile olusan brons hiperreaktivitesi ve nobetler seklinde Oksiirtik, dispne,
hisiltly/hiriltih solunum, gogiiste sikisma yakimalarinin bir veya birkaci ile seyreden,
yaygin, degisken, genellikle geri doniislii havayolu obstriiksiyonu olarak ifade
edilen astim (69), diinyada her yastan bireyi etkileyebilen ciddi bir halk sagligi
sorunudur. Ayrica kontrol altmma alinmadiginda giinliikk yasami ciddi sekilde
sinirlandirabilen ve bazen 6liimciil olabilen bir hastaliktir. Erken tani1 konulmasi
ve uygun tedavinin baglatilmasi durumunda, hastaligin getirecegi sosyoekonomik
ylikte anlamli bir azalma saglanabilecegi, hastalarin yasam kalitesinin

artirilabilecegi diisiiniilmektedir (25).

Hava yollarinda, kolinerjik, o-adrenerjik, eksitator nonadrenerjik
nonkolinerjik (eNANK) olmak iizere bronkokonstriiksiyona neden olan ii¢ ndral
sistem ve [P-adrenerjik ve inhibitdr nonadrenerjik nonkolinerjik (iNANK)
bronkodilatasyona yol agcan mekanizmalar oldugu belirtilmektedir. Proksimal
hava yollarinda agirlikli olarak iNANK noral sisteminin aktif olarak mevcut
oldugu ve bu sistemin insan hava yollarindaki tek endojen bronkodilator sistem

oldugu ifade edilmektedir (7).

Yapilan bazi c¢aligmalar nitrik oksitin (NO), iNANK’in norotransmiteri
olarak davrandigimni ve bu sekilde de hava yollarindaki gevsemeye katkida
bulundugunu bildirmektedir. Immunohistokimyasal ¢alismalar ile ndronal nitrik
oksit sentazin (nNOS), kobay ve insan solunum yollar1 sinirlerinde lokalize
oldugu gosterilmistir. NOS immunoreaktivitesi gosteren sinirlerin solunum
yollarinin damarlarinda, diiz kas hiicrelerinde ve lamina propriada bulundugu

belirtilmektedir (21).

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligi ile L-Arginin’den sentezlenir.

NOS enziminin yapisal (constitutive) ve indiiklenebilir (inflamatuvar) NOS olmak tizere



2 izoformu bulundugu belirtilmektedir. cNOS hiicrelerde bazal diizeyde bulunmaktadir
ve olusturdugu NO ile guanil siklazi aktive ederek fizyolojik olaylar1 regiile eder.
Kortikosteroidden etkilenmedigi ifade edilmektedir. Endotelde bulunan endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) ve noronlarda bulunan nNOS alt tipleri vardir. iNOS ise
bazi uyaranlardan (TNFa, IFNy, IL-1, endotoksin gibi) sonra yapilip aktivasyon kazanr.
Kortikosteroidlerle iINOS'a bagli NO yapiminin azaltilabilecegi belirtilmektedir
(38).

Astimh hastada; inflamatuvar hiicrelerden agiga c¢ikan sitokinler ile iNOS
transkripsiyonun oldugu ve buna baglhi NO’nun yiiksek konsantrasyonda
sentezlendigi, sonu¢ olarak cNOS'un inhibisyonuna ve guanil siklazin
duyarsizlagmasma neden olup, bronkodilatér yanit1 ortadan kaldirabilecegi

belirtilmektedir (76).

NO’nun solunum sistemindeki ve astim gibi bazi solunum sistemi
rahatsizliklarindaki etkisini arastirmaya yonelik ¢esitli in vivo/in vitro deneyler
yapilmistir. Bununla birlikte NO’nun hastaligin patofizyolojisi ile baglantisinin
siipheli oldugu ve yarar/ zarar dengesinin kesinlik kazanmadig: ifade edilmistir.
cNOS’a bagl olarak bazal seviyede iiretilen NO bronkokonstriktor stimulusa
kars1 koruyucu bir etki gosterirken, iNOS’a bagl olarak asir1 miktarda iiretilen
NO’nun tam tersi etki gosterdigi ve iNOS inhibisyonun astimda goriilen allerjik

inflamasyon tizerine etkisinin halen arastirilmakta oldugu belirtilmektedir (56).

Bu calismada ovalbuminle duyarlastirilan kobaylardan izole edilen trakea
preparatlarinda in vitro olarak nitrik oksit dondrlerinin diiz kas gevsemesi lizerine
olan etkileri ve bu etkilerde guanilat siklaz enziminin roliiniin arastirilmasi

amaglandu.



BOLUM 2
GENEL BiLGILER
2.1. Astim

2.1.1.Tanmim

Astim birgok hiicre ve hiicre bileseninin rol oynadig1 kronik ve inflamatuar
bir hava yolu hastaligidir (26, 16, 43). Hava yollarindaki inflamasyon, duyarl
bireylerde nobetler halinde gelen Oksiiriik, nefes darligi, hisiltili solunum ve
gogiiste sikisma gibi semptomlara yol acar. Bu ataklar genellikle kendiliginden
veya tedaviyle geri doniislii olabilen degisken hava yolu obstriiksiyonu ile

karakterizedir (75, 19).

Kronik inflamasyon brons mukozasinda yapisal degisikliklere yol acarak
hava yollarinin nonspesifik uyarilara olan duyarliliginin artmasma neden olur.
Saglikli bireyleri etkilemeyen kii¢iik wuyarilar bu bireylerde belirgin
bronkokonstriiksiyona neden olur. Bu durum brons asir1 duyarliligit olarak

tanimlanir (75, 19, 13).

2.1.2. Epidemiyoloji

Astim tiim diinyada biitiin irklarda goriilebilen bir hastaliktir. Yetiskinlerde
prevalans verileri ¢cok farklhidir ve genel olarak artma egilimindedir. Astimdaki
artisin genetik degil cevresel faktorlere bagli oldugu diisiiniilmektedir. Astim
prevalansi diinya iizerinde tlilkeden {ilkeye ve hatta ayni lilkenin bir bolgesinden,
diger bir bolgesine gore farkliliklar gosterir. Goriilme siklig1 Eskimolar, Gliney
Dogu Asya’da %I1’den diisiikken, Yeni Zelanda ve Avustralya’nin bazi
bolgelerinde %20°nin iizerine ¢ikabilmektedir. Degisen yasam kosullari, ¢cevre ve
hava kirliligi, ¢ocukluk doneminde gecirilen enfeksiyonlar, giderek daha c¢ok
kapali ortamlarda yasanmasi, giinlik yasamda azalan egzersiz, sigara, diyet
aliskanliklarindaki degisiklikler veya belki heniiz tam olarak agiklanamamis
genetik faktorler bu farkliliktan sorumlu tutulmaktadir. Diinyada yaklasik olarak
150 milyon astim hastas1 oldugu tahmin edilmektedir (39). Ulkemizde ilkokul

cagindaki cocuklarda astim prevalanst %3,8-%16,4 arasinda degismekte olup



ortalama %10’dur. Eriskinlerde astim prevalans arastirmalar1 diinyada ve
iilkemizde c¢ok daha azdw. Eriskinlerdeki prevalans %2,1-%7,6 arasinda
degismekte olup ortalama %3,6 civarindadir. Bu, ¢ocuklarm astim prevalansinin
iicte biridir (46). Astim prevalansi, morbiditesi ve siddeti yas donemleri ile
degisen bir cinsiyet farkliligi gostermektedir. Bebeklik doneminde erkeklerde
kizlara gore iki kat daha sik iken, pubertede bu oran esitlenir. 20 yasin iizerindeki
kadinlarda astim prevalans ve morbiditesi erkeklere gore daha fazladir (46).
Astimda mortalite seyrektir. Ancak mortalite son birka¢ dekadda artmistr. WHO
(World Health Organization) verilerine gore diinyada her yil astima bagli 250 000
Olim vakasi goriilmektedir. Astim morbiditesi yasam kalitesi, saglik hizmeti,
astim siddeti, ila¢ kullanimi, tedavi maliyeti, prevalans ve insidans gibi c¢esitli

faktorlerden etkilenmektedir (80).

2.1.3. Etyoloji

Astim hastaligima yol acan risk faktorleri, a) hastaliginin gelismesine yol
acan ve b) semptomlar1 tetikleyenler olarak ikiye ayrilmakla birlikte, bazilar1 her
ikisine de sebep olabilir. Konak faktorleri birinci gurupta yer alirken, ikinci
gurubu daha ¢ok cevresel faktorlerin olusturdugu ifade edilmistir (Tablo 1) (8).
Risk faktorlerinin astim gelismesini ve ortaya ¢ikmasini saglayan mekanizmalar1
karmasik ve birbirleriyle etkilesim i¢indedir. Ornegin astima yatkinligin, genlerin
hem diger genlerle, hem de cevresel faktorlerle olasi etkilesimi sonucunda
belirlendigi ifade edilmektedir (58). Ayrica bagisiklik sisteminin olgunlagsmasmin
ve yasamin ilk yillarinda enfeksiyon ile karsilagma zamanmin, genetik yatkinligi

olan bireylerde astim riski agisindan 6nemli oldugu belirtilmistir (25).



Tablo 1: Astim Hastahigina Yol A¢an Risk Faktorleri

KONAK FAKTORLERI

CEVRESEL FAKTORLER

*Genetik faktorler

(Atopi gelismesine yatkinlik yaratan
genler, hava yolu asir1 duyarliliginin
gelismesine yatkinlik yaratan genler)
*Obezite

*Cinsiyet

* Alerjenler
— Ev ici: ev i¢i akarlari, kiirkli

hayvanlar  (kopek, kedi, fare),
hamambdcegi alerjeni, mantarlar, kiif,
mayalar

— Ev dis1: polen, mantar, kiif, maya

* Enfeksiyonlar (6ncelikle viral)

* Mesleksel duyarlilastiricilar

* Sigara dumani

— Pasif igicilik

— Aktif icicilik

* Ev digv/ev i¢i hava kirliligi

* Beslenme

2.1.3.1. Konak Faktorleri

Genetik faktorler: Astimin kalitsal bir bileseni vardir ama basit degildir.

Gilincel veriler, astim patogenezinde birden ¢ok genin yer alabildigini ve farklh

etnik gruplarda farkli genlerin sorumlu olabilecegini géstermektedir (34).

Atopi astimda bilinen en onemli risk faktoriidiir. Atopik kisilerde astim

riski non-atopiklere gére 10-20 kat daha fazladir. Atopik dermatitli ve alerjik

rinitli hastalarda astimmn % 40-70 gibi yliksek oranlarda goriilmesi, atopinin

onemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (78).

Genetik faktorlerin astim gelisiminde risk faktorli olmasinin yanisira, bazi

genlerdeki polimorfizimlerin astimin siddetini ve B-adrenerjik agonist ve

antilokotrien gibi 1ilaclarin tedavideki basar1 derecelerini etkileyebildikleri

belirtilmektedir (77).




Cinsiyet: Erkek cinsiyet, cocuklarda astim i¢in bir risk faktoridiir.
Cocuklar biiylidilkce bu fark azalir ve erigkinlik caginda astim prevalansi
kadinlarda erkeklerden daha yiiksektir. Cinsiyete bagli bu farkliliklarin nedeni
acik degildir. Ancak akciger boyutlarmin dogumda erkek c¢ocuklarda kiz
cocuklardakinden daha kiigiik oldugu, eriskinlik ¢caginda bu durumun tersine

dondiigi belirtilmektedir (53).

2.1.3.2. Cevresel Faktorler

Allerjenler: Ev ici ve ev dis1 alerjenlerin astim alevlenmelerine neden
olabildigi iyi bilinmekle birlikte, bunlarin astim gelisimindeki rolleri hala tam
olarak anlagilamamistir. Alerjen maruziyeti ile ¢ocuklarin duyarlilagmasi arasinda
dolayli bir baglanti oldugu ve bunun alerjenin dozuna, maruziyet siiresine,
cocugun yasma ve olasilikla genetik faktorlere bagh oldugu ifade edilmektedir

(25).

Enfeksiyonlar: Hastaneye yatirilan ve RSV oldugu belgelenen ¢ocuklarda
yapilan uzun siireli ileriye yonelik birka¢ ¢alismada, bu hastalarm yaklasik %
40’nda hisiltili solunumun devam ettigi veya ge¢ ¢cocukluk ¢agi astiminin ortaya

ciktig1 bildirilmektedir (67).

Sigara: Sigara kullanimimin astimli hastalarda akciger fonksiyonunun
azalmasini hizlandirdigi, astimin siddetini artirdigi, hastalar1 inhale ve sistemik
glukokortikosteroid tedavilerine daha az yanit verir duruma getirdigi ve astimin

kontrol altina alinma olasiligin1 azalttig1 belirtilmektedir (4).

Beslenme: Islenmemis gida alimmin artmasinm, antioksidan (meyve ve
sebze seklinde) aliminin azalmasmin, n—6 c¢oklu doymamis yag asidi alimmin
(margarinlerde ve bitkisel yaglarda bulunur) artmasimin, n—3 ¢oklu doymamis yag
asidi alimmin (balikyaginda bulunur) azalmasi gibi beslenme tarzinin, astim ve
atopik hastalik sikhiginda meydana gelen artisa katki saglayabilecegi
belirtilmektedir (14).



2.1.4.Astim Patogenezi

Astim hastaligimin temelinde yatan olay, hava yollarinin kronik

inflamasyonudur.

Astim etiyolojisi ve patogenezi Tablo-1’de ana basliklar halinde

Ozetlenmistir (73).

Astim kalitsal bir hastaliktir. Genetik 6zellikler tek basma ele alindiginda
genel olarak astim %5—10 oraninda goriilirken, anne veya babadan birinin astimli
olmas1 durumunda bu oran %20-30’a yiikselmekte, anne ve babanm her ikisinin
astimli olmast durumunda ise %60- 70 gibi olduk¢a yiiksek rakamlara

ulasmaktadir (39,46).

Ailesinde astim ve atopi Oykiisii olan bebeklerde, intrauterin donemde ve
yasamin ilk yillarinda karsilastiklar1 ¢evresel faktorler bebegin astim fenotipine
programlanmasina neden olmaktadir (73). Son yillarda atopinin maternal kalitim
modeli izledigi One siirlilmiistiir. Atopik annelerin bebeklerinde kord kani total
IgE diizeyinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (57). Cocukluk doneminde
enfeksiydoz ajanlara yetersiz maruz kalma, astim ve alerjik hastalik gelistirme
riskini artirmaktadir. Hijyen hipotezine gore viral veya bakteriyel enfeksiyonlar,
enfeksiyonlara kars1 gecikmis tipte asir1 duyarlilik seklinde yanit olusturan Thl
bagisiklik yanitini1 uyararak, atopik reaksiyonlardan sorumlu olan Th2 bagisiklik

yanitini baskilayabilmektedir (68).
Bronsial astimin tanimda belirtildigi gibi 3 6zelligi vardir:
1. Kronik hava yolu inflamasyonu
2. Bronsial hiperreaktivite

3. Hava yolu inflamasyonu

2.1.4.1. Hava Yolu inflamasyonu

Inhalasyon yolu ile alman ve bronsial mukozaya ulasan antijenler, antijen
sunan hiicreler (Antijen Presenting Cell) (APC) tarafindan alinir ve peptidlere

parcalanir. MHC class II (Major Histocompatibility Complex) doku uyum antijeni



ile CD4 (+) T lenfositlerine sunulur. CD4 (+) T lenfositler, T hiicre reseptdrleri
(TCR) ile sunulan antijeni algilayip aktivite kazanirlar, Thl ve Th2 olmak tizere
iki ayr1 gruba diferansiye olurlar (23). Astimda kronik iltihabi reaksiyonun
sirdiiriilmesinde ve kontroliinde aktive T helper lenfositlerin 6nemi biiyiiktiir.
Th1’ler hiicresel sitotoksisite, Th2’ler IgE sentezinin yonetiminden sorumludur.
Th2’ler 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ile IgE sentezini artwrir (23). IL-3,
GMCSF, TNF-a her iki Th alt grubunda da yapilir. IL4 ve IL-9 mast hiicre
maturasyonunda rol alirken, GM-CSF, 1L-3, IL-5 eozinofillerin diferansiyasyon
ve maturasyonunda, IL—6 eozinofil ve mast hiicrelerin aktivasyonunda dnemlidir.
IL4 ve IL-13, B lenfositlerden IgE olusumunu aktive eder. Astimli hastalarin
mukoza biyopsi ve lavaj incelemelerinde brons mukozasinda Th2 lenfositlerin
arttig1 farkli calismalarda gosterilmistir. Th2 inflamasyonun modiilasyonundan
sorumlu hiicrelerdir. Th2 kaynakl sitokinlerden IL—4 ve 1L—13, normal kosullarda
IgG ve IgM iireten B lenfositleri uyararak bu hiicreleri IgE sentezine yoneltirler.
IL—4 ve 1L—13 atopinin ortaya ¢ikisinda rol alan sitokinlerdir. Th2 kaynakl diger
sitokinler olan IL-5, IL-3 ve GMCSF ise eozinofil maturasyonu, inflamasyon
bolgesinde birikmesi, aktivasyonu ve yasam siirelerinin uzamasini saglayarak
astimda hava yollarinda olusan eozinofilik inflamasyonda 6nemli rol oynarlar

(Sekil-1) (73).

Th2 lenfositlerin uyaris1 ile B lenfositlerden asir1 miktarda IgE
sentezlenmeye baslamasi artik kisinin sensitize oldugunu gosterir. Serum total ve
spesifik IgE diizeyleri ¢ok yiikselmistir. Duyarlanmis bu kisilerin alerjen ile
yeniden temas1 mast hiicrelerin degraniilasyonuna neden olur. Mast hiicrelerinden
sentezlenip sitoplazmik graniillerde depolanan histamin, triptaz gibi mediatorler
hiicre dismna c¢ikarken, IgE uyarist ile 16kotrien ve prostaglandinler gibi yeni
mediatorler de sentez edilir. Mast hiicre kaynakli bu mediatorler brons
mukozasinda vazodilatasyon, 6dem, mukus sekresyonu ve bronkospazm
olusturarak astimli hastalarda akut ataklara neden olurlar. Brons mukozasinda
sayilar1 ve aktiviteleri artmis olan mast hiicreleri ve Th2 lenfositlerden agiga ¢ikan
sitokinler mukozaya eozinofillerin go¢iine neden olurlar (37). Sitokinlerin (IL-5)

uyarist ile kemik iliginde diferansiye olup matiirasyonunu tamamlayan



eozinofiller dolasima gecgerler. Eozinofiller yiizeylerinde yapisal olarak bulunan
L-selektin ve Sialyl-Lex araciligi ile endotelde beliren E-selektine baglanirlar.
Selektinler eozinofillerin kapiller endotele zayif ve geri doniisiimlii baglar ile
baglanmasina neden olur. Endotele sikica baglanip, inflamasyon bdlgesine tutulan
eozinofiller adezyon molekiilleri aracilig1 ile endoteli gegerek interstisyel dokuya

gelirler (Sekil 2) (73).

Kronik inflamasyon ve akut inflamatuvar ataklar sonucunda brons
mukozas1 zedelenir. Olusan bu zedelenmeyi onarmak amaciyla; subepitelyal
fibrozis, brons diiz kas hipertrofisi ve hiperplazisi, yeni damar olusumlar1 ve
goblet hiicre hipertrofisi gibi kalic1 yapisal degisikler (remodelling) ortaya ¢ikar
(sekil 3) (74). Th2 yoniinde farklilasma ve atopi gelisiminde cevresel faktorlerin
yan1 sira genetik etkenler de Onemli rol oynamaktadir. Benzer hava yolu
inflamasyonuna karsin diger hastaliklarda brons hiperreaktivitesi olusmazken
astimda brons asir1 duyarliligmmin ortaya ¢ikmasi sadece atopinin degil astimli
hastalarda hava yolu duyarliligi, brons mukoza yapis1 ve fonksiyonlarmin da

genetik kontrol altinda oldugunu gostermektedir.

2.1.4.2. Brons Asir1 Duyarhhg

Bronsial hiperreaktivite, duyarlilig1 artan hava yollarinin saghkli kisileri
etkilemeyecek kadar kiiciik uyarilar karsisinda bile asir1 bronkokonstriiktor yanit
vermesidir. Brons asir1 duyarliligini 6lgmek i¢in histamin ve metakolin gibi direk
uyaranlarla yapilan teste ise bronkoprovokasyon testi denir. Kronik hava yolu
inflamasyonu, brons ¢apinda daralma ile birlikte, brons epitel yikimma da neden
olarak bronsial asir1 duyarliligin olusmasinda rol oynar. Epitel biitiinliigiiniin
bozulmasi1 sonucu myelinsiz duyu sinirlerinin uclar1 agiga cikar. Toz, duman,
stilfiirdioksit gibi nonspesifik uyarilar bu duyu sinirlerine ¢ok daha kolay ulasirlar
ve kolinerjik afferent uyariy1 olustururlar. Vagal sinir ile gelen efferentlerle olusan
akson refleksi brons diiz kasinin kasilmasma yol agar. Epitel harabiyeti ile brons
diiz kas tonusu artar. Kronik inflamasyon ve yapisal degisikler sonucu bronslar
asir1 duyarl hale gelir ve hava yollar1 kiigiik uyarilarla bile daralabilme 6zelligi

kazanir (74).
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2.1.4.3. Hava Yolu Obstriiksiyonu

Astimli  hastalarda hava yolu obstruksiyonu; tetikleyici ajanlarla
karsilasma sonrasi gelisen akut bronkokonstriiksiyon, mukoza 6demi, mukus

tikaclar1 ve hava yollarindaki yapisal degisikliklere bagli olarak gelismektedir

GENETIK FAKTORLER GCEVRESEL FAKTORLER

BRONSIAL HIPERAKTIVITE —/——— Yapisal degisiklikler (remodeling)

ﬂ Hawva Yolu Obstriksivonu

TETIKLEYICILER /

Semptomliar

Sekil 1. Astim Patogenezi (76)

Bazal membran
altinda kalinlasma

Sal Iz kas
Salg

bezlerinde hiperrrofisi
hiperplazi

Vazodilatasyon

Mukozi ve

Epitel
d"-'--\k!.!al;'l'l'.tﬁ','unu Mﬂ"“ﬂ!ktl:& 11-.':11.”
Mukus nkag v bl re

infiltrasvonu

Sekil 2: Astimda hava yolu patolojisi (17)
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2.2- NiTRIK OKSIT

2.2.1. Tanim ve Tarihce
Nitrik Oksit

Atmosferde, bakteriler, asid yagmurlari, egzos gazlar1 ve sigara dumant,
cevre kirlenmesine neden olan, reaktif nitrojen oksitleri tretirler. Bu reaktif
nitrojen oksitler, ayn1 zamanda karsinojenik etki de olusturabilirler. Atmosferde
kirletici bir gaz olarak bilinen nitrik oksitin, memeli hiicrelerinde sentezinin

gosterilmesi, bir¢ok biyolojik arastirmalarda 6nemli bir stireci baglatmustir (5, 54).

Bir azot ve bir oksijen atomu igeren esterlesmemis bir elektrona sahip olan
NO, renksiz gaz yapisinda, kii¢iik, yiiksliz ve lipofil bir molekiildiir. Bilinen en
diisiik molekiiler agirlikl, memeli hiicresi sekresyon {irliniidiir. Dayaniksiz bir
molekiildiir. 3-5 saniye gibi c¢ok kisa bir yar1 Omre sahiptir. Biyolojik
membranlardan ¢ok kolay difiize olabilir (5, 2). Lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz
ortamda oldukcga stabildir ve suda erir (55, 61). Diisiik konsantrasyonlarda iken

toksik degildir ve bircok 6nemli fizyolojik islevin ger¢eklesmesinde rol alir.

Tarihsel gelisimi

Amerika Birlesik Devletleri New York Downstate Universitesi
Farmakoloji boliimiinden Furchgott ve Zawadski (22) ilk olarak 1980 yilinda
tavsan aortik damar seritlerinde noradrenalin, fenilefrin veya baska bir kasici
agonistle submaksimal (maksimal kasilmanin % 60-70°1) bir kasilma sagladiktan
sonra ortama asetilkolin (Ach) ilavesi ile gevsemelerin olustugunu gosterdiler. Bu
gevsemenin endotelyuma bagimli oldugunu ve bu etkiden endotelyumdan diiz
kasa gecebilen non prostanoid labil bir maddenin sorumlu oldugunu ileri stirdiiler.
Bu hazirlanan gevseme izole aort halkalarinda endotel mevcutsa olmakta, ancak
endoteli alindiktan sonra gevseme kaybolmakta veya kasilmaya doniismekteydi.
Bu nedenle bu faktor “Endotelium Derived Relaxing Factor’’(EDRF) olarak
adlandirilmis ve EDREF ile olan arastirmalar hiz kazanmistir. Baglangigta EDRF,
arasidonik asitin lipooksijenaz yolundaki ara iirlin olarak degerlendirilmistir. 1987

yilinda ise, Ignarro ve arkadaslar1 (36) ile Palmer ve arkadaslar1 (51) ayr1 ayri
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yaptiklar1 ¢calismalarda, EDRF' yi damar endotelinden izole etmisler ve bu yapinin
dominant kismmim NO oldugunu tespit etmislerdir. Palmer ve arkadaslari, EDRF
ile ilgili yaptiklar1 arastirmada, bu molekiiliin yar1 dmriiniin ¢ok kisa oldugu,
aktivitesinin saniyeler i¢inde olusup, bir baska forma doniiserek sona erdigi
goriilmiis ve bu yapmin NO oldugu distniilmistiir. 1988 de Moncada ve
arkadaslari, EDRF ile NO’nun ayni bilesik oldugunu gostermislerdir. Bu
calismalarda NO’nun L-Argininden sentezlendigi goriilmiis ve reaksiyonu
gerceklestiren enzime nitrik oksit sentaz (NOS) ad1 verilmistir. NO, 1992 yilinin
Aralik ayinda, Amerika' da ’Science’” dergisi tarafindan yilm molekiilii
secilmistir. Furchgott, Ignarro ve Murad 1998’de NO ile ilgili calismalariyla

Nobel odiilii almistir.

2.2.2. Biyosentezi

NO, L-arjininden; sitokrom p—450 rediiktaz homologu olan, NOS olarak
bilinen enzim ailesi tarafindan, birbirinden bagimsiz iki monooksijenizasyon
reaksiyonu ile sentezlenir. Yan iirlin olarak L-sitriillin olusur. Normalde L-Arjinin
seviyesi stirekli salinan NO sentezi i¢in yeterlidir. Bu reaksiyonun yan {iriinii olan
L-sitriillin, bir azotla birleserek tekrar L-Arjinine doniisiir ve bu suretle de L-
Arjinin temin edilmis olur (44, 50). L-Arjinin’den NO sentezinde, nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADP), kalmodulin, oksijen ve dort kofaktore (hem,
FMN=flavin mononiikleotid, FAD=flavin adenin diniikleotid ve
BH4=tetrahidrobiyopterin) gereksinim duyuldugu anlasgimistir (54, 41, 40, 45)
(Sekil 2.10).
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L-£41:jf;1 in Sitriilin

NADPH | > NADP+

FMN
FAD
BH{
Ca++/CAM

02 NO

L-arjinin Sitriilin

Sekil 3. NO biyosentezi NOS: nitrik oksit sentaz; FMN: flavin
mononiikleotid; FAD: flavin adenin diniikleotid; BH4: tetrahidrobiopterin;
CAM: kalmodulin.

NO salmmmma birgok etken neden olmaktadir bu nedenlerden bazilari
sunlardir: Asetilkolin, histamin, adrenalin, serotonin, vazopressin, bradikinin,
prostasiklin, VIP, P maddesi, kalsitonin geni ile iliskili peptid, insulin, alfa -
adrenerjik reseptorler, kalsiyum iyonoforlari, akima bagli siirtiinme stresi,
pihtilasma sirasinda olusan trombin, trombosit agregasyonu smrasinda aktive

edilen trombositlerin saliverdikleri ATP ve ADP, oksitosin ve PAF.

2.2.3.Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlar

Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin iki temel izoformu

bulunur:
a) konstitiitif (cNOS)
b) indiiklenebilir (iNOS)

Iki gesit konstitiitif enzim bulunmaktadir. Bunlardan birisi endotelyal NOS
(eNOS), digeri néronal NOS (nNOS)'dur. eNOS agirlikli olarak zarsal bir
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enzimdir ve endotel kaynakli gevseme faktoriinin (EDRF) sentezinden
sorumludur. eNOS, iki globuler protein molekiiliinden olusmaktadir (rediiktaz ve
oksijenaz segmentleri). Bu iki segment esnek protein yapisi ile birbirine
baglanmistir. Oksijenaz segmenti, NO {iretimi i¢in gerekli olan katalitik
merkezden olusur. L-arjinin, tetrahidrobiopterini (BH4) baglar. Rediiktaz
segmenti, NO sentezi icin NADPH’a baglanarak dehidrojenasyonu katalize etmek
icin gerekli olan elektronlar1 iiretir. Elektronlar esnek protein yapidan oksijenaz
segmentine transfer edilir. Bu elektron transferi kalmodulinin (CAM), esnek
protein pargasindaki spesifik baglanma bolgesine kalsiyum aracilifiyla

baglanmasiyla aktive edilir (42).

nNOS, MSS ve noronlarda haberci molekil olarak kullanilan NO
sentezinden sorumludur. Konstitiitif enzimlerin aktiviteleri mutlak olarak Ca'"
/kalmodulin bagimlidir. NOS enzimlerinin indiiklenebilir olan izoformu (iNOS,
NOSIII) alt birim olarak kalmoduline ihtiya¢ duyar. Aktivitesi igin Ca" ’a ihtiyac
yoktur. iNOS enziminin sentezini lipopolisakkaritler gibi cesitli bakteriyel tirtinler
ile inflamatuar sitokinler indiklerler (INF-y, IL-1, IL-2, TNF-a gibi). iNOS
sadece fagositik lokositlere 6zgli olmayip uygun indiiksiyonla tiim g¢ekirdekli
hiicreler tarafindan sentezlenebilir. NOS enzimlerinin aktiviteleri tamamiyla
koenzimlere bagimlidr ve NO sentezini katalizlemeleri icin dimer yap1
olusturmalar1 gerekir. Bu enzimler alt birim basma FAD, FMN ve THB’e
gereksinim duyarlar (51) (Tablo 2.6).
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Tablo 2. Nitrik oksit sentezleyen enzimler ve temel 6zellikleri

NOS Salimim Kaynak Regiilasyon NO miktan
izoenzimi
nNOS Devamli Sinir hiicreleri Kalsiyuma bagimli Diisiik
(pmol)
iNOS Uyarildiginda | Makrofaj, damar diiz Sitokinler, endotoksin | Yiiksek
kas1, damar endoteli, ve oksidanlar (nmol)
miyokard, endokard, tarafindan indiiklenme
hepatosit, immiin
hiicreler, hava yolu
epiteli
eNOS Devaml Vaskiiler, endotel Kalsiyuma bagimli Diisiik
hiicreleri, trombositler, (pmol)

miyokard ve endokard,
mast hiicreleri,
notrofiller

2.2.4. Nitrik oksit etki mekanizmasi

NO endotel hiicresi tarafindan sentezlendikten sonra diflizyonla diiz kas

hiicrelerine gecerek guanilat siklazi aktive edip cGMP seviyesini arttirir. cGMP

diiz kas hiicresi i¢indeki cGMP bagimli protein kinazi aktive eder. Bunun

sonucunda potasyum kanallar1 fosforile, Ca™ kanallar1 hiperpolarize olur. Hiicre

ici Ca™ miktar1 azalir ve bu da diiz kas hiicresinde gevsemeye yol agar. NO,

cGMP yolundan baska sodyum ve potasyum kanallarini dogrudan aktive ederek
de vazodilatasyona katkida bulunur (51, 42, 6) (Sekil 2.11).
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Sekil 4. Nitrik oksit etki mekanizmasi

2.2.5.Nitrik Oksit Fonksiyonlar

Nitrik oksit; kardiyovaskiiler sistem, santral sinir sistemi, gastrointestinal
sistem, lirogenital sistem, immun sistem ve solunum sisteminde bir¢ok olayda rol

almaktadir.

2.2.6.Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

NO, solunum sisteminde epitel hiicresinde, solunum yolu sinirlerinde,
inflamatuvar hiicrelerde (makrofajlar, no6trofiller, mast hiicreleri), damar
endotelinde, diiz kas hiicrelerinde, Tip II alveolar hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde
sentezlenmektedir. Ayni zamanda son c¢alismalarda insan akciger epitel
hiicrelerinde iINOS’un yapisal ekspresyonunun mRNA ve protein diizeyinde
gosterildigi belirtilmektedir. NO, solunum sisteminde solunum yollar1 tonusunu,
brongiyal sirkiildsyonu, mukus ve elektrolit sirkiilasyonunu ve hava yollar1

noronal aktivitesini regiile etmektedir (1).

Hava vyollarinda, kolinerjik, alfa-adrenerjik, eNANK olmak {izere
bronkokonstriiksiyona neden olan {i¢ noral sistem ve beta—adrenerjik ve

INANK’1n ise bronkodilatasyona yol acan noral sistemler oldugu belirtilmektedir.



17

Proksimal hava yollarinda agirlikli olarak iNANK noral sisteminin aktif olarak
mevcut oldugu ve bu sistemin insan hava yollarindaki tek endojen bronkodilator
sistem oldugu ifade edilmektedir. NO, tipki vazodilator etkisi gibi bronkodilator
etkiye de sahiptir. Bu etkisini, dogrudan brons diiz kas hiicresi i¢indeki cGMP
oranini artirarak ve dolayli olarak da iNANK ndronlarin bir ndrotransmiteri olarak
gostermektedir (7). Son yillarda NO’nun iNANK’in norotransmiteri olarak
gevseme olaymna katkida bulundugunu destekleyen bazi calismalar yapilmistir.
Immunohistokimyasal ¢alismalar ile nNOS’un kobay ve insan solunum yollar:
sinirlerinde lokalize oldugu gosterilmistir. NOS immunoreaktivitesi gdsteren
sinirlerin solunum yollarmin damarlarinda, diiz kas hiicrelerinde ve lamina propria

tabakasinda bulundugu belirtilmektedir (21).

Solunum havasinda NO’nun (saglikli bireylerde 5-10 ppb) ve
bronkoskopik lavaj ve indiiklenmis balgam Orneklerinde NO metabolitlerinin
saptanmis olmasi, NO’nun hava yollarinda sentezlendigini gosteren bulgulardir
(65). Gruetter ve arkadaslar1 nitrovazodilatorlerin sigir izole solunum yolu diiz
kasinda guanilat siklazi aktive ederek ve cGMP diizeylerini artirarak gevseme
olusturdugunu gostermislerdir (29). Anestezi altindaki kobaylarda metakolin ile
saglanan bronkokonstriksiyonun inhale edilen NO ile konsantrasyona-bagimli (5—
300 ppm) bir sekilde azaldigi belirtilmektedir (18). Bununla birlikte NO’nun
yiiksek konsantrasyonlarmmn ise (300 ppm) bazal tonusda wufak bir
bronkodilatasyon olusturdugu gosterilmistir. Anestezi altinda ve mekanik olarak
ventile edilen tavsanlarda solunum havasma eklenen 80 ppm NO’nun
nebulizasyonla uygulanan metakolin’in olusturdugu rezistans artigini1 6nledigi
fakat pulmoner kompliyansda bir degisiklik olusturmadigi gdosterilmistir. Bu
sonuclarin NO’nun kiigiik solunum yollarina gére, daha biiyiik solunum yollarinda

kasilma yanitlarin1 6nledigini diistindiirdiigii ifade edilmistir (33).

NO’in akcigerde yaptig1 yararl ve zararh etkiler Tablo 3’de gdsterilmistir.
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Tablo-3: Nitrik oksitin akcigerdeki fonksiyonlar (20)

Yararh Etkiler

Zararh Etkiler

1. Bronkodilatasyon
2.Arteriyel vazodilatasyon
3. Mukosiliyer klirensin
diizenlenmesi

4. Savunma sistemleri:
Bakteri, viriis ve

parazitlere toksik etki

1. Semptomlarda ve hava yolu obstriiksiyonunda artisa neden
olan inflamatuvar yanit

2. Bronsiyal vazodilatasyon, astimli hastalarda goriilen hava
yolu hiperemisi

3. Postkapiller veniillerdeki kan akimini arttirarak hava
yollarinda 6dem

4.  Pulmoner damarlardaki  vazodilatasyona  bagl
ventilasyon/perflizyon dengesizligi

5. Dogrudan veya submukozal bezlerdeki kan akismi
artrrarak mukus sekresyonunda artig

6. T-helper 2 (Th2) aktivasyonunda dolayl artisa bagh olarak
astmatik inflamasyonda artis

7. Hava yollarinda inflamatuvar hiicrelerce olusturulan
siiperoksit anyonlar1 ile birleserek peroksinitrit iyonlar1

olusturmasi

2.2.7.Nitrik OKksit ve Astim

Astimda exhale edilen NO seviyesi arttig1 ve NO Ol¢limiiniin inflamatuar

progesi tespit i¢cin non-invasif bir yontem olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir

(56). Astiml1 hastalarda hava yollarinda iNOS enzim salmiminin ve buna bagh

NO miktarinin arttigr ve steroid tedavisiyle bunun normale dondiigii bir¢ok

calismada gosterilmistir (3). Miktart artan NO’nun, cNOS’un inhibisyonuna ve

guanil siklazin desensitizasyonuna neden olup, bronkodilatator yanit1 ortadan

kaldirdig1 belirtilmektedir (24).
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NO O6lglimiiniin astim hastalarinda sagladigi faydalardan biri subklinik
formlarin saptanip steroidle tedavi edilmesi ve klinik olarak hastalik tablosunun
ortaya cikmasinin Onlenmesiyken, bir diger faydasi da tedaviye yanitin

degerlendirilip gereksiz yere yiiksek doz ila¢ aliminin 6niine ge¢mis olmasidir (3).

NO, siiperoksit radikali (O,-) ile hizl1 bir sekilde etkilesir ve siiperoksitten
daha gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO-) olusumuna neden olur. O,-
‘den peroksinitrit olusumu ile, SOD araciligi ile H,O, olusumu arasinda bir
yarisma s6z konusudur. Fizyolojik kosullarda peroksinitrit olusumunun ihmal
edilebilir diizeyde oldugu belirtilmektedir. Dolayisiyla eNOS’tan fizyolojik
kosullarda tretilen NO’nun, SOD’un fizyolojik konsantrasyonlarinin varliginda
antioksidan, brons ve damar diiz kas gevsetici etki gosterdigi, iNOS araciligi ile
iiretilen ¢ok yliksek konsantrasyonlardaki NO’nun ise peroksinitrit olusumuna
neden olabilecegi belirtilmektedir (1). Akcigerlerdeki inflamatuar siiregte NO ve
aktive notrofiller tarafindan ortaya c¢ikarilan siiperoksit anyonu arasindaki
reaksiyon sonucu olusan peroksinitritin; epitel hasarina, medyatdr salimimina ve

hava yolu duyarliliginin artmasia neden oldugu belirtilmektedir (59).

NO’nun solunum sistemindeki ve astim gibi bazi solunum sistemi
rahatsizliklarindaki etkisini arastirmaya yonelik in vivo/in vitro g¢esitli deneyler
yapilmistir. insanda santral ve periferal solunum yollarinda iNANK yanitlarina
tamamen NO’nun aracilik ettigi gosterilirken, kobay trakeasinda ise bu yanitlara
NO’nun yani sira VIP’inde aracilik ettigi belirtilmistir (47). Harm Maarsingh ve
arkadaslar1 kobaylardaki alerjik astim modelinde; erken astmatik reaksiyondan
sonra nNOS kaynakli NO’nun eksikligine bagli olarak iNANK gevsemelerinin
belirgin sekilde azaldigimi gosterirlerken, artmis arjinaz aktivitesinin, NO
eksikliginin ve bozulmus INANK gevsemelerinin ana nedeni oldugunu iddia
etmislerdir (52). NO donorleriyle yapilan bir baska calismada Kirs1 Vaali ve
arkadaslar1 NO salan ilaglarin kobay trakeasindaki in vitro gevsetici etkilerinin,
yapisal Ozelliklerinden bagimsiz olarak, bir Olciide Ca™ duyarli K kanallar1
araciligi ile oldugunu ve bu etkinin ODQ gibi soluble guanilat siklaz inhibitorleri

ile antagonize edilebildigini belirtmislerdir. Uyguladiklar1 modelde ATP duyarl
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K kanal inhibitorii glibenklamidin, ¢alisgilan NO dondrlerinin gevsetici etkilerini
modifiye edemedigini ve 4-Aminopiridinin etkiledigi K kanallarmnin da bu
etkilerde rol oynamadigini ifade etmislerdir (79). Duyarli hale getirilmemis
kobay trakeasinda yapilan bir baska in vitro ¢alismada; NANK aracili gevseme
yanitlarnda NO’nun mediator olarak rol aldigr ve PDE-5 inhibisyonunun NO

aracili gevsemeyi artirdigi ifade edilmistir (70).

Eksojen olarak verilen NO nun hem bronkodilatér hem de bronkoprotektif
etkileri oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte NO’nun hastaligin
patofizyolojisi ile baglantisinin slipheli oldugu ve yarar/ zarar dengesinin kesinlik
kazanmadig1 ifade edilmistir. cNOS’a baghh olarak olusan NO’nun
bronkokonstriktdr stimulusa karsi koruyucu bir etki gosterdigi, iNOS’a bagli
olarak asir1 miktarda {retilen NO’nun tam tersi etki gosterdigi ve iNOS
inhibisyonun astimda goriilen allerjik inflamasyon iizerine etkisinin halen

arastirilmakta oldugu belirtilmektedir (56).
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BOLUM 111
ARAC, GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarinin Secimi

Bu ¢alismada Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve
Arastirma Laboratuvarindan temin edilen, 280-330 g agirlhiginda 20 adet erkek
eriskin kobay kullanildi. Deneklere yapilacak islemler konusunda Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulundan onay alindi. Kobaylar kontrol
ve ovalbumin duyarli (deney grubu) olmak iizere iki gruba ayrildi. Deneyler
Cumhuriyet Universitesi Tip Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda ve
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Merkezi Laboratuvarinda

gerceklestirildi.

3.2. Kontrol ve Deney Gurubu

20 adet yetigskin kobay esit iki gruba ayrildi. Hayvanlar oda sicakliginda
metal kafeslere konarak yiyecek ve suya ulasmalarina izin verildi. Deney
grubundaki kobaylar 1. ve 4. giinlerde 0.30 ml, %5’lik (a/h) ovalbumin/salin
soliisyonu ile duyarl hale getirildi. Kontrol grubundaki hayvanlara ise 1. ve 4.
giinlerde 0.30 ml salin soliisyonu uygulandi. Her iki gruptaki hayvanlar 25. giiniin

sonunda dldiiriildi (12).

3.3. Alerjik Deri Reaksiyonu (ADR)

Kobaylarin ovalbumin ile duyarlanip duyarlanmadigini tespit etmek
amaciyla alerjik deri reaksiyonu uygulandi. Her bir kobayin iist dermis bolgesine
intradermal olarak izotonik saline, ovalbumin (0,5, 1,0, and Spg) verildi. 60

dakika sonra olusan kizarikligin ¢ap1 6lciilerek ovalbumin duyarlilig: tespit edildi

(81).
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3.4. Trakea Preparatlarinin Ahnmasi ve In Vitro Deneylere

Hazirlanisi

Pentobarbital (100 mg 1.p.) anestezisini takiben servikal dislokasyonla
oldiiriilen kobaylarin trakea dokular1 ¢ikarilarak besleyici soliisyon icerisinde ve
hizli bir sekilde Farmakoloji Anabilim Dali laboratuarma getirildi. Kobaylardan
alman izole trakea preparatlar1 uygun sekilde cevre dokularimdan temizlendi.
Preparatlar, esit boyda olmak iizere (3,4 mm) 37°C’da 1sitilan, %95 O, ve %5 CO,
ile gazlandirilan pH’s1 7,4 olan 10 ml’lik organ banyolarinda, Krebs-Henseleit
soliisyonu i¢inde bir ucu cam organ askisina, diger ucu ise 4/0 ipek ile Grass-FT
03 Force Displacement gii¢ ¢evirgecine baglandi. Dokular kasilma ve gevseme
yanitlar1 alinmadan 6nce 0,5 gramlik 6n gerilim altinda her 15 dakikada bir yeni
soliisyon 1ile yikanarak, 1 saatlik dengelenmeye birakildi. Bu dengelenme
siiresinin sonunda trakea preparatlari, deney sirasinda olugsmasi muhtemel olan
spontan kasilmalar1 Onlemek ve hem de karbakol kasilma yanitlarinin
degerlendirilmesinde 6l¢iit olmas1 amaci ile 80 mM KCl soliisyonu ile kasildilar.
Daha sonra yikanan dokular agonist maddelerin uygulanmasi i¢in 30 dakika

dinlenmeye brrakild1.

3.5. Deneylerde Kullanilan Besleyici Solusyonlar ve Tlaclar

Deneylerde kullanilan Krebs Bikarbonat soliisyonunun igerigi mM/L
olarak su sekildedir: NaCl: 120 mM/L, KCIl: 4,6 mM/L, NaHCOs: 22 mM/L,
MgSO4: 1,2 mM/L, NaH,POy4: 1,2 mM/L, glukoz: 11,5 mM/L, CaCl, 2,5 dir.

Deneylerde Kullanilan Tlaclar:
NOC-18: NO donorii (Sigma)

NOC-18’nin agik ismi (2,2'-(Hydroxynitrosohydrazino)bis-ethanamine)
olup kontrollii bir tarzda spontan sekilde NO salivermektedir. Soliisyon

icerisindeki yar1 dmrii ise yaklasik olarak 3400 dakikadir.
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SIN-1: NO donorii (Sigma)

SIN-1’1in acik ismi (3-(4-Morpholinyl)sydnone imine hydrochloride) olup
soliisyon icerisinde spontan olarak NO salivermektedir. Ayrica guanilat siklaz

enzimini aktive ederek cGMP seviyelerinin yiikselmesine neden olmaktadir.
Protoporfirin-9:Guanilat siklaz aktivatorii

Protoporfirin-9’un acik ismi 3,7,12,17-Tetramethyl-8,13-divinyl-2,18-
porphinedipropionic acid

Ovalbumin: Hayvanlarda astim modeli olugturmak i¢in kullanilir (Sigma)
Karbakol (Sigma)
Papaverin (Sigma)

Tiim ilaglar distile suda ¢oziildii ve her deney i¢in giinliik hazirlanda.
3.6 Kasilma Yanitlan

3.6.1. KCI Kasilma Yanitlarn

Kontrol ve deney grubundaki kobaylardan elde edilen trakea preparatlari
agonist ilaclar verilmeden 6nce, 80 mM KCI ile organ banyosunda muamele

edildi. KCl kasilma yanitlar1 mg olarak sunuldu.

3.6.2. Karbakol Kasilma Yanitlan

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, dokular
dengeye ulastiktan sonra, Karbakol (10~ M) kasilma yanitlar alindi ve kasilma

yanitlar1 80 mM KCl kasilmalarmin %’si olarak grafiklendi.
3.7. Gevseme Yanitlari

3.7.1. NOC-18 Gevseme Yanmitlan

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular

dengeye ulastiktan sonra, NOC-18 (NO donérii) (10°-10* M) gevseme yanitlar:
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kiimiilatif olarak alindi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye

eristikten sonra bir iist konsantrasyona ge¢ildi.

3.7.2. SIN-1 Gevseme Yanitlan

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular
dengeye ulastiktan sonra, SIN-1 (NO donérii) (10 -10* M ) gevseme yanitlar:
kiimiilatif olarak alindi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye

eristikten sonra bir iist konsantrasyona ge¢ildi.

3.7.3. Protoporfirin IX Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda 10 M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye
ulastiktan sonra, Protoporfirin IX (10°-10™ M) gevseme yamtlar1 kiimiilatif olarak
alimdi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yanit1 dengeye eristikten sonra bir {ist
konsantrasyona gecildi. Her iki gruptaki gevseme yanitlari da karbakoliin (10 M)

olusturdugu kasilma yaniti iizerinden % gevseme olarak grafiklendi.

3.8. Deney Sonuclarinin Istatistiksel Degerlendirmesi

Calismamizin verileri SPSS (ver:14,0) programina yiiklenerek gruplar
arasinda fark olup olmadigi, iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi (studen t
testi), Man Whitney U testi ve her bir grubun kendi i¢inde Slgiilen degiskenler
yoniinden karsilastirilmasi (bagimli gruplarda) Wilxcon testi ile arastirilmistir.
Deney sonuglar1 metin i¢inde aritmetik ortalama + standart hata olarak sunulup, p
degerinin 0.05'den kiiciik olmasi halinde fark anlamli kabul edilmistir. Agonist
ilaglarin  olusturdugu maksimum yanitin %50'sini olusturmak i¢in gereken
konsantrasyon (ECsg) her bir deneyin log-konsantrasyon yanit egrilerinden elde

edildi ve aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterildi.
pD; degerleri asagidaki formiile gore hesaplanda.

pDy=log A-log(Emax/Ea-1)
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A=Agonist ilacin molar konsantrasyonu
Emax=Agonist ilacin olusturdugu maksimum etki
Ex=Agonist ilacin belirli bir konsantrasyonda olusturdugu etki

Ayrica ilaglarin olusturduklari maksimum etkileri herbir deneyden elde
edilen verilerin Scatchard denklemine uygulanmasi ile c¢izilen grafiklerden

saptandi.
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Kobaylarin ovalbumin ile duyarlanip duyarlanmadigini tespit etmek

amaciyla alerjik deri reaksiyonu uygulandi. Her bir kobayin iist dermis bolgesine

intradermal olarak izotonik saline/ovalbumin (0.5, 1.0, ve 5ug) verildi. 60 dakika

sonra olusan kizarikligin c¢apt Olclilerek ovalbumin duyarliligi tespit edildi.

Kontrol grubunda ovalbumine kizariklik yanit1 olugmazken, deney grubunda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde cevap olustu (p<0.05). Her iki grupta da salin

injeksiyonuna yanit olugsmadi

Tablo 4: Kontrol ve deney guruplarinmin alerjik deri testi sonuclar: agisindan
karsilastirllmaz (aritmetik ortalama + standart hata

ILACLAR KONTROL (n=10) | DENEY (n=10)
Salin 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
OVA (0.5 pg) 0.5+0.13 7.00 £ 1.30%
OVA (1.0 pg) 1.01 £0.21 9.78 + 2.03*
OVA (5.0 pg) 1.47 £ 0.26 13.87 + 1.62%

4.1. KCIl Kasilma Yanitlan

Izole kobay trakea preparatlari, ilaglar verilmeden 6nce ve deneylerin

sonunda, 80 mM KClI ile organ banyosunda muamele edildi. KCI, hem kontrol

hem de deney grubunda kasilmalar olusturdu. Ovalbiimin duyarli grupta 80 mM

KCl’nin olusturdugu kasilma yanitlari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.1).
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Sekil 5. izole kobay trakea preparatlarinda 80 mM KCl kasilma yamitlar
(n=10)

4.2. Karbakol Kasilma Yanitlar

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, dokular
dengeye ulastiktan sonra, karbakol (10 M) ile kasildi ve kasilma yanitlar: 80 mM
KCl kasilmalarinm %’si olarak verildi. Karbakol (10° M), hem kontrol hem de
deney grubunda kasilmalar olusturdu. Ovalbiimin duyarl grupta karbakolun (107
M) olusturdugu kasilma yanitlar1 kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasina

ragmen fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.2.)
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Sekil 6. Kontrol ve ovalbumin duyarh deney grubundaki izole kobay

trakea preparatlarinda karbakol konsantrasyon yanit egrileri (n=10)

4. 3. Gevseme Yanitlari

4.3.1. Papaverin Gevseme Yanitlar

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, karbakol
(10° M) ile submaksimal olarak kasildiktan sonra artan konsantrasyonlarda
papaverin (10® — 10 M) gevseme yanitlari alindi. Papaverin hem kontrol hem de
deney grubunda konsantrasyona bagimli gevseme olusturdu. Gevseme yanitlari
her iki grupta da 107 M konsantrasyonda basladi. Ovalbiimin duyarli grupta
papaverinin (10® — 10* M) olusturdugu gevseme yanitlar1 kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 7. 10° M Karbakol ile kastirilmis izole kobay trakea
preparatlarinda papaverin gevseme egrileri (n=10).

4.3.2. NOC-18 Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda 10° M  karbakol ile kasildiktan ve dokular
dengeye ulastiktan sonra, NOC-18 (10%-10* M) gevseme yamitlar: kiimiilatif
olarak alindi. Gevsemeler, Emaks ve pD2 degerleri iizerinden degerlendirildi.
Kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda, deney gruplarinda NOC-18
gevseme vyanitlari  10° M  konsantrasyondan baslamak {izere tiim
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0.05). Deney
gruplarindan alman gevseme yanitlarinda pD2 degerinde anlamli bir degisiklik

olmadigi, Emaks degerlerindeyse anlamli bir azalma oldugu saptandi (p<0.05)
(Sekil 4.4).
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Sekil 8. 10° M Karbakol ile Kkastirilmis izole kobay trakea
preparatlarinda NOC-18 konsantrasyon yanit egrileri (n=10).

4.3.3. SIN-1 Gevseme Yanitlan

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda 10° M  karbakol ile kasildiktan ve dokular
dengeye ulastiktan sonra, SIN-1 (10®-3x10* M) gevseme yamtlar: kiimiilatif
olarak alindi. Gevsemeler, Emaks ve pD2 degerleri iizerinden degerlendirildi.
Kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda, deney gruplarinda SIN-1 gevseme
yanitlar1 10 M konsantrasyondan baslamak iizere tiim konsantrasyonlarda
kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0.05). Deney gruplarindan alinan
gevseme yanitlarinda pD2 degerinde anlamli bir degisiklik olmadigi, Emaks
degerlerindeyse anlamli bir azalma oldugu saptandi (p<0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 9. 10° M Karbakol ile Kkastirilmis izole kobay trakea

preparatlarinda SIN-1 konsantrasyon yanit egrileri (n=10).

4.3.4. Protoporfirin IX Gevseme Yanitlar

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari,
submaksimal konsantrasyonda 10° M  karbakol ile kasildiktan ve dokular
dengeye ulastiktan sonra, Protoporfirin IX (10°-10% M) gevseme yanitlari
kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler, Emaks ve pD2 degerleri iizerinden
degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda, deney gruplarinda
Protoporfirin IX gevseme yamtlar1 10° M konsantrasyondan baslamak iizere tim
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0.05). Deney
gruplarindan alman gevseme yanitlarinda pD2 degerinde anlamli bir degisiklik

olmadigi, Emaks degerlerindeyse anlamli bir azalma oldugu saptandi (p<0.05)
(Sekil 4.6).



32

100
e
© 80-
o
S
X 601
X
g 401 -e- Kontrol
@ & QOvalbumin Duyarl
> 20-
o
)
0

I I I I
10-° 108 107 106 105 10+
Protoporfirin IX [M]

Sekil 10. 10° M Karbakol ile Kkastirilmis izole kobay trakea

preparatlarinda protoporfirin IX konsantrasyon yanit egrileri (n=10).
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Astim kendiliginden veya tedavi ile geri doniisiimlii bir ¢ok hiicre ve
hiicresel elemanin rol aldig1 kronik inflamatuar bir hava yolu hastaligidir. Kronik
inflamasyon hava yolunun artmis cevabima yol acgarak tekrar eden oksiiriik, nefes
darhigi, gogiiste sikigsma hissi,higiltili solunum gibi klinik bulgular olusturmaktadir
(27, 9). Allerjenler disinda infeksiyonlar, egzersiz, metakolin gibi kimyasal
ajanlar, soguk ve kirli hava, emosyonel durum ve hava degisiklikleri gibi etkenler
hava yolu hiperreaktivitesine neden olabilmektedir (63). Diinya genelinde tahmini
olarak yaklasik 300 milyon astim hastas1 oldugu diistiniilmektedir (27). Hastalarin
biiyiik boliimiinii hafif ve orta astim hastalar1 olusturmaktadir, geriye kalan kiigiik
bir grup da ciddi astim tanisma sahiptir (11). Toplumlar arasinda astim
prevelansin %1-18 arasinda degistigi saptanmustir (35). Ulkemizde yapilan
calismalarda c¢ocuklarda belirtilen astim prevelanst %2.8-9.8 arasinda
degismektedir. Eriskinlerde ise prevelans calismalarina bakildiginda erkeklerde

%2.1-6.9 kadinlarda %2.8-7.5 bulunmustur (71).

Kiside var olan bir genetik yatkinliga, cevresel faktorlerin de katkisiyla
ortaya ¢ikan bozulmus immiinoregiilasyon ve/veya dengesiz noral kontrol ve/veya
uyarilmis nonimmiinolojik nonnoral yol ile olusan kronik inflamasyon, brons

astimi1 patogenezini olusmaktadir.

Atopi astim i¢in en onemli predispozan etkendir. Ebeveynlerden birisinde
astim veya atopi bulunmas1 halinde dogacak cocukta astim riski %30-50 arasidir.
Her iki ebeveynde varsa risk %50-70 kadardir. Genetik yatkinlikta multifaktoryel
poligenik kontrol s6z konusudur. Bu nedenle pek ¢ok farkli genetik kod
olabilmektedir. Atopik 6zellikli brons astiminda konu daha ¢ok incelenmistir.

Ailesel olarak atopik hastaliklara yatkinligi s6z konusudur.

Kolinerjik, adrenerjik ve nonadrenerjik, nonkolinerjik (NANC); noral

mekanizmalarin dengeli ¢alismasinin bozulmasi da brons hiperreaktif cevabini
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arttirir. Astimda artmig bir eksitatdr noral gegis ve azalmig bir inhibitdr noral

transmisyon, s0z konusudur.

Mast hiicrelerinin ¢esitli etkenlerle (giines, cesitli gazlar, egzersiz) direkt
olarak hazirr mediatorleri desarji s6z konusudur. Bu medyatdrler immiinolojik
olaylarda oldugu gibi diiz kas, sekretuvar hiicreler, damar yatagim etkileyerek ve
afferent lifleri uyararak, brons hiperreaktivitesine sebep olurlar. Bu mekanizmaya
terapotik olarak mast hiicresi stabilizatorlerinin ve selektif HI1 reseptor

antagonistlerinin olumlu etkileri s6z konusudur

Ozetlenecek olursa genetik ve g¢evresel etkenlerle duyarhi hale gelmis
astiml1 kisilerde bronsiollarda inflamasyon, hiperreaktivite, brons diiz kasinda
kontraksiyon, hipertrofi, hiperplazi, mukus salgis1 artis1 olusur. Bundan
immiinolojik mekanizmalar kadar ndral ve non noral, non immiinolojik yolda
sorumlu olabilmektedir. Tetik hangi mekanizmayla cekilirse ¢ekilsin hepsi
birbirini tamamlayarak katkilariyla bir biitiinii olusturmaktadir. Hafif donemde
kalict olmayan bu degisimler, hastalik kroniklestik¢e kalici hale gelir ve brong
yapist bozulur (‘remodelling": yeniden sekillenme). Ozellikle mast hiicreleri,
eozinofiller, makrofaj tarafindan olusturulan bu degisiklikler; epitel hasar1 ve
dokiilmesi, vazodilatasyon, 6dem, bronkokonstriksiyon, mukus hipersekresyonu,
submukozal salgi bezi hipertrofisi, revaskiilarizasyon, subepitelyal fibrozis, diiz

kas hipertrofisi olarak siralanabilir

Nitrik oksit, viicutta gesitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda rol
alan, yliksek oranda reaktif ve kisa yarilanma Omriine sahip renksiz bir gazdir.
1980 yilinda Furchgott ve Zawadski yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda asetil kolin
uyaristyla endotel hiicrelerince yapilan, damar diiz kasini gevsetici bir madde
bildirmislerdir. Bu maddeye endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF: Endotel
Derived Relaxing factor) adi verilmistir (30). Daha sonra yapilan caligmalar
sonucunda Palmer ve arkadaslar1 EDRF’nin kimyasal yapisimin NO oldugunu

bildirmislerdir (60).

NO ilk olarak endotelde varliginin gosterilmesinin ardindan, viicutta pek

cok hiicre tarafindan sentezlenip saliverildigi bulunmustur. Bu yaygin dagilimi
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nedeniyle NO’nun; organizmada vaskiiler diiz kas tonusunu diizenleyen,
trombosit agregasyonunu ve lokosit adhezyonunu inhibe eden, wvaskiiler hiicre
bliylimesi ve yeniden yapilanmayir saglayan, endotel hiicre apoptozisini,
migrasyonunu ve hiicre permeabilitesini regiile eden bir mediyator oldugu
belirtilmektedir. Nitrik oksitin, sinir sisteminde ndrotransmitter fonksiyonu
gordiigli, immiin sistemin bir pargasi olarak da yiliksek konsantrasyonlarinda
sitotoksik etkisi ile organizmayi korudugu ifade edilmektedir (1). NO,
membranlar1 kolayca gecebilme 06zelligi olan oldukga lipofilik bir molekiildiir.
NO’nun diisiik konsantrasyonar1 ¢ok 6nemli fizyolojik islevlerde rol alirken, asir
ve kontrolsiiz saliimi hiicreler i¢in zararl olabilmektedir. NO’nun , bu 6zellikleri
ile ¢ok ideal bir fizyolojik molekiil oldugu belirtilmektedir. Klinik olarak hava
yollarindaki NO miktarindaki degisikliklerin, inflamasyonun gostergesi olarak,
hastaligin ilerleyisi ve tedavinin etkinliginin gosterilmesinde bir parametre olarak

kullanilabilecegi ifade edilmektedir (48, 20)

Astim etiyolojisi ve potogenezi ile olduk¢a karmasik bir hastaliktir.
Hastaligin karmasikligi patolojinin taklit edilmesini ve modellenmesini
zorlastirmaktadir. Ovalbumin uygulanmasiyla hayvanlarim trakea diiz kas
dokularin1 duyarli hale getirerek olusturulan astim, son yillarda kullanilan
modellerin basinda gelmektedir (12). Bu modelde kobaylara artan dozlarda
ovalbumin intradermal olarak verildikten 60 dakika sonra olusan kizarikligin cap1

Olgiilerek hayvanlarin duyarl hale gelip gelmedigi saptanmaktadir.

Bizim calismamizda kontrol grubunda ovalbumine uygulamasiyla
kizariklik olusmazken, deney grubunda ovalbiimin enjeksiyonundan sonra
istatistiksel olarak anlamli diizeyde kizariklik yanit1 olustu. Negatif kontrol olarak
% 0.9’luk sodyumkloriir kullanildi ve her iki grupta da % 0.9’luk NaCl
injeksiyonuna yanit olusmadi. Bu sonuglar, ¢alismamizda kullandigimiz deney
grubundaki kobaylarin ovalbuminle duyarli hale getirildigini ve deneysel astim

olusturuldugunu gostermektedir.

Calismamizda hem kontrol hem de deney grubundaki trakea diiz kas

preparatlart KCI ile kasilmistir ve KCI'nin olusturmus oldugu bu kasilmalar
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arasinda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir.
KCl reseptor aracisiz kasilma yapan bir molekiildiir. Hiicre disinda artan K
konsantrasyonu hiicreleri depolarize eder. Sonu¢ olarak voltaj duyarli kalsiyum
kanallar1 agilarak hiicre disindan hiicre i¢ine kalsiyum girisi olur ve diiz kas
kasilir. Meydana gelen kasilma tamamen hiicresel mekanizmalarla olugmaktadir.
Bu calismada KCL kasilma yanitlarmin degismemesi kontrol ve deney grubunda
hiicresel diizeyde bir bozuklugun olmadigini ve diiz kasin kasilma fonksiyonunun

bozulmadigini gostermektedir.

Calismamizda trakea diiz kasindaki en 6nemli kasilma mekanizmalarindan
biri olan muskarinik sistemin isleyisini degerlendirmek amaciyla, hem kontrol
hem de deney grubunda muskarinik agonist karbakol ile kasilmalar olusturuldu.
Karbakol, hem muskarinik hem de nikotinik 6zellik gosteren asetilkolinesteraz
enzimine dayanikl bir ilagtir. Trakea diiz kasinda bulunan muskarinik reseptorleri
uyararak inozitol trifosfat ve diagilgliserol iizerinden hiicre i¢i kalsiyum diizeyini
artirmak suretiyle diiz kasta kasilma olusturur. Karbakolun olusturdugu kasilma
yanitlarinda ovalbiimin duyarli grupla, kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunamadi. Daha 6nce yapilmis caligmalarda, ovalbumin duyarli ve kontrol
grubu kobay trakealarmdaki karbokol kasilma yanitlar1 arasinda anlamli bir fark

bulanmamis olmas1 bizim bulgularimizi destekler niteliktedir (12).

Calismamizda karbakol kasilma yanitlarmm deney grubunda, kontrol
grubuna gore degisiklik gostermemis olmasi, ovalbuminle duyarl hale getirilmis
kobaylarda muskarinik sistem yada reseptorlerde bir bozukluk olmadigini

gostermektedir.

Trakea dokularmin kasilma fonksiyonlarinda bir bozukluk olup olmadig:
KCI ile test edildikten sonra, gevseme fonksiyonlarmi degerlendirmek icin
dokular Oncelikle karbakol ile kasildi ve papaverin gevseme yanitlari
degerlendirildi. Calismamizda papaverin, hem kontrol hem de deney grubunda
gevsemeler olusturdu. Papaverinin ovalbiimin duyarli grupta olusturmus oldugu
gevseme yanitlariyla kontrol grubunda olusturdugu gevseme yanitlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Papaverin, selektif olmayan bir
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sekilde siklik niikleotid fosfodiesteraz enzimini inhibe etmek suretiyle hiicre i¢i
cAMP diizeyini artirarak ve hiicre i¢ine kalsiyum girisini azaltarak diiz kaslarda
gevseme olusturur. Papaverinin olusturdugu gevsemeler reseptérden bagimsiz
gevsemelerdir ve diiz kaslarin gevseme fonksiyonunu test etmek icin siklikla
kullanilir (15). Papaverin gevseme yanitlarmin deney grubunda, kontrol grubuna
gore degisiklik gostermemesi, ovalbuminle duyarl hale getirilmis kobaylarda diiz
kasin reseptore bagli olmayan gevseme 6zelliginin bozulmadigini, yani yapisal bir

fonksiyon bozuklugu olmadigini gostermektedir.

Kronik obstriiktif akciger hastaligt ve astimda ana patolojinin
bronkokonstriiksiyon oldugu bilinmektedir. Bu yiizden calismalar brons diiz
kaslarinda dilatasyon yaptigi bilinen nitrik oksit iizerinde yogunlagmaktadir.
Yavas salmimli bir nitrik oksit dondrii olan GEA 3145’in kobay trakeasinda giiclii
bir sekilde gevseme yanitlar1 olusturdugu gosterilmistir. Bu gevsemelerin cGMP,
fosfataz ve iberotoksin duyarli potasyum kanallari ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Sadece kobay trakeasinda degil sigir trakeasinda da nitrovazodilatatorlerin
guanilat siklazt aktive ederek cGMP diizeyini artirdiklar1 ve gevseme
olusturduklar1 gozlenmistir (28). Astimli hastalarda hava yollarinda iINOS enzim
salinimmim ve buna bagli NO miktarmin arttigi bircok calismada gosterilmistir
(3). Miktar1 artan NO’nun, cNOS’un inhibisyonuna ve guanil siklazin
desensitizasyonuna neden olup, bronkodilatatdr yanit1 ortadan kaldirdigi
belirtilmektedir (24). Harm Maarsingh ve arkadaslar1 (2006) kobaylardaki alerjik
astim modelinde, erken astmatik reaksiyondan sonra nNOS kaynakli NO’nun
eksikligine bagli olarak INANK gevsemelerinin belirgin sekilde azaldigini
gostermislerdir (52). NO dondrleriyle yapilan bir bagka ¢alismada Kirs1t Vaali ve
arkadaslar1 (1998), NO salan ilaglarin kobay trakeasindaki in vitro gevsetici
etkilerinin, ODQ gibi soluble guanilat siklaz inhibitorleri ile antagonize

edilebildigini belirtmislerdir (79).

Biz bu c¢alismada NO/cGMP yolagmi etkileyen nitrik oksit donorleri
NOC-18 ve SIN-1, guanilat siklaz enzim aktivatorii protoporfirin IX maddeleriyle

karbakol ile onceden kastirilmis olan kobay trakea dokularinda konsantrasyona
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bagli gevseme cevaplar1 aldik. Bizim ¢alismamizda da yukarida belirtilen
calismalara paralel olarak nitrik oksit dondrlerinin hem kontrol hem de ovalbiimin
duyarlandirilmis grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde giiclii bir gevseme
yaptigini, bu maddeler ile olusan gevseme yanitlarinin tiimiiniin ovalbumin
duyarli deney grubunda, kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmis oldugu
goriildii. Ovalbiimin ile duyarlandirilmis grupta gevseme yanitlarmin azalmasi
duyarlanma siirecinde nitrerjik sistemde bir bozulma meydana geldigini
diistindiirmektedir. Ayrica bir guanilat siklaz aktivatorii protoporfirin IX un trakea
diiz kaslarmmda yapmis oldugu gevsemenin ovalbiimin ile duyarlandirilmis grupta
anlamli sekilde daha az olmas1 ve protoporfirin [X’un yapmis oldugu gevsemenin
SIN-1 ve NOC-18 ile karsilastirildiginda anlamli sekilde daha az olmasi astim
patogenezinde bozulan nitrerjik mekanizma kompanentinin guanilat siklaz

olabilecegini diisiindiirmektedir.

cAMP’den daha diisiik konsantrasyonlarda salinsa da diiz kas kasilmasinda
c¢GMP’nin biiyiik 6nemi bulunmaktadir (31, 49). cGMP iki izoformu olan guanilat
siklaz enziminin aktive olmasi ile olugsmaktadir (49). Bunlardan ilki ve belki de en
onemlisi soluble guanilat siklazdir. Bu izoform nitrik oksitin heme prostetik
grubuna baglanmasi ile aktive olur (32). Diger guanilat siklaz izoformu ise

natriliretik peptitlerin baglanmasi i¢in reseptor gorevi goriir (64).

Astiml1 hasta ve deney hayvanlarinin akcigerlerinde indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz ekspresyonunun tetiklendigi goézlenmistir (66). iINOS’un aktive
olmas1 ve NO seviyelerinin artmasina ragmen, bu nitrik oksitin guanilat siklazi
aktive etmesi ve brons diiz kaslarinda gevseme yapmasi beklenirken astimda hava
yolu tonusunun artti1 goriilmektedir. Guanilat siklazin astim patogenezindeki bu
onemli roliinden yola ¢ikarak biz de calismamizda bir guanilat siklaz aktivatori
protoporfirin IX’un brons diiz kas gevsemeleri {lizerindeki etkisini degerlendirdik.
Ovalbiimin ile duyarlandirilmis grupta, protoporfirin IX un, nitrik oksit donorleri
ile kiyaslandiginda anlamli sekilde daha az bir gevseme yaptigini tespit ettik.
Calismamizdan elde ettigimiz bu sonug¢ astimda guanilat siklaz aktivitesinde bir

bozukluk olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizin bu sonucunu destekler
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sekilde Papapetropoulos A. ve arkadaslarinin (62) yapmis oldugu bir ¢aligmada
ovalblimin ile duyarlandirigmis hayvanlarda guanilat siklaz enziminin a,, o, ve B
alt tnitelerinin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Ayrica Canning BJ ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada protoporfirin IX’un guanilat siklazin
heme aktif bolgesine baglandigi gosterilmistir (10). Protoporfirin IX’un astim
durumunda yeterli diiz kas gevsemesi meydana getirememesi azalmis guanilat
siklaz ekspresyonu yaninda guanilat siklazin heme aktif boliimiinde de bir defekt

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak astimda indiiklenen iINOS enzimi tarafindan iiretilen nitrik
oksit, guanilat siklaz aktivitesini baskilamakta, disardan verilen nitrik oksit
dondrlerinin astimli olmayanlarda meydana getirebilecegi gevseme yanitlarindan
daha az bir gevseme meydana getirmesine neden olmaktadir. Buna ragmen
calismamizda kullanilan nitrik oksit dondrleri trakea diiz kaslarinda anlamli bir
gevseme meydana getirmistir. Bu Ozellikleriyle astim tedavisinde kullanilmaya
aday molekiiller olabilirler. Ayrica ¢alismamiz astimdaki onemli patolojilerden
birinin guanilat siklaz enzimindeki bir defektten kaynaklaniyor olabilecegine
isaret etmektedir. Nitrik oksit donorlerinin disardan verilmesinin yaninda guanilat
siklaz enzimindeki bu defekti gidermeye yonelik tedavi yaklasimlar: nitrik oksit
donorlerinin etkinliklerini ciddi sekilde artiracaktir. Hem nitrik oksit dondrlerinin
hem de guanilat siklaz iizerinden etki gosterecek bu tedavi yaklasimlarinin
etkilerinin daha ayrintili sekilde aydinlatilabilmesi i¢in ileri arastirmalara

gereksinim duyulmaktadir.
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