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OZET

Astim; bircok hiicre ve hiicre bileseninin rol oynadigi, hava yollarinda daralma ile
karakterize, kronik ve enflamatuar bir hastaliktir. Bu ¢alismada ovalbuminle duyarlastirilarak
astim olusturulan kobaylardan izole edilen trakea preperatlarinda in vitro olarak NO/cGMP
yolaginin nasil etkilendigi arastirildi.

Calismamizda kullanilan 20 adet erkek kobay kontrol ve ovalbumin duyarli olarak iki
gruba ayrildi. Deney grubuna ovalbumin, kontrol grubuna salin enjeksiyonu yapildi. Her iki
gruptan elde edilen dokular Krebs—Henseleit soliisyonu igeren 10 ml’lik organ banyosuna
kasic1 ve gevsetici maddeler ile elektriksel alan uyarisina (EAU) maruz birakilmak i¢in asildi
ve elde edilen yanitlar karsilastirildi.

Deney grubunda, nitrik oksit dondrleri (NOC-12 ve NOR-4), guanilat siklaz enzim
aktivatorii YC-1, fosfodiesteraz 5 enzim inhibitorii T-0156 maddeleriyle ve elektriksel alan
uygulamasi (EAU) ile elde edilen gevseme cevaplarini anlamli derecede azalmis olarak
bulundu. Ayrica her iki grupta nitrik oksit dondrleri ve YC-1 maddesi gevseme yanitlarini,
guanilat siklaz enzim inhibitérii ODQ varliginda anlamli derecede azalmis bulundu. Yine her
iki grupta EAU’na bagli gevseme yanitlarini, nitrik oksit sentaz inhibitorii L-NAME
varliginda anlamli derecede azalmig bulundu. Ortama L-arginin ilave edilmesiyle L-NAME
varliginda elde edilen bu yanitlar, her iki grupta da geriye dondiiriildii.

Her iki grup kobay trakea dokularinda, ELISA yontemi ile cGMP diizeyleri 6lgiildii.
Deney grubunda; EAU, Karbakol, NO donérleri, YC-1, T-0156 uygulanan ve ilagsiz dokudan
elde edilen cGMP miktarlari, kontrol grubu diizeylerine gére anlamli derecede azalmis olarak
bulundu. Her iki grupta da NO dondérleri ve YC-1 ilag uygulamalari sonucu dlgiilen cGMP
diizeyleri, ODQ varliginda anlamli derecede azalmis olarak bulundu. Yine her iki grupta
EAU+L-NAME sonucunda olciilen ¢cGMP diizeyleri yalniz EAU sonucu olgiilen cGMP
diizeylerine gore anlamli derecede azalmig olarak bulundu.

Elde ettigimiz sonuglar, astimda aktivitesi artan inflamatuvar NOS’a (iNOS) 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 bagli olabilir. iNOS inhibitdrlerinin kullanildig1 ve guanil siklaz enzim aktivite ve
miktarmin Olgiildiigii daha ileri ¢aligmalar gerek hastalifin patofizyolojisine 151k tutmak
gerekse de yeni ilaglarin klinikte kullanilabilirliginin arastirilmasi agisindan faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Astim, trakea, ovalbumin, kobay, NO/cGMP, in vitro
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SUMMARY

Asthma is a chronic inflammatory disease characterized with constriction in airways in
which many cells and cell components play an important role. In this study, we evaluated how
the NO/cGMP cleavage is affected in vitro in trachea preparations isolated from ovalbumin
sensitized guinea pigs.

Twenty male guinea pigs were allocated into 2 groups as control and ovalbumin
sensitized. Guinea-pigs in experimental group were sensitized by ovalbumin but control group
received only saline. The transverse trachea rings from both groups were mounted in 10 ml
organ baths containing Krebs—Henseleit solution and exposed to contraction and relaxation
drugs and electrical field stimulation, and then the results were compared.

The relaxation responses of nitric oxide donors, NOC-12 and NOR-4, a guanylate
cyclase activator, YC-1, a phosphodiesterase-V enzyme inbitor, T-0156 and EFS were
significantly decreased at experiment group compared with control group. The relaxation
responses of nitric oxide donors and YC-1 were significantly decreased in the presence of
ODQ, a guanylate cyclase inhibitor. L-NAME, a nitric oxide cyclase inhibitor, significantly
decreased the EFS relaxation responses in both groups but this effect was reversed by L-
arginin addition.

The cyclic guanosine monophosphate levels in trachea tissues from both groups were
measured by ELISA. In experimental group, cGMP levels after EFS, carbachol, NOC-12,
NOR-4, YC-1 and T-0156 exposure were significantly less than control group. In both groups
cGMP levels after NO donors and YC-1 exposure were significantly lower in the presence of
ODQ compared with its absence. Separately, in both groups the cGMP level after EFS+L-
NAME was lower than EFS alone.

These results may be due to increased formation of NO because of increased iNOS
activity leading the inhibition of constitutional NOS which paves a way for decrease of
endogen NO and/or decrease of amount and/or activation of guanylyl cyclase. The further
studies evaluating the effects of new iINOS enzyme inhibitors and measuring the guanylate
cyclase enzyme activity and level may useful for clarifying the pathophysiology of asthma

and discovering the clinical benefits of new drugs.

Keywords: Asthma, trachea, ovalbumin, guinea pig, NO/cGMP, in vitro
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SIMGELER ve KISALTMALAR

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

cNOS: Yapisal nitrik oksit sentaz
eNOS: Endoteliyal nitrik oksit sentaz
nNOS: Noronal nitrik oksit sentaz
iNOS: Inflamatuvar (indiiklenebilir) nitrik oksit sentaz
PDE: Fosfodiesteraz enzimi

PDE-5: Fosfodiesteraz-5 enzimi
cGMP: Siklik guanozin monofosfat
cAMP: Siklik adenozin monofosfat
NANK: Nonadrenerjik Nonkolinerjik

ENANK: Eksitator Nonadrenerjik Nonkolinerjik
INANK: Inhibitér Nonadrenerjik Nonkolinerjik
VCAM-1: Vaskiiler hiicresel adezyon molekiilii-1

PDGF: Trombosit kaynakli biiylime faktorti
L-NAME: L-Nitro monometil arjinin

PKG: Protein kinaz G

GS: Guanilat siklaz

KCI: Potasyum kloriir

SNP: Sodyum nitroprussiyat

ODQ: 1H-[1,2,4] Oxadiazole [4,3-a] quinoxalin-1-one
VIP: Vazoaktif intestinal polipeptid

EAU: Elektriksel alan uyarisi

Kca: Kalsiyuma duyarli potasyum kanali
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BOLUM I
GIRIS VE AMAC

Ulkemizdeki Toraks Dernegi Astim Calisma Grubu tarafindan 1996 ve 2000 yillarmda
hazirlanan "Ulusal Astim Tam ve Tedavi Rehberi"’ne gore; kronik hava yolu inflamasyonu
ile olugsan brons hiperreaktivitesi ve nobetler seklinde oksiirtik, dispne, hisirtilv/hiriltilt
solunum, gogiiste sikisma yakinmalarinin bir veya birkagt ile seyreden, yaygin,
degisken, genellikle geri doniislii havayolu obstriiksiyonu olarak ifade edilen astim
(1), diinyada her yastan bireyi etkileyebilen ciddi bir halk saglig1 sorunudur. Ayrica
kontrol altina alinmadiginda giinliik yasam1 ciddi sekilde sinirlandirabilen ve bazen
Olimciil olabilen bir hastaliktir. Erken tant konulmasi ve uygun tedavinin
baslatilmas1 durumunda, hastaliin getirecegi sosyoekonomik yiikte anlamli bir
azalma saglanabilecegi, hastalarin yasam kalitesinin artirilabilecegi diisiiniillmektedir
(2).

Hava yollarinda, kolinerjik, a-adrenerjik, eksitatdér nonadrenerjik nonkolinerjik
(eNANK) olmak iizere bronkokonstriiksiyona neden olan ii¢ noral sistem ve -
adrenerjik ve inhibitér nonadrenerjik nonkolinerjik (iNANK) bronkodilatasyona yol
acan 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 (3).

Yapilan bazi ¢aligmalar nitrik oksitin (NO), iNANK’in ndrotransmiteri olarak
davrandigin1 ve bu sekilde de hava yollarindaki gevsemeye katkida bulundugunu
bildirmektedir. Immunohistokimyasal c¢alismalar ile néronal nitrik oksit sentazin
(nNOS), kobay ve insan solunum yollar: sinirlerinde lokalize oldugu gosterilmistir.
NOS immunoreaktivitesi gdsteren sinirlerin solunum yollarinin damarlarinda, diiz
kas hiicrelerinde ve lamina propriada bulundugu belirtilmektedir (4).

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilifi ile L-Arginin’den sentezlenir. NOS
enziminin yapisal (constitutive) ve indiiklenebilir (inflamatuvar) NOS olmak {iizere 2
izoformu bulundugu belirtilmektedir. ctNOS hiicrelerde bazal diizeyde bulunmaktadir ve
olusturdudu NO ile guanil siklaz1 aktive ederek fizyolojik olaylar regile eder.
Kortikosteroidden etkilenmedigi ifade edilmektedir. Endotelde bulunan endotelyal nitrik

oksit sentaz (eNOS) ve ndronlarda bulunan nNOS alt tipleri vardir. iNOS ise bazi



uyaranlardan (TNFa, IFNy, IL-1, endotoksin gibi) sonra yapilip aktivasyon kazanir.
Kortikosteroidlerle iNOS'a bagli NO yapiminin azaltilabilecegi belirtilmektedir (5).

Astimli hastada; inflamatuvar hiicrelerden agiga c¢ikan sitokinler ile iNOS
transkripsiyonun oldugu ve buna bagli NO’nun yiiksek konsantrasyonda sentezlendigi,
sonug olarak ¢cNOS'un inhibisyonuna ve guanil siklazin duyarsizlasmasina neden olup,
bronkodilatdr yanit1 ortadan kaldirabilecegi belirtilmektedir (6).

NO’nun solunum sistemindeki ve astim gibi bazt solunum sistemi
rahatsizliklarindaki etkisini arastirmaya yonelik cesitli in vivo/in vitro deneyler
yapilmistir. Bununla birlikte NO’nun hastaligin patofizyolojisi ile baglantisinin
siipheli oldugu ve yarar/ zarar dengesinin kesinlik kazanmadig1 ifade edilmistir.
cNOS’a bagli olarak bazal seviyede tiretilen NO bronkokonstriktor stimulusa karsi
koruyucu bir etki gosterirken, iNOS’a bagli olarak asir1 miktarda iiretilen NO’nun
tam tersi etki gosterdigi ve iNOS inhibisyonun astimda goriilen allerjik inflamasyon
izerine etkisinin halen arastirilmakta oldugu belirtilmektedir (7).

Bu calismada ovalbuminle duyarlastirilarak astim olusturulan kobaylardan izole
edilen trakea preperatlarinda in vitro olarak NO/cGMP yolagini ve bu yolaga
etkileyen ilaglar1 arastirarak ¢ikacak sonuglara gore astim tedavisinde gelecekte

kullanilabilecek ilaglara 1s1k tutmak amag¢lanmaktadir.



BOLUM 11
GENEL BIiLGILER

II-1.Astim

II-1.a.Tarihce

Astim, diinyada her yastan bireyi etkileyebilen ciddi bir halk sagligi sorunu
oldugu gibi kontrol altina alinmadiginda giinliik yasami ciddi sekilde
siirlandirabilen ve bazen dliimciil olabilen bir hastaliktir. Erken tani konulmasi ve
uygun tedavinin baglatilmas1 durumunda, hastaligin getirecegi sosyoekonomik yiikte
anlamli bir azalma saglanabilecegi, hastalarin yasam kalitesinin artirilabilecegi
diistiniilmektedir. 300 milyon kisiyi etkiledigi tahmin edilen ve diinya ¢apinda bir
sorun haline gelen astimin kontrol altina alinmasiin maliyeti yiiksek goriinmesine
ragmen, yanlis tedavi maliyetinin daha yiiksek olacagi belirtilmektedir (2).

Astim kelimesi Yunanca’da “lifleme, zorlu iifleme,” kelimelerinden tiiretilmistir.
Degisik donemlerde Fransizca ve Ingilizce'nin etkisinde kalan dilimizde her iki
terimin ayri ayri, ya da karigtirilmig bir sekilde kullanildigi ve adlandirmada dil
birligi olmadig1 belirtilmistir. Astim, astma, bronsiyal astma, astim brongiyale, brons
astmast en sik kullanilan terimlerdir. 1970’li yillarin sonlarinda fiberoptik
bronkoskopinin astimli hastalarda da uygulanmaya baslamasi ile birlikte yapilan
biyopsi caligmalarinda, asemptomatik, solunum fonksiyonlar1 normal olan, hafif
astimli hastalarda bile hava yollarinda kronik bir inflamasyonun varhig
gosterilebilmis ve bu bulgulardan sonra astimin tanimi degismistir. Buna gore astim;

“hava yollarinin kronik inflamatuvar bir hastalig1” olarak kabul edilmistir (6).

II.1.b.Tamim

Kiiresel Asttim Onleme ve Tedavi Girisimi (The Global Initiative for Asthma )
(GINA) 2006 raporuna gore astim, pek cok hiicre ve hiicre bileseninin rol oynadigi
kronik ve enflamatuar bir hava yolu hastaligidir. Raporda klinik &ykiide, siklikla
oksiirtigiin eslik ettigi ve 6zellikle gece ortaya ¢ikan ataklarla seyreden nefes darlig
vurgulanirken ekspiryumda hava akimi kisitlanmasi ile karakterize, ataklarla

seyreden hava yolu obstrilksiyonu  baslica fizyolojik 06zellik olarak ifade



edilmektedir. Temel patolojik 06zelligi ise, bazen hava yollarinda yapisal
degisikliklerle 1iliskili hava yolu inflamasyonunun mevcut olmasi olarak
belirtilmektedir (2).

Ulkemizde Toraks Dernegi Astim Calisma Grubu tarafindan 1996 ve 2000 yillarmda
"Ulusal Astim Tami ve Tedavi Rehberi" hazirlanmustir. Bu rehberde ise astim; kronik hava
yolu inflamasyonu ile olusan brons hiperreaktivitesi ve nobetler seklinde oksiiriik, dispne,
higiltil/hinltih solunum, gogiiste sikisma yakinmalarin bir veya birkaci ile seyreden,
yaygin, degisken, genellikle geri doniislii havayolu obstriiksiyonu olarak ifade
edilmektedir (1).

Tiim raporlardaki tanimlamalar birbirine benzer olup astimin ti¢ temel 6zelligi 6n plana
cikmaktadir:

1. Kronik havayolu inflamasyonu
2. Brons asir1 duyarlihig
3. Yaygin, geri doniislii havayolu obstriiksiyonu

I1.1.c. Epidemiyoloji

Astim prevalans degerleri tanimlama, cografi sartlar, irk ve yasa baglh olarak
degisebilmektedir. Ulkemizde ilkokul ¢agindaki ¢ocuklarda astim prevalansi % 3.8-
16.4 arasinda degigsmekte olup, ortalama % 10 olarak belirtilmisitir. Eriskinlerde
astim prevalansi, yapilan arastirmalarda hem diinyanin diger iilkelerinde hem de
tilkemizde ¢cok daha az olarak bulunmustur. Erigkinlerdeki astim prevalanst % 2.1-

7.6 arasinda degismekte olup, ortalama % 3.6 olarak ifade edilmistir (8).

I1.1.d. Simiflandirma
Etyolojik faktdrlere ve hastaligin siddetine gore olmak iizere siniflandirmayi iki ana

baslik altinda yapabiliriz.

A) Etyolojik faktorlere gore simiflandirma
Ekstrensek Astim: Atopik kisilerde gelisen, genellikle erken yaslarda ortaya ¢ikan
ve cevresel allerjenlerin inhalasyonu ile yakindan iligkili olan astim tiiriidiir.

Hastalarda giiglii aile Oykiisti, diger atopik hastalik (allerjik rinit, egzema,



konjunktivit) belirtileri ve 6zgiin IgE'de yiiseklik saptanir (9). Ekstrensek astimda,
atopi ve egzemaya ilave olarak, mevsimsel semptomlar, allerjenlere karsi1 deri testi ve
brons provakasyon testi pozitifligi, yasamin ilk 3 dekadinda ortaya c¢ikma ve

ilerleyen yillarda remisyon gibi 6zellikler mevcuttur (10).

Intrensek Astim: Atopik olmayan kisilerde, genellikle yetiskin yasta ortaya ¢ikan,
belirgin bir alerjik nedenin saptanamadigi astim tiiriidiir. Kisisel ve ailevi alerji
Oykiisii yoktur, genellikle siddetli bir solunum sistemi hastaligi sonrasinda ortaya
cikar (9).

Intrensek astim hastalart;

1) Ekstrensek hastalara gore daha yasl olma

2) Ailede astim ve atopi Oykiisiiniin olmamasi veya ¢ok daha az olmasi

3) IgE yiiksekligi, pozitif deri ve provakasyon testinin olmamasi

4) Kan ve balgam eozinofilllerinde artis

5) Otoimmun hastalik insidansinda ve diiz kas otoantikorlarinda artis

6) Tedaviye yanitin az olmasi

7) Daha yiiksek oranda aspirin duyarliligi

ve sonugta persistan, progresif bir obstiiriiksiyon 6zellikleri ile karekterizedir (10).

flaclara Bagh Astim: Aspirin, nonsteroid antiinflamatuar ilaclar, beta blokerler,
ACE (angiotensin konverting enzim) inhibitorleri, parasempatomimetik ilaglar basta

olmak tizere daha bir ¢ok ila¢ astim nedeni olabilmektedir (11).

Egzersize Bagh Astim: Egzersize bagli bronkokonstriksiyon tipik olarak egzersiz
bittikten 5-10 dakika sonra baslar. Hastalarda 30-45 dakika icinde kendiliginden
geriler. Kuru ve soguk havada daha sik, sicak ve nemli iklimlerde ise daha nadir

goriildiigi belirtilmektedir (2).

Mesleksel Astim: Daha Once bilinen astim hastalifi olmayan ve is yerinde
duyarlilastirict ajana belli bir siire maruziyetten sonra ortaya ¢ikan astim tipi olarak
tanimlanan bu hastalikta, mesleki antijenle karsilagmadan sonra duyarlilagsma

gelismesi icin yillar siiren bir latent donem gerekebilir (11).



En sik olarak; gida sanayi, kiimes hayvanciligi, ciftciler, ipek is¢ileri, firincilar,
nakliye iscileri, pamuk tekstil iscileri, rafine iscileri, kaplamacilik, elmas
islemeciligi, kuaforler, hastane calisanlari, anestezistler, plastik sanayi oto boyama

gibi mesleklerde goriilmektedir (12).

Gece Olusan Astim (Nokturnal Astim): Geceleri veya sabah erken saatlerde
uykudan uyandiran astim ¢esididir. Astimin geceleri kétiilesmesine yol agan faktorler
biitiinliyle anlagilamamakla birlikte (2) geceleri parasempatik tonusta ve hava yolu
inflamasyonunda artma olmasi, nonadrenerjik hava yolu genisletici mekanizmada
azalma olmasi, dolasimdaki adrenalin, kortizol diizeyindeki azalma ve fonksiyonel
rezidiiel kapasitedeki artis, nokturnal astimin temel nedenleri olarak ifade

edilmektedir (9).

Psikojenik astim: Bir¢ok astimli hastada sok, {iziintii, korku ve asir1 heyecanlanma
gibi durumlar ndbetlerin baglamasini tetikleyebilmektedirler. Astim ile hastanin
emosyonel durumu arasinda iligski oldugu kabul edilmis bir gercektir. Ancak ayr1 bir

tip astim olarak ele alinmasinin gerekmedigi ifade edilmektedir (12).

B) Hastaligin siddetine gore siniflandirma

Hastaligin siddetine gore astim hastalari, aralikli (intermitant) astim ve stirekli
(persistant) astim olarak iki baslik altinda degerlendirilmekte, siirekli astima sahip
hastalar da kendi aralarinda hafif, orta, siddetli olarak siniflandirilmaktadir (9).
Astimin siddetine goére yapilan siniflamanin, hastanin tedavisiyle ilgili kararlarin
alindig1 baslangigtaki degerlendirmede yararli olabilecegi, astimin siddetinin ise hem
altta yatan hastaliga hem de tedaviye verilen yanita bagl oldugu vurgulanmaktadir
(13). O nedenle baslangigta agir persistan olarak siniflandirilan astim,tedaviye yanit
vermesiyle daha sonra orta persistan olarak siniflanabilmektedir. Ayrica hastaligin
siddetinin asttimin degismez bir 6zelligi olmadigr ve zaman iginde degisebilecegi

belirtilmektedir (2).



I1.1.e. Etyoloji

Astim hastaligina yol agan risk faktorleri, a) hastaliginin gelismesine yol acan ve
b) semptomlar 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) (14). Risk faktorlerinin
astim gelismesini ve ortaya c¢ikmasini saglayan mekanizmalart karmasik ve
birbirleriyle etkilesim igindedir. Ornegin astima yatkinligm, genlerin hem diger
genlerle, hem de cevresel faktorlerle olasi etkilesimi sonucunda belirlendigi ifade
edilmektedir (15). Ayrica bagisiklik sisteminin olgunlasmasinin ve yasamin ilk
yillarinda enfeksiyon ile karsilasma zamaninin, genetik yatkinligir olan bireylerde

astim riski agisindan 6nemli oldugu belirtilmistir (2).

Tablo-1: Astim Hastalifina Yol Ag¢an Risk Faktorleri

KONAK FAKTORLERI CEVRESEL FAKTORLER

*Genetik faktorler * Alerjenler
(Atopi gelismesine yatkinlik yaratan | - Ev ici: ev i¢i akarlar, kiirklii hayvanlar

genler, hava yolu asir1 duyarliliginin | (kopek, kedi, fare), hamambdcegi

gelismesine yatkinlik yaratan genler) alerjeni, mantarlar, kiif, mayalar
*Obezite - Ev dis1: polen, mantar, kiif, maya
*Cinsiyet * Enfeksiyonlar (6ncelikle viral)

* Mesleksel duyarlilastiricilar
* Sigara dumani

- Pasif igicilik

- Aktifigicilik

* Ev digi/ev i¢i hava kirliligi

» Beslenme




A) Konak Faktorleri

Genetik faktorler: Astimin kalitsal bir bileseni vardir ama basit degildir. Giincel
veriler, astim patogenezinde birden ¢ok genin yer alabildigini ve farkli etnik
gruplarda farkli genlerin sorumlu olabilecegini gostermektedir (16).

Atopi astimda bilinen en 6nemli risk faktoriidiir. Atopik kisilerde astim riski non-
atopiklere gore 10-20 kat daha fazladir. Atopik dermatitli ve alerjik rinitli hastalarda
astimin % 40-70 gibi yiiksek oranlarda goriilmesi, atopinin 6énemli bir risk faktorii
oldugunu gostermektedir (17).

Genetik faktorlerin astim gelisiminde risk faktorii olmasmin yanisira, bazi
genlerdeki polimorfizimlerin astimin siddetini ve B-adrenerjik agonist ve
antilokotrien gibi ilaglarin tedavideki basar1 derecelerini etkileyebildikleri

belirtilmektedir (10).

Cinsiyet: Erkek cinsiyet, ¢ocuklarda astim i¢in bir risk faktoriidiir. Cocuklar
biiylidikkce bu fark azalir ve erigkinlik caginda astim prevalansi kadinlarda
erkeklerden daha yiiksektir. Cinsiyete bagli bu farkliliklarin nedeni agik degildir.
Ancak akciger boyutlariin dogumda erkek cocuklarda kiz ¢ocuklardakinden daha
kiigiik oldugu, erigkinlik ¢aginda bu durumun tersine dondiigii belirtilmektedir (18).

B) Cevresel Faktorler

Allerjenler: Ev ici ve ev dis1 alerjenlerin astim alevlenmelerine neden olabildigi 1yi
bilinmekle birlikte, bunlarin astim gelisimindeki rolleri héald tam olarak
anlagilamamigtir. Alerjen maruziyeti ile ¢ocuklarin duyarlilagsmasi arasinda dolayli
bir baglant1 oldugu ve bunun alerjenin dozuna, maruziyet siliresine, ¢ocugun yasina

ve olasilikla genetik faktorlere bagli oldugu ifade edilmektedir (2).

Enfeksiyonlar: Hastaneye yatirlan ve RSV oldugu belgelenen ¢ocuklarda yapilan
uzun siireli ileriye yonelik birka¢ calismada, bu hastalarin yaklasik % 40°nda hisiltil
solunumun devam ettigi veya ge¢ cocukluk cagi astiminin ortaya c¢iktig

bildirilmektedir (19).



Sigara: Sigara kullaniminin 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 (20).

Beslenme: Islemlenmis gida alimmin artmasmin, antioksidan (meyve ve sebze
seklinde) alimmin azalmasimnin, n-6 c¢oklu doymamis yag asidi aliminin
(margarinlerde ve bitkisel yaglarda bulunur) artmasinin, n-3 ¢oklu doymamis yag
asidi aliminin (balikyaginda bulunur) azalmasi gibi beslenme tarzinin, astim ve
atopik hastalik sikliginda meydana gelen artisa katki saglayabilecegi belirtilmektedir
(21).

I1.1.f. Astim Patogenezi

Kiside varolan bir genetik yatkinliga, cevresel faktorlerin de katkisiyla ortaya
¢ikan bozulmus immiinoregiilasyon ile dengesiz noral kontrol ve/veya uyarilmig non
immiinolojik non noéral yol ile olusan kronik inflamasyonun, brons astimi
patogenezinin temelini olusturdugu ifade edilmektedir. Sonu¢ olarak enflamasyon
etrafinda gelisen ve birbiri i¢ine girmis durumdaki bir dizi olaylar sonucunda,

astimin temel 6zellikleri olan bronsiyal hiperreaktivite ve obstriksiyon olugsmaktadir.

Hava Yolu inflamasyonu: Astimda, alerjik hastaliklarda goriilen tipte bir
inflamasyon vardir. Bu inflamasyonda aktive olmus mast hiicreleri, eozinofil
hiicreleri, T hiicreleri 6nemli rol almaktadirlar. Notrofiller, makrofajlar ve dendritik
hiicreler bu siirecte rol alan diger inflamatuvar hiicrelerdendir. Bununla birlikte hava
yollarinin diger yapisal hiicreleri olan epitel hiicrelerinin, diiz kas hiicrelerinin,
fibroblast ve endotel hiicrelerinin de inflamasyonun siirmesine ¢esitli yollarla katki
sagladiklar1 bilinmektedir (2). Akut olaylardaki tetikleyici hiicreler mast hiicreler
iken, astimda kroniklesmeye ve doku hasarmma en c¢ok neden olan hiicreler ise
eozinofillerdir (22).

Inhalasyon yoluyla alian ve bronsiyal mukozaya ulasan antijenler, antijen sunan

hiicreler tarafindan pepditlere pargalanarak T lenfositlerine sunulur. T hiicreler



sunulan antijeni algilayip aktivite kazanirlar ve Th1, Th2 olmak iizere iki ayr1 gruba
diferansiye olurlar. Diferansiye Thl hiicreler interferon-y sekrete ederek fagosite
edilmis mikroorganizmalarin intraseliiler destriiksiyonunda 6nemli rol oynarken,
Th2’ler ¢esitli sitokin ve IgE senteziyle bu inflamasyona katkida bulunurlar (22, 23).

Alerjen, sensitize olmus organizmaya ikinci kez girdiginde, bronsiyol duvarinda
ve alveol boslugunda mast hiicre ylizeyinde bulunan IgE’nin Fab bdélimii ile
birleserek immiin kompleks olusturur. Bu kompleks olusumu sonucunda hiicre
yilizeyinde bulunan reseptore bagimli olan kanaldan kalsiyum igeri girer, kalmodulin
ile birleserek daha Onceden hiicre i¢inde hazir bulunan, histamin, bradikinin,
seratonin mediyatorlerinin salinimina neden olur. Salinan bu mediyatorlerin, epiteli
daha da gec¢irgen hale getirdigi, brons diiz kasinda kasilma, clara ve goblet
hiicresinden mukus artisi, damarda gecirgenlik artis1 ve 6deme neden olabilecegi
belirtilmektedir (24).

Brons mukozasinda sayilar1 ve aktiviteleri artmis olan eozinofillerin uyarilmasi
ile daha Once sentez edilip sitoplazmik graniillerde depolanan major bazik protein
(MBP), eozinofilik peroksidaz (EPO), eozinofil katyonik protein (ECP) gibi enzimler
aciga c¢ikarak, brong epitelinin zedelenmesine, biitlinliigliniin bozulmasma ve
deskuamasyonuna neden olurlar (24). Eozinofillerin ayrica biiyiime faktorlerinin
salinmasinda ve hava yolunun yeniden sekillendirmesinde de (remodeling) rolleri
olabilecegi belirtilmektedir (2).

Ozetle eozinofiller, mast hiicreleri ve Th lenfositlerin basrolii oynadii bu
inflamasyonda akut ve kronik degisiklikler meydana gelir. Akut degisiklikler;
bronkospazm, mukus artisi, vazodilatasyon ve 6dem ile birlikte olusan brons
hiperreaktivitesi olarak siralanabilir. Kronik veya dogal siirecteki kalic1 degisiklikler
ise subepitelyal fibrozis, brons diiz kaslarinin ve mukus glandlarinin hipertrofisi ve

hiperplazisi, anjiogenezis olup brons duvarinin yapisini degistirebilmektedir (12).

Brons hiperreaktivitesi: Astim hastalarinin hava yollarinin normal bir birey i¢in
zararsiz olan bir uyarana daralmayla yanit vermesi olarak adlandirilan bu agiri
duyarlilik, enflamasyon ve hava yollarindaki yapisal degisiklikler ile baglantili olup,

tedavi ile kismen geri donebilmektedir (2).
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Kolinerjik, adrenerjik ve nonadrenerjik-nonkolinerjik (NANK) noral
mekanizmalarin dengeli ¢alismasinin bozulmasinin da brons hiperreaktif cevabini
arttirdigr belirtilirken, astimda artmis bir eksitatér noéral gecisin ve azalmis bir
inhibitdr noral transmisyonun sdz konusu oldugu ifade edilmektedir. Ancak ayni
sinirde inhibitdr ve eksitator ndrotransmitterlerle birlikte yer almalarna ragmen,
cesitli uyarilarla ve dengesiz bir noral kontrolde farkli salimimlar artmaktadir.
Ozellikle eksitatér uglarm hakimiyeti ile bronkomotor tonus iizerinden kasilma
oldugu, hava yolu sekresyonunda artis, bronsiyal dolasimda vazodilatasyon,

inflamatuvar hiicrelerde tetikleyici etkiler meydana geldigi belirtilmistir (12).

Hava yolu obstriiksiyonu: Hava yolu daralmasi, astimda sikayetlere ve fizyolojik
degisikliklere neden olan son ortak yoldur (2). Astim hastalarindaki bu durumun;
tetikleyici ajanlarla karsilagsma sonrasi gelisen akut bronkokonstriiksiyon, mukoza
0demi, mukus tikaglar1 ve hava yollarindaki yapisal degisikliklere bagli olarak
gelisebilecegi ifade edilmektedir (25).

Sonug olarak genetik ve ¢evresel faktorlerden dolayr duyarli hale gelen astim
hastalarinda bu mekanizmalar sonucunda havayollarinda baz1 degisimler
olusmaktadir. Ilk baslarda hafif derecede baslayan bu degisimler, hastalik
kroniklestikce kalic1 hale gelebilmekte ve brons yapisi bozulabilmektedir. Ozellikle
mast hiicreleri, eozinofiller, yardimci T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
olusturulan bu degisiklikler; inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, solunum epitelinde
hasar ve dokiilme, vazodilatasyon, 6dem, bazal membran kalinlasmasi, salgi
bezlerinde hiperplazi , diiz kas hipertrofisi ve limende mukus tikaci gibi klasik
histopatolojik 6zelliklerdir. Bunlarin astimin dogal siirecinde gelisen patolojiler
oldugu ve en siddetli olarak kiiciik ¢apli bronslarda izlenebilecegi belirtilmektedir
(22, 26). Astim patogenezi sekil-1’de astimda patolojik bulgular sekil-2’de

Ozetlenmis olarak gosterilmektedir.
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GENETIK FAKTORLER CEVRESEL FAKTORLER

BRONSIAL HIPERAKTIVITE ———— Yapisal degisiklikler (remodeling)

ﬂ Hava Yolu Obstruksiyvonu

TETIKLEYICILER /

Semptomlar

Sekil 1. Astim Patogenezi (6)

Bazal membran
alnnda kalinlagma

3 Doz kas
Sal

h;::lg;zind._- hipertrofisi
hiperplazi

WVazodilarasyon

Mukoz ve
submukosa ddemi

Mukus tikag ve hikere
inﬁi:r;mfnnu

Epitel
deskuamasyonu

Sekil 2: Astimda hava yolu patolojisi (27).
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I1.1.g. Astim Tedavisi

Astim tedavisinde kullanilan ilaglar 6 gruba ayrilir. Bu ilaglarin bir kismi kriz
déneminde akut olarak kullanilirken, bir kismi1 da profilaktik olarak kullanilmaktadir.
1. Beta-adrenerjik reseptor agonistleri (beta-mimetikler): Bu ilaclar ,-adrenerjik
reseptorler iizerinden brong diiz kaslarinda cAMP artisiyla bronkodilatasyon
meydana getirirler. Kriz doneminde kullanilan adrenalin ve profilaktik olarak
kullanilan salbutamol bu gruptaki ilaglardan bazilaridir.
2. Fosfodiesteraz enzim inhibitorleri: Brons diiz kaslarinda PDE-4 digerlerine gore
daha fazla bulunmaktadir. Bu grupta en c¢ok kullanilan ilag, non-selektif PDE
inhibitérii  olan teofilindir. cAMP yikimimi engellemek suretiyle yaptigi
bronkodilatasyonda hala tam olarak anlasilamayan noktalar vardir. PDE-4’{in gii¢lii
selektif blokorli olan rolipram gii¢lii bir bronkodilatatordiir ve astim tedavisinde
denenmektedir.
3. Antimuskarinik Ilaglar: Bu grup ilaglar solunum yollarinda parasempatik tonusu
kaldirarak brons ¢eperindedeki parasempatik postgangliyonik sinir u¢larindan salinan
asetilkolinin bu uglarin yani basinda bulunan mast hiicrelerinin muskarinik
reseptorlerini aktive etmesini engellerler. Boylece, histamin, I6kotrienler, kemotaktik
faktorler v.b gibi bronkokonstriktor etkili ve mukus salgisini artiran maddelerin agiga
c¢ikmasint Onlerler. Ayrica bronkospazm olusmasinda rol oynayan vagovagal
refleksleri inhibe ederler. Bu grup ilaglardan ipratropium bromiir aerosol seklinde ve
profilaktik olarak halen kullanilmaktadir.
4. Mast hiicresi stabilizatorleri: Solunum yollarinda yerlesmis mukozal tiirdeki
mast hiicrelerinde cAMP diizeylerini yiikseltmek ve Ca™ grisini inhibe etmek
suretiyle, sitoplazma mebranlarini stabilize ederler ve bdylece proinflamatuvar ve
bronkokonstriktor otakoidlerin salinmasini engellerler. Bu grup ilaglar arasinda
kromolin, ketotifen ve nedokromil bulunur.
5. Glukokortikoidler: Astimda hava yollarinin bronkokonstriktér etkenlere
hiperrreaktif olusunun altinda yatan hava yolu mukozas: iltihabini azaltmak suretiyle
hava yolu rezistansini diistliriirler. Direkt bronkodilatatér etkileri olmamalarina

ragmen gii¢lii anti astmatikdirler.
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6. Lokotrien Antagonistleri (Lipoksijenaz inhibitorleri ve sisteinil-lokotrien
reseptor blokorleri)

Lokotrienler inflamasyonda ve asirt duyarhilikta rol oynayan mediatorlerdir. Bu
nedenle astim tedavisinde kullanilmak iizere 16kotrien reseptdér antagonistleri olan
zafirlukast,montelukast,pranlukast ve 5-lipoksijenazin direkt inhibitorii olan zilotan
gelistirilmistir. Montelukast ve zafirlukast, hafif ve orta derecedeki olgularda
glukokortikoidler ve beta-agonistler yeterli olmamigsa onlara ek olarak kullanilir.
Tedaviye lokotrien reseptor antagonistlerinin eklenmesi glukokortikoid dozunun

azaltilmasina olanak vermeyebilir ancak beta-agonisti gereksinimini azaltir (28).

II-2. NITRIiK OKSIT

II-2.a. Tanim ve Tarihce

Nitrik oksit, viicutta cesitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda rol alan,
yiiksek oranda reaktif ve kisa yarilanma omriine sahip renksiz bir gazdir. 1980
yilinda Furchgott ve Zawadski yaptiklar1 caligmalar sonucunda asetil kolin uyarisiyla
endotel hiicrelerince yapilan, damar diiz kasini gevsetici bir madde bildirmislerdir.
Bu maddeye endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF: Endotel Derived Relaxing
Factor) adi verilmistir (29). Daha sonra yapilan ¢alismalar sonucunda Palmer ve
arkadaglarit EDRF’nin kimyasal yapisinin NO oldugunu bildirmislerdir (30).

NO ilk olarak endotelde varliginin gosterilmesinin ardindan, viicutta pek c¢ok
hiicre tarafindan sentezlenip saliverildigi bulunmustur. Bu yaygin dagilimi nedeniyle
NO’nun; organizmada vaskiiler diiz kas tonusunu diizenleyen, trombosit
agregasyonunu ve lokosit adezyonunu inhibe eden, vaskiiler hiicre biliyiimesi ve
yeniden yapilanmay1 saglayan, endotel hiicre apoptozisini, migrasyonunu ve hiicre
permeabilitesini regiile eden bir mediyatdr oldugu belirtilmektedir. Nitrik oksitin,
sinir sisteminde norotransmitter fonksiyonu gordiigii, immiin sistemin bir pargasi
olarak da yiiksek konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisi ile organizmayr korudugu
ifade edilmektedir (31). NO, membranlar1 kolayca gecebilme 6zelligi olan oldukca

lipofilik bir molekiildiir. NO’nun diisiik konsantrasyonlart ¢cok 6nemli fizyolojik

14



islevlerde rol alirken, asir1 ve kontrolsiiz salinimi hiicreler i¢in zararli 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 (32,33)

II-2.b. Salimim ve Metabolizma

NO, NOS ile katalizlenen reaksiyon sonucu yar1 esansiyel bir aminoasit olan L-
arjininden sentez edilen endojen bir vazodilatérdiir (33). NO, L-arginin ve molekiiler
oksijenden, elektron vericisi olarak niikleotid adenin diniikleotid fosfat (NADPH),
kofaktor olarak hem, tetrahidrobiopterin, kalmodulin ve flavin adenin mono (FMN)
ve diniikleotidin (FAD) kullanilmasiyla olugmaktadir (34). L-argininden NO

olusmasi sekil 3°te gosterilmistir.

H.M MH. HEN\(N-OH H:,N\(C'
MH NADFH 12 NADPH
MH _ M + Ne—eno
Q. O,
Mitric oxide
H.,'N  COoOo- H,*N COoo- H,*N  Coo-
L-furginine M*-hydroxy-L-arginine L-Citrulline

Sekil 3: L-argininden NO sentezi. NO, L-argininin L-sitriiline donilistimii sirasinda
sentezlenmektedir. Bu reaksiyon esnasinda 1,5 molekiil NADPH, elektron vericisi

olarak kullanilmaktadir. Hidroksi-arginin ara iirlin olarak olusmaktadir (35).

NOS enziminin 2 izoformu bulunmaktadir. Bunlardan ilki ¢cNOS’dur. Hiicrelerde
yapisal olarak bazal diizeyde bulunmaktadir. Olusturdugu NO ile guanil siklaz1 aktive ederek
fizyolojik olaylar regiile eder (brons ve damar diiz kas gevsemesi gibi). Kortikosteroidden

etkilenmedigi ifade edilmektedir. Endotelde bulunan eNOS ve ndronlarda bulunan nNOS
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alt tipleri vardir. Ikinci NOS izoformu ise iNOS’dur. Bazi uyaranlardan (TNFa, IFNy,
IL-1, endotoksin gibi) sonra yapilip aktivasyon kazanir. Kortikosteroidlerle iNOS'a bagl
NO yapiminin azaltilabilecegi belirtilmektedir (5).

nNOS ve eNOS fizyolojik sartlarda ilgili reseptorlerin uyarilmasina cevap olarak
aktif hale gecerler ve bunun icin Ca™’a ihtiya¢ duyarlar. Hiicreler icinde siirekli
olarak eksprese edilen yapisal NOS alt tiplerinin, Ca' diizeyindeki bir artis sonucu
kalsiyum iyonunun kalmoduline baglanmasiyla aktiflestigi ve birka¢ dakika i¢inde
NO salinimina yol a¢ti1 ifade edilmektedir. Yapisal NOS’un sentez siiresi kisa ve
tiretilen NO miktar1 ¢ok diigiiktiir. Bu durum hiicre i¢i iyonize kalsiyum
konsantarasyonun azalmaya basladigi anda enzimin inaktif hale gegmesinden dolay1
olusmaktadir. Hiicre i¢inde bulunmayan iNOS’un ise, endotoksin ve/veya degisik
sitokinlere cevap olarak makrofajlar ve diger hiicre tiplerinin uyarilmasiyla
kalsiyumdan bagimsiz olarak salgilandigi, siirekli ve ¢ok miktarda NO yapabildigi
ifade edilmektedir. Ozellikle bakteri lipopolisakkaritleri ve interferon-y ile uyarilan
makrofajlarin  bol miktarda NO iiretebildigi bildirilmektedir (34). NOS tiirlerinin

bulunduklar hiicre tipleri ve iirettikleri NO’nun miktarlar1 Tablo 2 de 6zetlenmistir.

Tablo-2: Nitrik oksit sentezleyen enzimler (33).

NOS NO
o formu Salimm Kaynak Regiilasyon S
nNOS Devaml Sinir hiicreleri Ca”bagimh | Disiik
(pikomol)
iNOS Indiiklen- Makrofaj, damar diiz kasi ve | Sitokinler,
diginde endoteli, miyokard, endokard, | endotoksin, Yiksek
hepatosit, immiin hiicreler, hava | oksidanlar (nanomol)
yolu epiteli tarafindan
indiiklenme
eNOS Devamli Endotel, trombosit, miyokard, Diistik
endokard, notrofil ve mast| Ca™ bagimli | (pikomol)
hiicreleri
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NO’nun yarilanma 6mrii ¢ok kisa olmakla birlikte soliisyonlarda hizla okside
olarak nitrit (NO.,) ve nitrata (NO.) doniismektedir. Insan viicudunda NO,
hemoglobine baglandiginda inaktive olur. Bu baglanmanin, oksijene gore 3000 kat
daha hizli oldugu belirtilmektedir. NO’nun bu kadar hizli inaktive olmasinin belki de
etkilerini lokalize kilan en 6dnemli faktor olabilecegi ifade edilmektedir (36). NO ayni
zamanda serbest radikal siiperoksit tarafindan da inaktive edilmektedir. NO’nun
stiperoksitle reaksiyonu sonunda peroksinitrit (ONOO-) olusur ve bu da oldukga
giiclii doku hasarina yol agan bir maddedir. NO sentezleyen enzimin inhibitorlerinin
bulunmus olmasinin, NO’nun fizyolojik ve patofizyolojik ozelliklerini saptamada
onemli rol oynadigi belirtilmektedir. L-arginin analoglarinin [Ng-monometil- L-
arginin (L-NMMA), NG-nitro-L-arginin (L-NOARG), NG-nitro-L-arginin metil
ester (L-NAME), NGiminoetil-L-ornitin (L-NIO)] endojen NO sentezini inhibe ettigi
belirtilmistir (37).

II-2.c. Etki Mekanizmasi

NO’nun biyolojik aktivitesinde en iyi tanimlanani, hedef bolgesinin, ¢oziiniir
guanilat siklazin hem komponenti igerisindeki Fe™*’ye baglanmasi ve enzimi aktive
ederek GTP’nin cGMP’ye doniisiimii saglamasidir. Bunun ardindan cGMP’nin , tip
I ¢oziiniir cGMP-bagimli protein kinaz’a (PKG) baglanarak hiicre igi etkilerini
olusturdugu belirtilmektedir (38).

Genel olarak cGMP’nin diiz kas gevsemesini iki molekiiler mekanizmay1 aktive
ederek baslattig1 kabul edilmektedir: 1) Hiicre ici Ca" konstrasyonunu azaltarak; 2)
Kontraktil sistemin Ca"*’a duyarhligimi azaltarak. ilk mekanizmaya gore aktive
olmus PKG’nin, c¢esitli hedef proteinleri fosforilleyerek hiicre i¢i Ca™
konsantrasyonunun azalmasina neden oldugu belirtilmektedir. PKG, Ca™ ile aktive
edilen K* kanallarini stimule ederek, membran Ca™ kanal aktivitesini inhibe ederek,
plazma membramindaki ve sarkoplazmik retikulumdaki Ca™-ATPaz pompasini
aktive ederek ve inositol 1,4,5-trifosfat duyarlh Ca™ saliveren kanali bloke ederek

sarkoplazmik retikulumdan Ca™ saliverilmesini azaltarak etki gosterdigi ifade

edilmektedir (39). (Sekil-4).
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Sekil 4: NO etki mekanizmasinin sematik gosterimi (40).
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¢GMP ile indiiklenen Ca™ desentizasyonun ise RhoA-bagimli yolagin
inhibisyonu {izerinden miyozin-hafif zincirin fosfataz aktivititesini stimule ederek
olusturdugu belirtilmektedir (41).

Bunlara ilave olarak NO’nun, guanilat siklaz ve cGMP’den bagimsiz olarak da
bazi etkilere aracilik ettigi ifade edilmigtir. iNOS ile saliverilen yiiksek
konsantrasyondaki NO’nun timor hiicreleri iizerinde immiin efektdr molekiil olarak
etki gosterdigi belirtilmektedir. Ayn1 zamanda viral replikasyonu 6nlemede ve ¢esitli
patojenlerin eliminasyonunda da benzer etkiye sahiptir. Hatta NO’nun fungus,
parazitler, Mycobacterium tiiberculosis’i iceren bakteriler ilizerinde oldiiriicii veya
gelisimini inhibe edici etkiye sahip oldugu da bildirilmistir. Bu etkisini riboniikleotid
rediiktaz’in inaktivasyonu ile DNA sentez inhibisyonu ve DNA deaminasyonu

tizerinden gerceklestirdigi belirtilmektedir (42).

I1-2.d. Nitrik Oksit Fonksiyonlar:

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

almaktadir.

Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

NO, solunum sisteminde epitel hiicresinde, solunum yolu sinirlerinde,
inflamatuvar hiicrelerde (makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri), damar endotelinde,
diiz kas hiicrelerinde, Tip II alveolar hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde
sentezlenmektedir. Ayn1 zamanda son c¢aligmalarda insan akciger epitel hiicrelerinde
iNOS’un yapisal ekspresyonunun mRNA ve protein diizeyinde gosterildigi
belirtilmektedir. NO, solunum sisteminde solunum yollar1 tonusunu, bronsiyal
sirkiilasyonu, mukus ve elektrolit sirkiilasyonunu ve hava yollar1 ndronal aktivitesini
regiile etmektedir (31).

Hava yollarinda, kolinerjik, alfa-adrenerjik, eNANK olmak {izere
bronkokonstriiksiyona neden olan ii¢ noral sistem ve beta—adrenerjik ve iNANK’in
ise bronkodilatasyona yol acan noéral sistemler oldugu belirtilmektedir. Proksimal

hava yollarinda agirlikli olarak iNANK ndral sisteminin aktif olarak mevcut oldugu
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ve bu sistemin insan hava yollarindaki tek endojen bronkodilator sistem oldugu ifade
edilmektedir. NO, tipk1 vazodilator etkisi gibi bronkodilator etkiye de sahiptir. Bu
etkisini, dogrudan brons diiz kas hiicresi i¢cindeki cGMP oranim artirarak ve dolayl
olarak da iINANK ndronlarin bir norotransmiteri olarak gostermektedir (3). Son
yillarda NO’nun iNANK’in norotransmiteri olarak gevseme olayina katkida
bulundugunu destekleyen bazi ¢alismalar yapilmistir. Immunohistokimyasal
caligmalar ile nNOS’un kobay ve insan solunum yollar sinirlerinde lokalize oldugu
gosterilmigtir. NOS immunoreaktivitesi gosteren sinirlerin solunum yollarinin
damarlarinda, diiz kas hiicrelerinde ve lamina propria tabakasinda bulundugu
belirtilmektedir (4).

Solunum havasinda NO’nun (saglikli bireylerde 5-10 ppb) ve bronkoskopik lavaj
ve indiiklenmis balgam 6rneklerinde NO metabolitlerinin saptanmig olmasi, NO’nun
hava yollarinda sentezlendigini gosteren bulgulardir (43). Gruetter ve arkadaslari
nitrovazodilatorlerin sigir izole solunum yolu diiz kasinda guanilat siklaz1 aktive
ederek ve cGMP diizeylerini artirarak gevseme olusturdugunu gostermislerdir (44).
Anestezi altindaki kobaylarda metakolin ile saglanan bronkokonstriksiyonun inhale
edilen NO ile konsantrasyona-bagimli (5-300 ppm) bir sekilde azaldig
belirtilmektedir (45). Bununla birlikte NO’nun yiiksek konsantrasyonlarinin ise (300
ppm) bazal tonusda ufak bir bronkodilatasyon olusturdugu gosterilmistir. Anestezi
altinda ve mekanik olarak ventile edilen tavsanlarda solunum havasina eklenen 80
ppm NO’nun nebulizasyonla uygulanan metakolin’in olusturdugu rezistans artigini
onledigi fakat, pulmoner kompliyansda bir degisiklik olusturmadigi gosterilmistir.
Bu sonuglarin NO’nun kii¢iik solunum yollarima gore, daha biiyliikk solunum
yollarinda kasilma yanitlarini 6nledigini diisiindiirdiigii ifade edilmistir (46).

NO’in akcigerde yaptig1 yararli ve zararli etkiler Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo-3: Nitrik oksitin akcigerdeki fonksiyonlar1 (33)

Yararh Etkiler Zararh Etkiler

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

vazodilatasyon 2. Bronsiyal vazodilatasyon, astimli hastalarda goriilen hava

3. Mukosiliyer klirensin | yolu hiperemisi
diizenlenmesi 3. Postkapiller veniillerdeki kan akimini arttirarak hava
4. Savunma sistemleri: | yollarinda 6dem
Bakteri, viriis ve 4.  Pulmoner damarlardaki  vazodilatasyona  baglh
parazitlere toksik etki ventilasyon/perfiizyon dengesizligi
5. Dogrudan veya submukozal bezlerdeki kan akisim
artirarak mukus sekresyonunda artis
6. T-helper 2 (Th2) aktivasyonunda dolayli artisa bagli olarak
astmatik inflamasyonda artig
7. Hava yollarinda inflamatuvar hiicrelerce olusturulan
siiperoksit anyonlar1 ile birleserek peroksinitrit iyonlari

olusturmasi

II-2.e.Nitrik Oksit ve Astim

Astimda exhale edilen NO seviyesi arttig1 ve NO dl¢limiiniin inflamatuar progesi
tespit i¢cin non-invasif bir yontem olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (7).
Astimli hastalarda hava yollarinda iNOS enzim salmiminin ve buna bagli NO
miktarinin arttig1 ve steroid tedavisiyle bunun normale dondiigli bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (47). Miktar1 artan NO’nun, cNOS’un inhibisyonuna ve guanil siklazin
desensitizasyonuna neden olup, bronkodilatator yanitt ortadan kaldirdigi
belirtilmektedir (12).

NO 6l¢limiintin astim hastalarinda sagladig1 faydalardan biri subklinik formlarin

saptanip steroidle tedavi edilmesi ve klinik olarak hastalik tablosunun ortaya
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c¢tkmasmin Onlenmesiyken, bir diger faydasi da tedaviye yanitin degerlendirilip
gereksiz yere yiiksek doz ilag aliminin 6niline ge¢mis olmasidir (47).

NO, siiperoksit radikali (O»-) ile hizli bir sekilde etkilesir ve siiperoksitten daha
giiclii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO-) olusumuna neden olur. O-‘den
peroksinitrit olusumu ile, SOD araciligi ile HO, olusumu arasinda bir yarisma sz
konusudur. Fizyolojik kosullarda peroksinitrit olusumunun ihmal edilebilir diizeyde
oldugu belirtilmektedir. Dolayisiyla eNOS’tan fizyolojik kosullarda {iretilen NO’nun,
SOD’un fizyolojik konsantrasyonlarinin varliginda antioksidan, brons ve damar diiz
kas gevsetici etki gosterdigi, iNOS araciligt ile iretilen ¢ok yliksek
konsantrasyonlardaki NO’nun ise peroksinitrit olusumuna neden olabilecegi
belirtilmektedir (31). Akcigerlerdeki inflamatuar siirecte NO ve aktive nétrofiller
tarafindan ortaya c¢ikarilan siiperoksit anyonu arasindaki reaksiyon sonucu olusan
peroksinitritin; epitel hasarina, medyatoér salinimmma ve hava yolu duyarliliginin
artmasina neden oldugu belirtilmektedir (35).

NO’nun solunum sistemindeki ve astim gibi baz1 solunum sistemi
rahatsizliklarindaki etkisini arasgtirmaya yonelik in vivo/in vitro c¢esitli deneyler
yapilmustir. 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 (48). Harm Maarsingh ve
arkadaslar1 kobaylardaki alerjik astim modelinde; erken astmatik reaksiyondan sonra
nNOS kaynakli NO’nun eksikligine bagli olarak iNANK gevsemelerinin belirgin
sekilde azaldigin1 gosterirlerken, artmis arjinaz aktivitesinin, NO eksikliginin ve
bozulmus iINANK gevsemelerinin ana nedeni oldugunu iddia etmislerdir (49). NO
donorleriyle yapilan bir baska ¢alismada Kirs1 Vaali ve arkadagslar1t NO salan ilaglarin
kobay trakeasindaki in vitro gevsetici etkilerinin, yapisal 6zelliklerinden bagimsiz
olarak, bir 6l¢iide Ca™ duyarh K kanallar1 araciligi ile oldugunu ve bu etkinin ODQ
gibi soluble guanilat siklaz inhibitorleri ile antagonize edilebildigini belirtmislerdir.
Uyguladiklart modelde ATP duyarli K kanal inhibitérii glibenklamidin, ¢alisilan NO
donorlerinin gevsetici etkilerini modifiye edemedigini ve 4-Aminopiridinin etkiledigi
K kanallarinin da bu etkilerde rol oynamadigini ifade etmislerdir (50). Duyarli hale

getirilmemis kobay trakeasinda yapilan bir bagka in vitro ¢alismada; NANK aracili
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gevseme yanitlarinda NO’nun mediator olarak rol aldigi ve PDE-5 inhibisyonunun
NO aracili gevsemeyi artirdig ifade edilmistir (51).

Eksojen olarak verilen NO nun hem bronkodilator hem de bronkoprotektif
etkileri oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte NO’nun hastaligin patofizyolojisi
ile baglantisinin siipheli oldugu ve yarar/ zarar dengesinin kesinlik kazanmadig1 ifade
edilmistir. ¢ctNOS’a bagl olarak olusan NO’nun bronkokonstriktor stimulusa karsi
koruyucu bir etki gosterdigi, iNOS’a bagli olarak asir1 miktarda iiretilen NO’nun
tam tersi etki gdsterdigi ve iNOS inhibisyonun astimda goriilen allerjik inflamasyon

tizerine etkisinin halen arastirilmakta oldugu belirtilmektedir (7).

I1.3. Fosfodiesteraz Enzimleri

I1.3.a. Fosfodiesteraz Enzim Sistemi Genel Bilgi

1957°de Sutherland ve arkadaslar1 hiicre i¢i ikinci ulak gorevi yapan siklik
adenozin monofosfati (¢CAMP) ilk kez tanimlamislardir. Daha sonra diger bir siklik
niikleotid olan siklik guanozin monofosfat (cGMP) ve bunlar1 katabolize eden
spesifik fosfodiesteraz enzimleri (PDE ) ile substratlar1 ve aktiviteleri farkli 10 kadar
non-spesifik fosfodiesteraz enzimleri (PDE1-10) tanimlanmistir (52)

Fosfodiesteraz enzimleri siklik niikleotidleri hidrolize eden (cAMP ve cGMP) ve
boylece ikinci ulak sinyal yolaklarinin modiilasyonunda 6nemli rol alan enzimlerdir
Degisik PDE’ler farkli substratlara karsi degisen enzimatik afiniteye sahiptirler. Bu
enzimler farkli yerlesim ve kalsiyuma duyarlilik gostermektedirler. Korpus
kavernozumda PDE-2 / 3 / 4 / 5’in, kalp kasinda PDE-1/2/3/4/7 /8 / 9un,
damar diiz kasinda PDE-1 /2 /3 /4 /5’in varlig1 gosterilmistir. PDE-1 ve PDE-5"in
cGMP’ye afinitesinin daha yiiksek oldugu, PDE-2, PDE-3 ve PDE-4’iin ise
cAMP’ye daha yiiksek afinite gosterdigi belirtilmektedir. PDE-5 enziminin, damar
ve korpus kavernozum diiz kaslar1 diginda barsak diiz kaslarinda, trombositlerde ve

kondrositlerde de bulundugu belirtilmistir (53).
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I1.3.b. Fosfodiesteraz Enzim Inhibitorleri

PDE-5, cGMP yikimimi1 saglayan bir enzimdir ve inhibisyonu dokuda cGMP
artisgina neden olmaktadir. Guanilat siklaz enzimi ile olusan cGMP, proteinkinaz-
G’yi (PKG) aktive ederek birgok hiicresel islevi tetiklemektedir. Diiz kaslar disinda
da (viicuttaki hemen hemen tiim hiicrelerde) cGMP’nin ikinci haberci olarak rol
oynadig1 ve bir¢ok hiicre islevinin tetiklenmesinin sitozolik cGMP diizeylerine baglh
oldugu belirtilmektedir. Hiicre i¢ci cGMP diizeylerini ise sentezde guanilat siklaz, ve
yikimda PDE enzimleri belirlemektedir (53).

PDE’nin selektif inhibitorleri son yillarda  kullanilmaktadir. Milrinon ve
enoksimon gibi PDE 3’iin selektif inhibitorlerinin pozitif inotrop ve vazodilator
etkileri nedeniyle konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanildig1 belirtilmektedir.
Ayrica son yillarda metilksantinlerin PDE’ye non selektif yiiksek afiniteli ¢ok
sayida tiirevi sentezlenmistir. Bunlardan pentoksifilinin vazodilatator tedavide
kullanildig1, izobutilmetilksantin (IBMX)’in ise heniiz tedaviye girmedigi, lizerinde
laboratuar ¢alismalarinin yapildig: belirtilmektedir (52). Gene yakin zamanda selektif
PDE-5 inhibitorleri gelistirilmis ve erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica inhale NO ve PDE-5 inhibitorlerinin yetigkin ve neonatal pulmoner arteriel

hipertansiyon tedavisinde kullanildig1 belirtilmektedir (53).

I1.3.c.Fosfodiesteraz Enzim inhibitorleri ve Astim

Birinci kusak inhibitorler diye bilinen ksantin alkaloidleri teofilin ve kafeinin 60
yilt askin siiredir bronkodilatdr, antiastmatik ve analeptik olarak kullanildigi
belirtilmektedir. Kafeinin analeptik olarak degerini kaybettigi, teofilin ucuz tedavi
secenegi olarak ve daha dnemlisi kendisinden sonra tedaviye giren ve ¢ok daha etkili
ve daha az yan etkili bircok se¢enege ragmen astim ve kronik obstruktif akciger
hastaliklarinin tedavisinde ilk se¢enek olmamakla birlikte tedavi degerini korudugu
ifade edilmektedir. En eski ve en ¢ok arastirilmig bir solunum sistemi ilact olmasina
ragmen halen etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte, kesin olan
yonii nonspesifik PDE enzim inhibisyonu yapmasidir (54).

PDE izoenzimlerinin dokulardaki dagilimlar1 farkli oldugundan dolayi, spesifik

hiicrelerdeki PDE izoenzimlerine ydnelmenin, selektif izoenzim inhibitorleri ile
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tedavi basarisim1 artirirken, yan etkileri de en aza indirecegi belirtilmektedir. Yeni
ilag gelistirme amacli yapilan in vitro deneylerde, PDE-4 inhibitorleri ile bildirilen
cok sayida c¢alisma olmasina karsin insanlardaki aktivitesi iizerinde calismalar
sirhidir. Ilk gelistirilen inhibitdr olan zaprinastin eriskin astimlilarda egzersize baglh
bronkokonstriksiyonu azalttigi, ancak ¢ocuklarda bu etkisinin goriilmedigi, ayrica
histaminin indiikledigi bronkokonstriksiyonda etkili olmadigimin gosterildigi
belirtilmektedir. Tibenelastin etkisinin de istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi
ifade edilmektedir. Dual PDE-3/4 inhibitorii benafentrin ve zardaverinin etkisi
konusunda ise sonuclarin ¢eligkili oldugu, sistemik olarak alinan bu ilaglarda
hedeflenmeyen dokularda da etkileri oldugundan yan etki profillerinin hala genis
oldugu vurgulanmaktadir. Bu nedenle de doku dagilimmin daha ayrintili
bilinmesinin, doku veya hiicreye daha spesifik PDE inhibitorlerinin gelistirilmesinin
onemi iizerinde durulmaktadir (55)

Yapilan bir in vitro calismada kobay trakealarinda NO’ya bagli gevseme
cevaplarina selektif PDE-5 inhibitorii zaprinastin etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada
cGMP-spesifik tip 5 PDE inhibitorii zaprinastin, elektriksel alan uyarisi (EAU) ile
saglanan NANK gevseme cevaplarint ve NO dondrleri SIN-1 ve SNP gevseme
cevaplarin1 artirdigr belirtilmektedir. Bu bilgiler 1s1¢inda en azindan diiz kas
gevsemesinin bir boliimiiniin, NO  gibi transmiterlerin guanilat siklazi uyararak
cGMP seviyelerini artirmast  sonucunda olabilecegini bir hipotez olarak iddia
etmiglerdir. Elde ettikleri bulgulara goére NO’nun, NANK’a baghh gevseme
cevaplarinda bir mediator olabilecegini ve PDE-5 inhibisyonunun NO aracili
gevseme cevaplarini artirdigint belirtmislerdir (51).

PDE enziminin degisik izoenzimlerinin varliginin saptanmast ve PDE-4’iin
solunum yolu inflamasyonlarindaki roliiniin ve 6neminin anlasilmasi ile teofilinden
daha giiclii etkili ve oOzellikle daha az yan etkili selektif PDE inhibitorlerinin
sentezine odaklanildig1 belirtilmektedir. Hemen tedaviye girmeye hazir cilomilast ve
faz ¢aligmalar1 siiren roflumilast ve piclamilast gibi ikinci kusak olarak nitelenen
yeni selektif inhibitorlerin ilgiyi tekrar PDE’ler ve inhibitorleri tizerine ¢ektigi, gogiis
hastaliklar1 tedavi rehberlerinde segcenek Onceliklerinde degisikliklere neden olacak

gibi goriindiigii ifade edilmektedir (54)
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BOLUM I11
ARAC, GEREC VE YONTEMLER

I11.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Bu calismada Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari ve
Arastirma Laboratuvarindan temin edilen, 280-330 g agirhginda 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
gercgeklestirildi.
I11.2. Kontrol ve Deney Gurubu

20 adet yetiskin kobay esit iki gruba ayrildi. Hayvanlar oda sicakliginda metal
kafeslere konarak yiyecek ve suya ulasmalarma izin verildi. Deney grubundaki
kobaylar 1. ve 4. giinlerde 0.30 ml, %S5’lik (a/h) ovalbumin/salin sollisyonu ile
duyarl hale getirildi. Kontrol grubundaki hayvanlara ise 1. ve 4. giinlerde 0.30 ml
salin soliisyonu intramuskuler olarak uygulandi. Her iki gruptaki hayvanlar 25.

giinlin sonunda 6ldiiriildi (56).
I11.3. Alerjik Deri Reaksiyonu (ADR)

Kobaylarin ovalbumin ile duyarlanip duyarlanmadigini tespit etmek amaciyla
alerjik deri reaksiyonu uygulandi. Her bir kobayin iist dermis bdlgesine intradermal
olarak izotonik saline, ovalbumin (0.5, 1.0, and 5ug) verildi. 60 dakika sonra olusan

kizarikligin ¢api dlgiilerek ovalbumin duyarlilig: tespit edildi (57).

I11.4. Trakea Preparatlarimin Patolojik Degerlendirilmesi

Kontrol grubundaki ve ovalbumin duyarli deney grubundaki kobaylardan alinan
doku oOrnekleri 12-24 saat %10’luk formaldehid ile tespit edildikten sonra,
dehidratasyon ve seffaflandirma yapilarak parafine gomiildii. Parafin bloklardan
alinan 3 mikronluk kesitlere Hemotoksilen-Eozin, Masson Trikrom, PAS-Alcien
Blue boyalar1 uygulandi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskopunda degerlendirildi.
Tiim deneklerden alman doku kesitleri C.U. Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda 151k mikroskopu ile ayni patolog tarafindan degerlendirildi.
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I11.5. Trakea Preparatlarinin Alnmasi ve In Vitro Deneylere Hazirlanisi

Pentobarbital (100 mg i.p.) anestezisini takiben servikal dislokasyonla dldiiriilen
kobaylarin trakea dokular1 c¢ikarilarak besleyici soliisyon igerisinde ve hizli bir
sekilde Farmakoloji Anabilim Dali1 Laboratuarina getirildi. Kobaylardan alinan izole
trakea preparatlart uygun sekilde ¢evre dokularindan temizlendi. Preparatlar, esit
boyda olmak iizere 3-4 mmlik seritler halinde, 37°C’da 1sitilan, %95 O, ve %5 CO,
ile gazlandirilan pH’s1 7.4 olan 10 ml’lik organ banyolarinda, Krebs-Henseleit
soliisyonu iginde bir ucu cam organ askisina, diger ucu ise 4/0 ipek ile Grass-FT 03
Force Displacement gii¢ ¢evirgecine baglandi. Dokular kasilma ve gevseme yanitlari
alinmadan once 0.5 gramlik 6n gerilim altinda her 15 dakikada bir yeni soliisyon ile
yikanarak, 1 saatlik dengelenmeye birakildi. Bu dengelenme siiresinin sonunda
trakea preparatlari, deney sirasinda olugmast muhtemel olan spontan kasilmalari
onlemek ve hem de karbakol kasilma yanitlarinin degerlendirilmesinde 6l¢iit olmasi
amaci ile 80 mM KCI soliisyonu ile kasildilar. Daha sonra yikanan dokular agonist

ve antagonist maddelerin uygulanmasi ve EAU i¢in 30 dakika dinlenmeye birakildu.

EAU icin, trakea preparatlar1 2 paralel elektrot arasina vertikal bir sekilde, bir
ucu organ askisina diger ucu Grass-FT 03 Force Displacement transdusirina
baglanarak yerlestirildi. EAU supramaksimal voltajda (60 V), 0.5 msn, 64 Hz 'lik

frekanslarda toplam 10 sn'lik siire ile uygulandi.
I11.6. Deneylerde Kullamlan Besleyici Solusyonlar ve Ilaglar

Deneylerde kullanilan Krebs Bikarbonat soliisyonunun igerigi mM/L olarak su
sekildedir: NaCl: 120 mM/L, KCI: 4.6 mM/L, NaHCO;: 22 mM/L, MgSOy4: 1,2
mM/L, NaH,PO4: 1,2 mM/L, glukoz: 11.5 mM/L, CaCl,2.5"dir.

Deneylerde Kullamlan laclar:

NOC-12: NO dondrii (Sigma)

NOC-12’nin acik ismi (3-Ethyl-3-(ethylaminoethyl)-1-hydroxy-2-oxo-1-triazene)
olup stabil kompleks halindeyken fizyolojik sartlar altinda kofaktoér olmaksizin NO

saliverebilmektedir. Yarilanma dmriiniin ise 327 dakika oldugu ifade edilmektedir.
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NOR-4: NO donérii (Sigma)

NOR’iin agik ismi ((#)-(E)-4-Ethyl-2-[(Z)-hydroxyimino]-5-nitro-3-hexen-1-yl-
nicotinamide) olup kontrollii sartlar altinda spontan olarak NO saldig1 ve yarilanma
Oomriiniin 60 dakika oldugu belirtilmektedir.

T-0156: Fosfodiesteraz 5 inhibitorii (Sigma)

T-0156 maddesinin  agik ismi  ((2-(2-Methylpyridin-4-yl)methyl-4-(3.4,5-
trimethoxyphenyl)-8-(pyrimidin-2-yl)methoxy-1,2-dihydro-1-oxo0-2,7-naphthyridine-
3-carboxylic acid methyl ester hydrochloride)) olup dokuda ¢cGMP artigsina neden
olmaktadir

L-NAME: Nitrik oksit sentaz inhibitorii (Sigma)

YC-1: Guanilat siklaz aktivatorii (sigma)

ODQ: Guanilat siklaz inhibitorii (Sigma)

Ovalbumin: Hayvanlarda astim modeli olusturmak i¢in kullanilir (Sigma)
Karbakol: Kolinerjik agonist (Sigma)

Papaverin: Direkt diiz kas gevseticisi (Sigma)

Sodyum nitroprussiyat (SNP): NO salivericisi (Fluka)

Tim ilaglar distile suda ¢6ziildii ve her deney igin giinliik hazirlandi.

II1.7 Kasilma Yanitlari

I11.7.a. KCI1 Kasilma Yamtlar
Kontrol ve deney grubundaki kobaylardan elde edilen trakea preparatlari agonist
ilaglar verilmeden 6nce, 80 mM KCI ile organ banyosunda muamele edildi. KCI

kasilma yanitlart mg olarak sunuldu.

I11.7.b. Karbakol Kasilma Yanitlar:

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, dokular dengeye
ulastiktan sonra, karbakol (10®-10* M) kasilma yanitlari kiimiilatif olarak alindi ve
kasilma yanitlar1 ayn1 preparatta 80 mM KCl’nin olusturdugu kasilmalarinin %’si

olarak grafiklendi.
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I11.8. Gevseme Yanitlari

I11.8.a. NOC-12 Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10” M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, NOC-12 (NO donérii) (10®-3.10* M) gevseme yanitlar1 kiimiilatif olarak
alindi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye eristikten sonra bir iist
konsantrasyona gegildi. Ayrica NOC-12 gevseme yanitlari her gurup icin ODQ (107
M) varhiginda tekrar alindi. Her iki gruptaki gevseme yanitlar1 da karbakolun (107

M) olusturdugu kasilma yanit1 iizerinde % gevseme olarak grafiklendi.

II1.8.b. NOR-4 Gevseme Yanitlar:

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, NOR-4 (NO dondrii) (10® -3.10* M ) gevseme yanitlart kiimiilatif olarak
alindi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye eristikten sonra bir {ist
konsantrasyona gegildi. Ayrica NOR-4 gevseme yanutlart her gurup i¢cin ODQ (107
M) varliginda tekrar alindi. Her iki gruptaki gevseme yamtlar da karbakolun (107

M) olusturdugu kasilma yanit1 lizerinden % gevseme olarak grafiklendi.

IIL.8.c. T- 0156 Gevseme Yaniti

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10” M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, PDE-5 inhibitérii T-0156 (10°-10* M) gevseme yanitlart kiimiilatif olarak
alindi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye eristikten sonra bir tist
konsantrasyona gecildi. Her iki gruptaki gevseme yamtlar da karbakolun (10 M)

olusturdugu kasilma yanit1 lizerinden % gevseme olarak grafiklendi.

I11.8.d. YC-1 Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10” M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, YC-1 (10”- 3.10° M) gevseme yamtlar1 kiimiilatif olarak alindi. Her bir
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konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye eristikten sonra bir iist konsantrasyona
gecildi. Ayrica YC-1 gevseme yanitlari her gurup icin  ODQ (10 M) varliginda
tekrar alind1. Her iki gruptaki gevseme yanitlar1 da karbakolun (10° M) olusturdugu

kasilma yanit1 iizerinden % gevseme olarak grafiklendi.

I11.8.e. Sodyum Nitropurussit Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, SNP (10™3.10% M) gevseme yamtlar kiimiilatif olarak alindi. Her bir
konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye eristikten sonra bir iist konsantrasyona
gecildi. Her iki gruptaki gevseme yanitlari da karbakoliin (10° M) olusturdugu

kasilma yanit1 iizerinden % gevseme olarak grafiklendi.

I11.8.f. Papaverin Gevseme Yanitlar

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, papaverin (1010 M) gevseme yanitlari kiimiilatif olarak alindi. Her bir
konsantrasyondaki gevseme yaniti dengeye eristikten sonra bir iist konsantrasyona
gecildi. Her iki gruptaki gevseme yanitlari da karbakoliin (10° M) olusturdugu

kasilma yanit1 iizerinden % gevseme olarak grafiklendi.

I11.8.g. Elektriksel Alan Uyarisinin Olusturdugu Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, 60 V 0.5 msn, 64 Hz 'lik frekanslarda toplam 10 sn'lik siire ile uyarilar verildi.
Ayrica ortama L-NAME (3x10° M) ilave edilerek elektiriksel alan uyarilari
tekrarlandi. Elde edilen gevsemeler karbakoliin (10° M) olusturdugu kasilma yanit:

tizerinden % gevseme olarak grafiklendi.
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I11.9. cGMP Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Kontrol ve deney gurubundan alinan trakea preparati doku orneklerinde cGMP
diizeyleri Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Merkezi Laboratuarinda
ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi. Her iki guruptan alinan trakea preparati
doku 6rnekleri 37°C’de (pH 7.,4), %95 O, ve %5 CO; ile siirekli gazlandirilan Krebs
bikarbonat tampon c¢ozeltisinde 60 dakika dengelenmeye birakildi. Ilaglarla 10
dakika, antagonistlerle 30 dakika, [Karbakol (10° M), NOC-12 (10* M), NOC-12 +
ODQ (10 M), NOR-4 (107 M), NOR-4 + ODQ (10° M ), YC-1 (10° M), YC-1 +
ODQ (10° M ), PDE-5 (3. 10° M),] olmak iizere inkiibe edildi ve elektriksel alan
uygulandi. Inkiibasyondan sonra hizli bir sekilde alman seritler sivi nitrojende
donduruldu. Dondurulan seritler 1 ml % 80 etanole transfer edildi. Ornekler etanolle
homojenize edildi ve 30 dakika 4°C’de inkiibe edildi. Daha sonra homojenat hiicre
debris ve proteinleri ¢oktiirmek icin 4°C’de 15 dakika 12.000xg’de santrifiij edildi.
Etanolii uzaklagtirmak igin, siipernatantlar temiz deney tiipline alindi ve 50°C’de
ucuruldu. Bunun sonucunda kalan materyal, cGMP kitinde belirtilen talimatlara gore
islemlenerek ELISA yontemiyle (Parameter™, Cyclic GMP Assay, Catalog Number
KGE003) ¢cGMP diizeyi 6lgmek i¢in kullanildi. Her bir trakea dokusundaki cGMP
diizeyi pmol cGMP mg™' proteine standardize edildi.

I11.10. Deney Sonuclarimin Istatistiksel Degerlendirmesi
Calismamizin verileri SPSS (ver:14.0) programina yiiklenerek gruplar arasinda

fark olup olmadigi, iki ortalama arasindaki farkin onemlilik testi (student t testi),
Man Whitney U testi ve her bir grubun kendi iginde dlgiilen degiskenler yoniinden
karsilastirilmast (bagimli gruplarda) Wilxcon testi ile arastirilmistir. Deney sonuglari
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 hesaplandi.

pD>=log A-log(Emax/Ea-1)

A=Agonist ilacin molar konsantrasyonu
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Emax=Agonist ilacin olusturdugu maksimum etki
Ex=Agonist ilacin belirli bir konsantrasyonda olusturdugu etki
Ayrica ilaglarin olusturduklart maksimum etkileri herbir deneyden elde edilen

verilerin Scatchard denklemine uygulanmasi ile ¢izilen grafiklerden saptandi.
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BOLUM IV
BULGULAR

IV.1. Alerjik Deri Reaksiyonu Bulgular:

Kobaylarin ovalbumin ile duyarlanip duyarlanmadigini tespit etmek amaciyla alerjik
deri reaksiyonu testi uygulandi. Her bir kobayin iist dermis bdlgesine intradermal
olarak izotonik saline/ovalbumin (0.5, 1.0, and 5ug) verildi. 60 dakika sonra olusan
kizarikligin ¢api Olgililerek ovalbumin duyarliligi tespit edildi. Deney gurubundaki
ovalbumin enjeksiyonuna bagli olusan kizariklik yaniti, biitiin dozlarda kontrol
grubunda olusan kizariklik yanitina gore istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.05). Her

iki grupta da salin injeksiyonuna yanit olusmadi ( Tablo 4).

IV.2. Trakea Preparatlarinin Patolojik Degerlendirilme Bulgular:

Her iki deney gurubundan alinan bronsiyal doku drneklerinde yapilan patolojik
inceleme sonucunda ovalbumin duyarli gurupta astimla uyumlu olarak;
peribronsiyal/perivaskiiler iltihabi hiicre infiltrasyonun, diiz kas hipertrofisinin,
eozinofil 16kosit infiltrasyonun, subepitelyal kollagen artisinin, mukus sekresyonun

ve goblet hiicre hiperplazisinin daha fazla miktarda oldugu gézlendi (Resim 1-7).

IV.3. Kasilma Yanitlar1

IV.3.a. KCl Kasilma Yanitlar

Izole kobay trakea preparatlari, ilaglar verilmeden dnce ve deneylerin sonunda,
80 mM KCl ile organ banyosunda muamele edildi. KCI, hem kontrol hem de deney
grubunda kasilmalar olusturdu. KCI kasilma yanitlar1 agisindan iki grup
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05),

(Sekil 5), (Tablo 5).
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IV.3.b. Karbakol Kasilma Yamtlar:

Her iki grupta da izole kobay trakea preparatlarinda karbakoliin (10®-10* M),
konsantrasyona bagli olarak kasilma meydana getirdigi goriildii. Kasilmalar Eps ve
pD> degerleri ilizerinden degerlendirildi. Karbokol kasilma yanitlar1 acisindan iki

grup karsilagtirlldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi

(p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 5).

IV.4.Gevseme Yanitlar:

IV.4.a. NOC-12 Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dengeye ulastiktan sonra,
NOC-12 (10'873. 10 M) gevseme yanitlar1 kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler, E ks
ve pD, degerleri Tlzerinden degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplar
karsilastirildiginda, deney gruplarinda NOC-12  gevseme yamitlart 10° M
konsantrasyondan baslamak iizere tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaldi (p<0.05). Deney gruplarindan alinan gevseme yanitlarinda pD,
degerinde anlamh bir degisiklik olmadigi, E.xs degerlerindeyse anlamli bir azalma
oldugu saptandi (p<0.05), (Sekil 7), (Tablo 6).

Ayrica her iki gruptaki dokular, submaksimal konsantrasyonda 10° M karbakol
ile kasildiktan ve dengeye ulastiktan sonra, NOC-12 (10*-3.10" M) gevseme
yanitlar1, antagonist (ODQ) (10 M) varliginda tekrar alindi. Gevsemeler, Epais ve
pD» degerleri lizerinden degerlendirildi. Her iki gurupta ODQ varliginda elde edilen
gevseme yanitlari, tek bagina NOC-12 uygulandiginda elde edilen gevsme yanitlarina
gbre 10° M konsantrasyondan baslamak iizere anlamli olarak azaldi (p<0.05).
Antagonist varliginda alinan gevseme yanitlarinda pD, degerinde anlamli bir
degisiklik olmadig1, E.xs degerindeyse anlamli bir azalma oldugu saptandi (p<<0.05),
(Sekil 8), (Tablo 6).

IV.4.b. NOR-4 Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal

konsantrasyonda 10° M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
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sonra, NOR-4 (10™®-3.10™* M) gevseme yanitlar1 kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler,
Emas ve pD» degerleri lizerinden degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplarn
karsilastirildiginda, deney gruplarmda NOR-4 gevseme yamtlart 10° M
konsantrasyondan baslamak iizere tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaldi (p<0.05). Deney gruplarindan alinan gevseme yanitlarinda pD,
degerinde anlamh bir degisiklik olmadigi, E.xs degerlerindeyse anlamli bir azalma
oldugu saptandi (p<0.05), (Sekil 9), (Tablo 6).

Ayrica her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlar;, 10° M
karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra, NOR-4 (10™-3.10™ M)
gevseme yanitlar;, ODQ (10”° M) varliginda tekrar alindi. Gevsemeler, Epais ve pDa
degerleri {lizerinden degerlendirildi. Her iki gurupta antagonist varliginda elde edilen
gevseme yanitlari, tek basina NOR-4 uygulandiginda elde edilen yanitlara gore,
kontrol gurubunda 10° M’dan deney gurubunda ise 10° M konsantrasyondan
baslamak {izere anlamli olarak azaldi (p<<0.05). Antagonist varliginda alinan gevseme
yanitlarinda pD, degerinde anlamli bir degisiklik olmadigi, En.s degerindeyse
anlamli bir azalma oldugu saptand1 (p<0.05), (Sekil 10), (Tablo 6).

IV.4.c. T-O156 Gevseme Yanitlar:

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlar;, 10° M karbakol
ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra, PDE-5 inhibitorii T-0156 (10
10 M) gevseme yanitlart kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler, E s ve pD:
degerleri iizerinden degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplar karsilastirildiginda,
deney gruplarinda T-0156 gevseme yamitlari 10® M konsantrasyondan baslamak
lizere tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0.05).
Deney gruplarindan alinan gevseme yanitlarinda pD, degerinde anlamli bir degisiklik
olmadig1, E ks degerlerindeyse anlamli bir azalma oldugu saptandi (p<0.05), (Sekil

11), (Tablo 6).

IV.4.d. YC-1 Gevseme Yamitlari
Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlar;, 10° M karbakol
ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra, guanilat siklaz enzimi aktivatorii

YC-1 (10°-3.10° M) gevseme yamtlar1 kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler, Epays ve
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pD, degerleri {izerinden degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplar
karsilastinldiginda, deney gruplarinda YC-1 gevseme yamtlart 107 M
konsantrasyondan baslamak iizere tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaldi (p<0.05). Deney gruplarindan alinan gevseme yanitlarinda pD,
degerinde anlamli bir degisiklik olmadigi, E.xs degerlerindeyse anlamli bir azalma
oldugu saptandi (p<0.05), (Sekil 12), (Tablo 6).

Ayrica her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, 10° M
karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra, YC-1 (10°-3.10” M)
gevseme yanitlar;, ODQ (10 M) varliginda tekrar alindi. Gevsemeler, Epays ve pDa
degerleri iizerinden degerlendirildi. Her iki gurupta, antagonist (ODQ) varliginda
elde edilen gevseme yanitlarini, tek basina YC-1 yanitlarina gore kontrol gurubunda
10® M, deney gurubunda 107 M konsantrasyondan baslamak iizere anlamli olarak
azaldig1 bulundu (p<0.05). Antagonist varliginda alinan gevseme yanitlarinda pD,
degerinde anlamli bir degisiklik olmadigi, En.ks degerindeyse anlamli bir azalma

oldugu saptandi (p<0.05) (Sekil 13) (Tablo 6).

IV.4.e. Sodyum Nitropurussit Gevseme Yanmitlar:

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlar;, 10° M karbakol
ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra, SNP (10™-3.10* M) gevseme
yanitlart kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler, Ena.s ve pD, degerleri ilizerinden
degerlendirildi. Gevseme yanitlar1 her iki grupta da 10® M konsantrasyonda baslad.
SNP gevseme yanitlar1 agisindan iki grup karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05), (Sekil 14), (Tablo 6).

IV.4.f. Papaverin Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlar, 10° M
karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra, Papaverin (10™*-107* M)
gevseme yanitlar1 kiimiilatif olarak alindi. Gevsemeler, Enas ve pD, degerleri
tizerinden degerlendirildi. Papaverin gevseme yanitlar1 agisindan iki grup
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05),

(Sekil 15), (Tablo 6).
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IV.4.g. Elektriksel Alan Uyarisinin Olusturdugu Gevseme Yanitlari

Her iki grupta kobaylardan elde edilen izole trakea preparatlari, submaksimal
konsantrasyonda 10” M karbakol ile kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan
sonra, 60 V 0.5 msn, 64 Hz 'lik frekanslarda toplam 10 sn'lik siire ile uyarilar
verilerek gevseme yanitlart alindi. EAU her iki gurupta da geseme yaniti olusturdu.
Deney grubu EAU gevseme yanitlarinda, kontrol grubu yanitlarina gore anlamhi
olarak azalma meydana geldigi, Enas degerlerinin de kontrol grubuna gére anlamh
olarak azaldigi saptandi (p<0.05), (Sekil 16), (Tablo 6).

Ayrica her iki grupta submaksimal konsantrasyonda 10° M karbakol ile
kasildiktan ve dokular dengeye ulastiktan sonra EAU verilerek elde edilen gevseme
yanitlari , ortama ilk basta L-NAME (3x10” M) , daha sonra da L-Arginin (3x10”
M) ilave edilerek tekrar alindi. Her iki guruptaki gevseme yanitlari ortama L-NAME
ilave edilmesi ile anlamli olarak azalirken (p<0.05), ortama L-Arginin ilave edilmesi
sonucu kontrol ve deney guruplarindaki gevseme cevaplari baslangic seviyelerine

geri dondii (Sekil 17), (Tablo 6).

IV.5. ¢cGMP Diizeylerinin Degerlendirilme Bulgular:

Her iki guruptan alinan trakea preparati doku orneklerinde cGMP diizeyleri
ELISA yontemi ile odlgiildii. EAU, EAU+L-NAME+L-ARG, Karbakol (10'5 M),
NOC-12 (10 M), NOR-4 (10° M), YC-1 (10”° M), T-0156 (3. 10” M) uygulanan ve
bos (ilag uygulanmayan doku) trakea preparatlarinda cGMP diizeyleri, (pmol/mg)
deney gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde azaldi (p<0.05),

(Tablo 7).

Ayrica her iki guruptaki doku 6rneklerinde cGMP diizeyleri, NOC-12, NOR-4 ve
YC-1 ilaglart igin ODQ, EAU i¢in ise L-NAME varliginda tekrar 6l¢iildii. Her iki
grupta antagonistler (ODQ,L-NAME) varliginda 6lgiilen cGMP diizeyleri, antagonist
yoklugunda olciilen cGMP diizeylerine gore anlamli derecede azaldi (p<0.05),
(Tablo 8).
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TABLOLAR

Tablo 4: Kontrol ve Deney Guruplarmin Alerjik Deri Testi Sonuglart Ag¢isindan
Karsilagtirilmasi (aritmetik ortalama + standart hata)

(Alerjik Deri Testi Sonuglart mm cinsinden hesaplanmistir)

ILACLAR KONTROL DENEY
(n=10) (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*

*? Kontrol gurubundan istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Tablo 5: izole Kobay Trakea Dokularinda Maksimum Kasilma (Emas) ve pD:

Degerleri (aritmetik ortalama + standart hata)

i Kontrol =~ Grubu | Deney  Grubu
ag
(n=10) (n=10)
KCl Emaks (mg) 1220 + 126.0 1360 + 187.0
Emaks (%) 113.8+8,0 120.8+9,0
Karbakol
pD, 6.73 +£0.07 6.66 + 0.09
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Tablo 6: izole Kobay Trakea Preparatlarinda Maksimum Gevseme (Enaks) ve pDa

Degerleri (aritmetik ortalama + standart hata)

flag Kontrol Grubu (n=10) Deney Grubu (n=10)
NOC-12 Emaks (%) 68.9 + 6.4 306 £2.8 *
pD; 5.54 +0.06 5.20 +0.08
ODONOC-12 Emaks (%) 34.6 +3.6% 14.6+2.74
pD;, 5.44 +0.04 4.95+0.03
NOR.-4 Emaks (%) 62.8+5.8 246 +£3.9 *
pD; 5.50 + 0.06 5.10 £ 0.08
ODO-NOR-4 Emaks (%) 31.6+4.14 156284
pD; 5.52 +0.09 5.12+0.07
T.0156 Emaks (%) 65.2+3.9 353+4.7*
pD, 6.14 +0.08 6.20 + 0.06
VC-1 Emaks (%) 73.5+5.2 352+49*
pD; 6.53 + 0.05 6.15+0.11
ODO+YC-1 Emaks (%) 36.6 + 434 153+2.14
pD, 6.37+0.10 6.12 £ 0.07
0
EAU Emaks (%) | 4y 8145 262 +42 %
0 + L4
L-NAME +EAU Emaks (%) | 2661309 122+21
0
L-NAME+EAU+L-ARG| D8k (0) | 30 4 34 24+2.6
SNP Emaks (%) 794+6.7 71.2£59
pD; 5.27+0.09 5.10 + 0.08
PAPAVERIN Emaks (%) 100+ 0.0 100+ 0.0
pD; 5.33+0.07 5.03 +0.06

* Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

4 Her iki grupta antagonistin (ODQ) kullamlmadig1 duruma gére istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05)

°, Her iki grupta antagonistin (L-NAME) kullanilmadigi duruma gore istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0.05)
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Tablo 7: Kontrol ve Deney Guruplarinin cGMP Diizeyleri Agisindan
Karsilastirilmasi (aritmetik ortalama + standart hata)
ILAC Kontrol Grubu (n=10) | Deney Grubu (n=10)
pmol/mg protein pmol/mg protein
BOS 103.36 +29.26 73.09 + 7.33*
KARBAKOL 109.53 +25.50 86.97 +£23.12*
NOC-12 217.11 £30.41 154.04 +£21.08*
NOR-4 208.28 +34.90 121.17 +£8.01*
YC-1 197.62 + 21.83 92.25+10.11*
T-0156 160.20 + 44.33 84.69 +22.53*
EAU 132.75 +24.73 82.96 + 6.22*
L-NAME+EAU+ L-ARG 126.11 +£12.43 75.67 + 8.34*

*  Kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Tablo 8: Guruplarin Kendi icinde cGMP Diizeyleri A¢isindan Karsilastiriimasi

(aritmetik ortalama + standart hata)

Kontrol Grubu (n=10)

Deney Grubu (n=10)

ILAC

pmol/mg protein pmol/mg protein
NOC-12 217.11 £50.41 154.04 £101.58
ODQ+NOC-12 12143 £7.39%* 73.08 + 13.89 *
NOR-4 208.28 +34.90 121.17 £8.01
ODQ+NOR-4 123.38 £10.03* 63.30 + 15.95*
YC-1 197.62 +21.83 92.25+10.11
ODQ+YC-1 108.17+£9.51 * 4398 £7.36*
EAU 132.75 £24.73 82.96 £ 6.22
L-NAME +EAU 97.37 +17.28 ** 41.26 +3.58 **

*, Her iki grupta ODQ’nun kullanilmadig1 duruma gore anlamlidir (p<<0.05)

** Her iki grupta L-NAME’in kullanilmadigi duruma gore anlamlidir (p<0.05)
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SEKILLER
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EZ3 Ovalbumin-duyarli
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80 mM KCI

Sekil 5: Izole kobay trakea preparatlarinda 80 mM KCl kasilma yanitlar1 (n=10)
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Sekil 6: Kontrol ve ovalbumin duyarli deney grubundaki izole kobay trakea

preparatlarinda karbakol konsantrasyon yanit egrileri (n=10)
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Sekil 7: 10° M Karbakol ile kastirilmis izole kobay trakea preparatlarnda NOC-12
konsantrasyon yanit egrileri (n=10).

* Kontrol grubuna gore p<0.05
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Sekil 8: 10° M Karbakol ile kastirilmis kontrol (A) ve ovalbumin duyarh (B) izole
kobay trakea preparatlarinda ODQ (10° M) varliginda NOC-12 konsantrasyon yanit
egrileri (n=10).

* 0DQ ilave edilmemis duruma gore p<0.05
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Sekil 9: 10° M Karbakol ile kastirilmis izole kobay trakea preparatlarnda NOR-4
konsantrasyon yanit egrileri (n=10).

* Kontrol grubuna gére p<0.05
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Sekil 10: 10” M Karbakol ile kastirilmus kontrol (A) ve ovalbumin duyarli (B) izole
kobay trakea preparatlarinda ODQ (10 M) varhiginda NOR-4 konsantrasyon yanit
egrileri (n=10).

* 0DQ ilave edilmemis duruma gore p<0.05.
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Sekil 11: 10° M Karbakol ile kastirilmus izole kobay trakea preparatlarinda T-0156
konsantrasyon yanit egrileri (n=10).

* Kontrol grubuna gére p<0.05
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Sekil 12: 10° M Karbakol ile kastirilmis izole kobay trakea preparatlarinda YC-1
konsantrasyon yanit egrileri (n=10).

* Kontrol grubuna gore p<0.05
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Sekil 13: 10” M Karbakol ile kastirilmus kontrol (A) ve ovalbumin duyarli (B) izole
kobay trakea preparatlarmda ODQ (10° M) varliginda YC-1 konsantrasyon yanit
egrileri (n=10).

*, 0ODQ ilave edilmemis duruma gore p<0.05
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Sekil 14: 10° M Karbakol ile kastirilmis izole kobay trakea preparatlarinda SNP

konsantrasyon yanit egrileri (n=10).
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Sekil 15: 10° M Karbakol ile kastirilmis izole kobay trakea preparatlarinda

Papaverin konsantrasyon yanit egrileri (n=10).
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Sekil 16: 10° M Karbakol ile kastirilmus izole kobay trakea preparatlarmda EAU ile

olusan gevseme yanitlari (n=10).

* Kontrol gurubuna gore p<0.05
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Sekil 17: 10° M Karbakol ile kastirilmus kontrol (A) ve ovalbumin duyarli (B) izole
kobay trakea preparatlarinda, L-NAME (3x10° M) ve L-Arginin (3x10° M)
varliginda elde edilen gevseme yanitlari.

* Kontrol gurubuna gore p<0.05
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RESIMLER

Resim 1: Kontrol gurubunda normal - Resim 2: Deney gurubunda bronsg

bronsiyol yapis1 (H-E;x25) duvarinda diizkas hipertrofisi (H-E;x50)

Resim3: Deney gurubunda peribronsiyal- Resim4: Deney gurubunda brong

iltithabi hiicre infiltrasyonu ve mukus limenin de mukus artig1

(H-E;x25) (H-E;x50)
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Resim 5: Deney gurubunda brons duvarinda Resim 6: Deney gurubunda bronsiyol

eozinofil-16kosit infiltrasyonu duvarinda diiz kas hipertrofisi ve
(H-E;x100) subepitelyal minimal kollagen artis1

(Mason-Trikrom ; x 50)

Resim 7: Deney gurubunda brons duvarinda izlenen goblet hiicre hiperplazisi

( PAS-Alcien Blue ; x 50)
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUC

Astim; kronik hava yolu inflamasyonu ile olusan brons hiperreaktivitesi ve nobetler
seklinde Oksiiriik, dispne, higiltilvhiriltili solunum, gogiiste sikisma yakinmalart ile
seyreden, yaygin, degisken, genellikle geri doniisli havayolu obstriiksiyonu olarak
tanimlanir (1).

Kiside varolan bir genetik yatkinliga, cevresel faktorlerin de katkisiyla ortaya
¢ikan bozulmus immiinoregiilasyon ile dengesiz noral kontrol ve/veya uyarilmis non-
immiinolojik non-noral yol ile olusan kronik inflamasyon, astimin patogenezinin
temelini olusturmaktadir (12). Sonug¢ olarak astimda, kronik inflamasyon, brons asirt
duyarlihig1 ve yaygin, geri doniislii hava yolu obstriiksiyonu goriilmektedir.

NO solunum sisteminde; epitel hiicresi, solunum yolu sinirleri, inflamatuvar
hiicreler (makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri), damar endoteli, diiz kas hiicreleri,
Tip II alveolar hiicrelerde NOS enzimiyle sentezlenmektedir. NO’nun, solunum
sisteminde solunum yollar1 tonusunu, bronsiyal sirkiilasyonu, mukus ve elektrolit
sirkiilasyonunu ve hava yollar1 ndronal aktivitesini diizenledigi belirtilmektedir (31).

Solunum havasinda, bronkoskopik lavaj ve indiiklenmis balgam 6rneklerinde NO
ve metabolitlerinin saptanmis olmasi, NO’nun hava yollarinda sentezlendigini
gosteren bulgulardir (43). NOS immunoreaktivitesi gosteren sinirlerin solunum
yollarinin damarlarinda, diiz kas hiicrelerinde ve lamina propriada bulundugu
belirtilmektedir (4). Astimlilarda solunum havasinda NO seviyesinin arttigi ve NO
Olclimiiniin inflamatuar silireci tespit i¢in non-invasif bir yOntem olarak
kullanilabilecegi belirtilmektedir (7). 300 milyon kisiyi etkiledigi tahmin edilen ve
diinya ¢apinda bir sorun haline gelen astimin, kontrol altina alinmasiin maliyeti
yiiksek goriinmesine ragmen, hastaligin dogru tedavi edilmemesinin bunu daha da
artiracag ifade edilmektedir (2).

NO, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi aracilifi ile L-Argininden sentezlenir. NOS
enziminin 2 izoformu bulundugu belirtilmektedir. Bunlardan ilki ¢cNOS [constitutive
(vapisal) NOS]’dur. Hiicrelerde yapisal olarak bazal diizeyde bulunmaktadir. cNOS ile
olugsan NO guanil siklaz1 aktive ederek fizyolojik olaylari regiile eder. cNOS’un, endotelde
bulunan eNOS ve ndronlarda bulunan nNOS (néronal NOS) alt tipleri vardir ve

kortikosteroidlerden etkilenmedigi ifade edilmektedir. Yapisal NOS’un sentez siiresi
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kisa, iiretilen NO miktar1 diisiik, fakat siireklidir. Tkinci NOS izoformu ise iNOS
[inducible (indiiklenebilir) NOS]’dur. iNOS bazi uyaranlardan (TNFo, IFN(], IL-1,
endotoksin gibi) sonra aktivasyon kazamr ve bol miktarda iiretilirler. Kortikosteroidlerle
iNOS'a baglit NO yapiminin azaltilabilecegi belirtilmektedir (5).

Hava yollarinda, kolinerjik, a-adrenerjik, eksitator nonadrenerjik nonkolinerjik
(eNANK) olmak fizere bronkokonstriikksiyona neden olan {i¢ noral sistem
bulunmaktadir. Bronkodilatasyona yol acan mekanizmalarin ise P-adrenerjik ve
inhibitér nonadrenerjik nonkolinerjik (iNANK) sistemler oldugu belirtilmektedir.
Proksimal hava yollarinda agirlikli olarak iNANK noéral sisteminin aktif olarak
mevcut oldugu ve bu sistemin insan hava yollarindaki tek endojen bronkodilator
sistem oldugu ileri siiriilmektedir (3). Bazi c¢alismalar NO’nun iNANK’in
norotransmiteri olarak davrandigint ve bu sekilde de gevseme olayma katkida
bulundugunu bildirmektedir (4).

Asetilkolin kolinerjik, noradrenalin o-adrenerjik, norokinin ise eNANK ndral
sistemleri {izerinden hava yollarinda bronkokonstriksiyon meydana getirirler.
Astimda Ozellikle eksitator sistemin hakimiyeti ile bronkomotor tonus iizerinden
kasilma oldugu, hava yolu sekresyonunda artis, bronsiyal dolasimda vazodilatasyon,
inflamatuvar hiicrelerde tetikleyici etkiler meydana geldigi belirtilmistir (12).

NO’nun solunum sistemindeki ve astim gibi bazit solunum sistemi
rahatsizliklarindaki etkisini arastirmaya yonelik in vivo/in vitro c¢esitli deneyler
yapilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde anestezi altindaki kobaylarda metakolin ile
saglanan bronkokonstriksiyonun inhale edilen NO ile konsantrasyona-bagimli bir
sekilde azaldig1 gosterilmistir (45). Baska bir ¢alismada Akira Koarai ve arkadaslar
(2000), farelerde iINOS’a yiiksek derecede spesifik bir inhibitér olan 1400W kod
isimli maddeyle tedavi sonrasinda solunum yollarindaki asir1 duyarliligin tamamen
ortadan kalktigini ve eozinofil infiltrasyonun da daha az oldugunu gostermislerdir.
Bu bulgular 15131nda iNOS’a bagli olarak olusan NO’nun solunum yollarindaki asir
duyarhiliktan ve eozinofil infiltrasyonundan sorumlu oldugunu ve selektif iINOS
inhibitorleriyle tedavinin astimda faydali olabilecegini ileri stirmiiglerdir (58).

Biz bu ¢alismada ovalbuminle duyarlastirilarak astim olusturulan kobaylardan
izole edilen trakea preperatlarinda in vitro olarak NO/cGMP yolagin1 ve bu yolaga

etkileyen ilaglar1 arastirdik.
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Astim i¢in gelistirilen hayvan modelleri hastalifin etiyolojisi ve patolojisinin
aciklanmasi agisindan Onemli bir deger tasimaktadir. Hayvanlarda ovalbumin
uygulanmasiyla duyarli hale getirerek olusturulan astim, son yillarda kullanilan
modellerin baginda gelir (56). Bu modelde kobaylara artan dozlarda ovalbumin
intradermal olarak verildikten 60 dakika sonra olusan kizarikligin ¢api Olgiilerek
hayvanlarin duyarl hale gelip gelmedigi saptanir.

Bu caligmada kontrol grubunda ovalbumine kizariklik yaniti olusmazken, deney
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde cevap olustu. Her iki grupta da salin
injeksiyonuna yanit olusmadi. Bu sonuclar, calismamizda kullandigimiz deney
grubundaki kobaylarin ovalbuminle duyarli hale getirildigini ve deneysel astim
olusturuldugunu gostermektedir.

Ovalbuminle duyarli hale getirdigimiz kobay bronsiyal dokularinda gézlenen
patolojik bulgular da bu hayvanlarda astim olustugunu desteklemektedir.

Calismamizda KCl hem kontrol hem de deney grubundaki trakea diiz kas
preparatlarinda kasilmalar olusturmus ve bu kasilmalar arasinda anlamli farklilik
bulunamamistir. KCl1 reseptdr aracisiz kasilma yapar ve diiz kaslarin kasilma
fonksiyonlarmi degerlendirmek i¢in kullanilir. Yiiksek konsantrasyonda KClI,
hiicreleri depolarize eder. Sonug olarak voltaj duyarli kalsiyum kanallar1 agilarak
hiicre disindan hiicre icine kalsiyum girisi olur ve diiz kas kasilir. Meydana gelen
kasilma tamamen hiicresel mekanizmalarla olusmaktadir. Bu ¢alismada KCL kasilma
yanitlarinin  degismemesi kontrol ve deney grubunda hiicresel diizeyde bir
bozuklugun olmadigin1 ve diiz kasin kasilma fonksiyonunun bozulmadigini
gostermektedir.

Arastirmamizda karbakol, hem kontrol hem de deney grubunda kasilmalar
olusturdu. Karbakolun olusturdugu kasilma yanitlarinda ovalbiimin duyarli grupla,
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Karbakol, hem muskarinik hem
de nikotinik 06zellik gosteren asetilkolinesteraz enzimine dayanikli bir ilagtir.
Karbakol trakea diiz kasinda bulunan muskarinik reseptorleri uyararak inozitol
trifosfat ve diagilgliserol lizerinden hiicre i¢i kalsiyum diizeyini artirmak suretiyle
diiz kasta kasilma olusturur. Cevit ve arkadaslarinin (2007), ovalbumin duyarli ve
kontrol grubu kobay trakealarindaki karbokol kasilma yanitlar1 arasinda anlamli bir

fark bulamamis olmalar1 da bizim bulgularimizi destekler nitelikteydi (56).

58



Calismamizda karbakol kasilma yanitlarinin deney grubunda, kontrol grubuna
gore degisiklik gostermemesi, ovalbuminle duyarli hale getirilmis kobaylarda
muskarinik reseptor araciligi ile olusan yanitlarin bozulmadigini diisiindiirmektedir.

Karbakol ile kasilmis izole kobay trakea preparatlarinda sodyum nitroprussiyat
(SNP) ile olan gevseme yanitlarinda her iki grupta da anlamli bir fark
bulunamamistir. SNP, viicutta NO ve CN (siyaniir iyonu) salinimina yol agmaktadir.
Hipertansif krizlerde kullanilan gii¢lii bir parenteral gevsetici olan SNP’nin hem
arterleri hem de veniilleri dilate ettigi, ayn1 zamanda damar dis1 diiz kaslar1 da
gevsettigi ifade edilmektedir. Gevsetici etkisinde potasyum kanallarin1i agmak,
membranda elektrojenik Na™ pompasini aktive etmek siiretiyle hiperpolarizasyon
yapmak ve reseptor bagimlh Ca™ kanallarindan Ca ™ girisini inhibe etmek gibi birgok
mekanizma rol oynamaktadir. Ayrica hiicre icine gectikten sonra NO salinimi
yaparak guanilat siklaz-cGMP sistemini aktive etmektedir (59). Caligmamizda SNP
gevseme yanitlarinin degismemis olmasi SNP’nin izole kobay trakea diiz kasinda
yaptig1 gevsemelerde birden fazla mekanizma kullantyor olmasina bagli olabilir.

Calismamizda papaverin, hem kontrol hem de deney grubunda gevsemeler
olusturdu. Ovalbiimin duyarli grupta papaverinin olusturdugu gevseme yanitlarinda,
kontrol grubundaki yanitlara gére anlamli bir fark bulunamadi. Papaverin, selektif
olmayan bir sekilde siklik niikleotid fosfodiesteraz enzimini inhibe etmek suretiyle
hiicre i¢ci cAMP diizeyini artirarak ve hiicre i¢ine kalsiyum girisini azaltarak diiz
kaslarda gevseme olusturur. Ayrica papaverin endojen adenozinin uptake’ini bloke
ederek onun vazadilator etkinligini artirir. Papaverinin olusturdugu gevsemeler
reseptorden bagimsiz gevsemelerdir ve diiz kaslarin gevseme fonksiyonunu test
etmek i¢in siklikla kullanilir (60). Papaverin gevseme yanitlarinin deney grubunda,
kontrol grubuna gore degisiklik gostermemesi, ovalbuminle duyarli hale getirilmis
kobaylarda diiz kasin reseptére bagli olmayan gevseme Ozelliginin bozulmadigini
gostermektedir.

NO, guanilat siklaz enzim aktivasyonu ile cGMP artis1 yaparak ve dolayli yoldan
da hava yollarinda bronkodilatasyondan sorumlu olan iINANK sisteminin
noromediatorii olarak gorev yapmaktadir (3). Gruetter ve arkadaslar1 (1989)
nitrovazodilatorlerin sigir izole solunum yolu diiz kasinda guanilat siklaz1 aktive

ederek ve cGMP diizeylerini artirarak gevseme olusturdugunu gostermislerdir (61).
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Astiml1 hastalarda hava yollarinda iNOS enzim saliniminin ve buna bagli NO
miktarinin arttig1 birgok calismada gosterilmistir (47). Miktar1 artan NO’nun,
cNOS’un inhibisyonuna ve guanil siklazin desensitizasyonuna neden olup,
bronkodilatatér yanit1 ortadan kaldirdig belirtilmektedir (12). 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 gostermiglerdir (49). NO donorleriyle
yapilan bir baska calismada Kirs1 Vaali ve arkadaglar1 (1998), NO salan ilaglarin
kobay trakeasindaki in vitro gevsetici etkilerinin, ODQ gibi soluble guanilat siklaz
inhibitorleri ile antagonize edilebildigini belirtmiglerdir (50). Hwang T-L ve
arkadaslar1 (1999), bir guanilat siklaz enzim aktivatorii olan YC-1’in eksojen ve
endojen NO’nun kobay trakeasindaki gevsetici etkisini cGMP diizeylerini artirarak
potansiyalize ettigini iddia etmislerdir. Aynm1 ¢alismada YC-1 ile SNP gevseme
cevaplarini solubl guanilat siklaz inhibitérii olan ODQ’nun geriye dondiirdigilinii
belirtmislerdir (62).

Fosfodiesteraz-5, cGMP yikimimi saglayan bir enzimdir ve inhibisyonu dokuda
cGMP artisina neden olmaktadir. Hiicre i¢i cGMP diizeylerini sentezde guanilat
siklaz, yikimda ise fosfodiesteraz enzimleri belirlemektedir (53). PDE’nin selektif
inhibitorleri son yillarda klinikte bir ¢ok alanda kullanilmaktadir. Fosfodiesteraz
enziminin degisik izoenzimlerinin varlifinin saptanmasi ve PDE4’iin solunum yolu
inflamasyonlarindaki roliiniin ve O6neminin anlasilmasi ile teofilinden daha giiglii,
daha az yan etkili selektif fosfodiesteraz inhibitorlerinin sentezine odaklanilmustir.
(54). Tuncel ve arkadaslar1 (2004), in vitro arastirmalarinda kobay trakealarinda
cGMP-spesifik tip 5-fosfodiesteraz inhibitorii zaprinastin, EAU ile saglanan NANK
gevseme cevaplarint ve NO donorleri SIN-1, SNP gevseme cevaplarini artirdigini
gostermislerdir. Elde ettikleri bulgulara gére NO’nun, non adrenerjik-non kolinerjik
(NANK) cevaba baglh gevseme cevaplarinda bir mediatér olabilecegini ve
fosfodiesteraz-5 inhibisyonunun NO aracili gevseme cevaplarini artirabilecegini
iddia etmislerdir (51).

Biz bu ¢alismada NO/cGMP yolagini etkileyen nitrik oksit donorleri NOC-12 ve
NOR-4, guanilat siklaz enzim aktivatérii YC-1, fosfodiesteraz 5 (PDEs) enzim

inhibitorii T-0156 maddeleriyle karbakol ile 6nceden kastirilmis olan kobay trakea
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dokularinda konsantrasyona bagli gevseme cevaplar1 aldik. Bu maddeler ile olusan
gevseme yanitlarinin tiimiinii ovalbumin duyarli deney grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede azalmis olarak bulduk. Ayrica her iki grupta nitrik oksit
donorleri ve YC-1 maddesi gevseme yanitlarini, bir guanilat siklaz enzim inhibitorii
olan ODQ varliginda tekrar aldik. Her iki grupta da antagonist varliginda elde edilen
gevseme yanitlarini, maddelerin yalniz kullanildigi duruma gore anlamli derecede
azalmis olarak bulduk.

Her iki grupta ODQ’nun nitrik oksit donérleri (NOC-12 ve NOR-4) ve YC-1 ile
olusan gevsemeleri azaltmig olmasi, bu maddelerin guanilat siklaz aktivasyonu
tizerinden cGMP artisiyla gevseme yaptiklari bilgisini desteklemektedir. Nitrik oksit
donorleri ve YC-1 maddesi ile elde ettigimiz gevseme yanitlarinin deney grubunda
azalmis olmasi, astimda enflamasyona bagli olarak artmig iNOS aktivasyonu
sonucunda olusan fazla miktardaki NO’nun, guanilat siklaz enzimi miktar ve/veya
aktivitesinde meydana getirdigi azalmaya ve sonucta yeterli miktarda cGMP
olugsmamasina bagli olabilir.

Calismamizda fosfodiesteraz 5 (PDEs) enzim inhibitorii olan T-0156 ile iki
grupta da gevseme elde edilmesi izole kobay trakea diiz kasindaki gevseme yanitinda
c¢cGMP’nin rol aldigimi gostermektedir. Deney grubunda T-0156 ile olusan gevseme
yanitlarindaki azalma, artmig iNOS aktivasyonu sonucunda olusan fazla miktardaki
NO ile ¢cNOS’da baskilanmaya ve buna bagli olarak endojen NO miktarindaki
azalmaya bagli olabilecegi gibi, guanilat siklaz enzimi miktar ve/veya
aktivasyonundaki azalmaya ve sonug¢ olarak yeterli miktarda ¢cGMP iiretilmemis
olmasina bagli olabilir.

Jacob de Boer ve arkadaslar1 (1999), kobaylarda yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada,
erken astmatik reaksiyondan sonra metakolinle saglanan solunum yollarindaki asiri
duyarliliga, endojen NO’daki eksikligin katkida bulundugunu ve bu durumun
eksojen olarak verilen L-arginin ile geriye donebilecegini belirtmislerdir. Bu bulgular
1s181nda cNOS substralarindaki kisitlamanin, bu enzimin aktivitesindeki azalmanin
ve erken astmatik reaksiyondan sonraki solunum yollar1 asir1 duyarlilifinin sebebi
oldugunu iddia etmislerdir (63). Nitrik oksit sentezleyen enzimin inhibitorlerinin
bulunmus olmasinin, NO’nun fizyolojik ve patofizyolojik ozelliklerini saptamada

onemli rol oynadigi belirtilmektedir. [Ng-monometil- L-arginin (L-NMMA), NG-
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nitro-L-arginin  (L-NOARG), NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME),
NGiminoetil-L-ornitin (L-NIO)] gibi L-arginin analoglarinin endojen NO sentezini
inhibe ettigi belirtilmistir (37).

Bir bagka invitro calismada izole kobay trakea dokularinda, indometazin,
atropin, gunetidin, a-kimotripsin, ve histamin varliginda elde edilen EAU gevseme
cevaplarinin YC-1 varhiginda biiyiik 6l¢iide arttigini, L-NAME veya ODQ varliginda
aliman EAU gevsemelerinin ise azaldigin1 ve devaminda ortama ilave edilen YC-1’in
ise EAU gevseme yanitlarini daha fazla arttirmadigini belirtmislerdir (62).

Calismamizda 6nceden karbakol (10° M) ile kastirlmis izole kobay trakea
preparatlarinda EAU, kontrol ve deney gruplarinda gevseme yanitlari olusturdu.
EAU uygulamalar1 sonucunda elde edilen gevseme yanitlari, ovalbumin duyarl
grupta, kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmis olarak bulundu. Her iki grupta
da EAU sonucu olusan gevseme cevaplari, ortama L-NAME eklenmesiyle anlamli
derecede azalirken, ortama ilave edilen L-Arginin ile bu gevseme yanitlar1 geriye
dondii. Bu sonuglar reversibl bir NOS inhibitorii olan L-NAME’in NO sentezini
engelledigini, ortama L-Argininin ilave edilmesinden belli bir siire sonra ise NO
salinimint artirarak tekrar gevsemeleri artirdigini ve neticede EAU sonucu ortaya
ctkan gevsemelerin noronal NO salmimi ile oldugunu gostermektedir. Deney
grubunda gevsemelerdeki bu azalma, kronik enflamasyon sonucu artmig iNOS
aktivasyonuna bagli olarak olusan fazla miktardaki NO’nun ¢cNOS’da baskilanma
yapmasina ve sonuc¢ta verdigimiz EAU’nin yeterli miktarda noronal nitrik oksit
salinimima yol agmamasina bagli olabilecegi gibi, gunilat siklaz enzimi miktar
ve/veya aktivisindeki azalma da bu sunuca yol acabilecektir.

NO’nun biyolojik aktivitesinde en iyi tanimlanani, hedef bdlgesinin, ¢oziiniir
guanilat siklazin hem komponenti igerisindeki Fe"*’ye baglanmasi ve enzimi aktive
ederek GTP’nin cGMP’ye doniisiimii saglamasidir. Bunun ardindan cGMP’nin , tip
I ¢ozlinlir cGMP-bagimlhi protein kinaz’a (PKG) baglanarak hiicre i¢i etkilerini
olusturdugu belirtilmektedir (38). Genel olarak cGMP’nin diiz kas gevsemesini iki
molekiiler mekanizmay1 aktive ederek baslattigi kabul edilmektedir: 1) Hiicre ici
Ca™ konstrasyonunu azaltarak; 2) Kontraktil sistemin Ca*a duyarliligin1 azaltarak.
[Ik mekanizmaya gére aktive olmus PKG’nin, gesitli hedef proteinleri fosforilleyerek

hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun azalmasima neden oldugu belirtilmektedir (39).
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¢GMP ile indiiklenen Ca™ desentizasyonun ise RhoA- bagimli yolagin inhibisyonu
tizerinden miyozin-hafif zincirin fosfataz aktivititesini stimule ederek olusturdugu
belirtilmektedir (41).

Caligmamizda, ovalbumin duyarli grup ve kontrol grubunda ELISA yo6ntemini
kullanarak siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeylerini Ol¢tiik. Ovalbumin
duyarli grup izole kobay trakea dokularinda; EAU, Karbakol, NOC-12, NOR-4, YC-
1, T-0156 uygulamalar1 sonucunda ve hig ilag uygulanmayan dokudan 6l¢iilen cGMP
miktarlarini, kontrol grubu diizeylerine gdére anlamli derecede azalmis olarak
bulundu. cGMP sonuglarint deney grubunda azalmis olarak bulunmasi, astimda
miktar1 artan NO’nun, cNOS’un inhibisyonuna ve guanil siklaz enziminin miktar
veya aktivitesinde azalma yapmis olmasina bagli olabilir.

ODQ varliginda her iki grupta NO donorleri ve YC-1 ilag uygulamalar1 sonucu
olgiilen cGMP diizeyleri, ODQ yoklugunda ayni ilaglarin yalniz uygulanmasi sonucu
Olclilen cGMP miktarlarina gore anlamli derecede azalmisti. ODQ varliginda cGMP
sonuglarinidaki bu azalma NO donérleri ve YC-1’in guanilat siklaz {izerinden cGMP
araciligl ile gevseme yaptiklar bilgisini dogrularken, ODQ’nun guanilat siklaz
enzimini baskiladigint ve sonu¢ olarak da cGMP olusumunu azalttigin
gostermektedir.

Ayrica her iki grupta EAU+L-NAME sonucunda 6l¢iilen cGMP diizeylerini
yalniz EAU sonucu 6l¢iilen cGMP diizeylerine gore anlamli derecede azalmig olarak
bulduk. Bu bulgular nonselektif NOS inhibitorii olan L-NAME’in NO salinimini
azalttigin1 ve sonug olarak da cGMP olusumunu azalttigin1 géstermektedir.

Kontrol ve deney grubunda KCl ve papaverin yanitlarinin degismemis olmasi,
her iki grup kobay trakea diiz kasinda kasilma-gevseme fonksiyonunun normal
oldugunu gostermektedir. Ayrica her iki grupta karbakol kasilma yanitlar1 agisindan
anlaml bir fark bulunamamis olmasi, NO dondérleri, YC-1, T-0156, EAU ile deney
grubunda elde edilen gevseme yanitlarindaki bu anlamli azalmanin kasilma

yanitlarindan bagimsiz oldugunu diistindiirmektedir.
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Izole kobay trakealarda yaptigimiz bu in vitro ¢alismada ovalbumin duyarli
deney grubunda, NO/cGMP yolagina etki eden NOC-12, NOR-4, T-0156, YC-1 ve
EAU’na bagl olan gevseme cevaplarini kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmis bulduk. cGMP seviyelerinin de deney grubunda anlamli derecede azalmis
olmasi, astim grubunda NO/cGMP yolaginin ¢alismasinda bir sorun olabilecegini
diistindiirmektedir.

Sonug olarak bu bulgular astimda, aktivitesi artan iNOS’a bagh olarak fazla
miktarda olusan NO’nun, yapisal NOS enzimini inhibe etmesine ve bunun
sonucunda endojen NO’nun azalmasina ve/veya guanil siklaz enzim miktar veya
aktivasyonundaki azalmaya bagli olabilir. Bu anlamda NO dondrlerinin veya
NO/cGMP yolagin etkileyen yeni ilaglarin astim hastalarinda rutin olarak tedavide
kullanilabilmesi i¢in yarar/zarar dengesinin netlik kazanmasi gerekmektedir. Yeni
iINOS enzim inhibitorlerinin denendigi ve guanilat siklaz enzim aktivite ve
miktarinin Olcilildiigli daha ileri ¢alismalar, gerek hastalifin patofizyolojisine 1s1k
tutmak gerekse de yeni ilaglarin klinikte kullanilabilirliginin arastirilmasi acisindan

faydali olacaktir.
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