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OZET

Trakea’daki direng artislar1 hafif ronkustan, akcigerlerin ventile edilemeyecegi dereceye
kadar degisik siddette olabilir. Ventilasyon i¢in daha yiiksek derecede havayolu basinct
uygulamak gerekir. Olusan tabloya bagli olarak oksijenizasyon bozularak kalici hasarlar
olugabileceginden dolay1 bu durumda ortaya ¢ikan bronkospazmin hizla diizeltilmesi gerekir.
Bronkodilator ilaglarin kullanilmasiyla kontrakte olmus trakea gevsetilmesi saglanir. Bu nedenle

calismamizda kullandigimiz kimyasal maddelerin bronkodilator etkileri arastirilmistir.

Bu ¢alisma CAPE, Atorvastatin Kalsiyum, Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate ve
SG-Benz olmak lizere 4 grupta gergeklestirilmistir. Her grupta yaklasik 10 hayvan olmak iizere
toplam 40 hayvan ile ¢aligilmistir. Deneyde kullanilacak olan si¢anlar tartildiktan sonra servikal
dislokasyonla oldiriiliip boyun bolgesi agilarak larinksten bifurkasyoya kadar trakea izole
edilmistir. izole trakealar Krebs-Henseleit soliisyonunun igerisinde izole organ banyosuna
yerlestirilmistir. KCl ile organlarm canlilig1 test edilmis ve prekontraksiyon i¢in trakeaya Ach
verilmistir. CAPE, Atorvastatin Kalsiyum, Pyrrolidine veya SG-BENZ 10° - 3x10* M
dozlarinda kiimiilatif olarak verilerek kasilma veya gevseme cevaplari izometrik transduser

araciligryla data acquisition analiz sistemi’ nde kaydedilmistir.

Pyrrolidine grubu hari¢ diger gruplarda belirgin gevseme yanitlar1 gozlenirken bu
maddelerin gevseme cevabi verdikleri ortak dozun 10® M oldugu saptanmustir. Bu dozajda SG-
BENZ’in diger maddelerden daha fazla gevseme cevabi olusturdugu goriilmiistiir. Sonug olarak
Pyrrolidine haricinde biitiin maddeler Ach ile prekontrakte trakea diiz kasi preperatlarinda doza

bagl artan gevseme cevaplar1 olugmustur.

Anahtar kelimeler: Acridine, Atorvastatin, Cape, Pyrrolidine, Trakea, Sigan, Siilfonamide.



THE EFFECTS OF AMMONIUM PYRROLIDINE DITHIOCARBAMATE, SG-BENZ,
CAFFEIC ACID PHENIL ESTER AND ATORVASTATIN CALSIYUM ON THE
CONTRACTION AND RELAXATION RESPONSES ON TRACHEAL SMOOTH
MUSCLE OF RAT

Volkan MERCAN
Department of Biology, M. S. Thesis, 2015
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. M. Kasim CAYCI

SUMMARY

The increased resistance in trachea may have an intensity spectrum degree from light
rhonchus to unventilated lungs. A more high degree airway pressure must be applied for
ventilation. The bronchospasm observed as permanent damage after the destruction of
oxygenation related to medical condition must be fixed immediately. The contracted trachea
must be relaxed by using bronchodilator drugs. Therefore, the bronchodilator effects of the

chemicals used in our study were investigated.

This study is performed in four groups as CAPE, Atorvastatin calcium, Ammonium
pyrrolidine dithiocarbamate and SG-Benz. The study was made with 40 animals totally being 10
animals per group. The rats used in experiments are weighted first and then killed by cervical
dislocation and tracheas are isolated by opening of neck region with laryncheal bifurcation. The
isolated tracheas are placed into the computerized organ bath systems filled with Krebs-
Henseleit solution. The organ vitality is tested with KCl and ACh is supplied to trachea for
precontraction. CAPE, Atorvastatin calcium, pyrrolidine or SG-Benz were given as 107 - 3x10™
M doses cumulatively to obtain contraction and relaxation responses and these responses were

recorded in data acquisition analyzing system by isometric transducer.

All group drug relaxation responses were observed excluding Pyrrolidine and relaxation
response shared dose was 10° M.SG-Benz created more relaxation response than other drugs at
this dose. As a result, excluding Pyrrolidine, all drugs created increasing relaxation responses

tied to dosages in trachea smooth muscles precontracted with ACh.

Keywords: Acridine, Atorvastatine, Cape, Pyrrolidine, Rat, Siilfonamide, Trachea.
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1. GIRIS
1.1. Giris Ve Amacg

Ulkemizdeki Toraks Dernegi Astim Calisma Grubu tarafindan 1996 ve 2000 yillarinda
hazirlanan "Ulusal Astim Tan1 ve Tedavi Rehberi"’ne gore; kronik hava yolu inflamasyonu ile
olusan brons hiperreaktivitesi ve ndbetler seklinde oksiiriik, dispne, hisiltili/hiriltili solunum,
gogiiste sikisma yakinmalarinin bir veya birkaci ile seyreden, yaygin, degisken, genellikle geri
doniislii havayolu obstriiksiyonu olarak ifade edilen astim (Tiirk Toraks Dergisi, 2010) diinyada
her yastan bireyi etkileyebilen ciddi bir halk sagligi sorunudur (Global Strategy for Asthma
Management ve Prevention, 2006). Ayrica kontrol altina alinmadiginda giinlik yasami ciddi
sekilde sinirlandirabilen ve bazen &liimciil olabilen bir hastaliktir. Erken tani konulmasi ve
uygun tedavinin baslatilmasi durumunda, hastaligin getirecegi sosyoekonomik yiikte anlamli bir
azalma saglanabilecegi, hastalarin yasam kalitesinin artirilabilecegi disiiniilmektedir (Global

Strategy for Asthma Management ve Prevention, 2006).

Bronkospazm akut olarak olusan orta ve biiylik havayollarindaki direng artisidir. Hafif
ronkustan, akcigerlerin ventile edilemeyecegi dereceye kadar degisik siddette olabilir.
Ventilasyon i¢in gittikce daha yiiksek havayolu basinct uygulamak gerekir. Olusan tabloya baglh
oksijenizasyon bozularak kalic1 hasarlar olusturabileceginden, bronkospazmin hizla diizeltilmesi

gerekmektedir (Altinisik, 2008).

Bronkospazmin tedavisinde siklikla B-agonistler, metilksantin ve kortikosteroid grubu
ilaglar kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi her hastada yeterli olmadigindan alternatif tedavi
arayislart devam etmektedir. Ozellikle altta yatan ciddi kardiyak hastalik hikayesi olanlarda 2
agonist kullanimi sinirli olmaktadir (Altinisik, 2008).

Bronsiyal astim, kronik havayolu inflamasyonu ve geri donen hava akiminin sinirlamasi

olarak tanimlanir (Karasu, Minareci, 2012).

Astim uygun bir genetik zeminde belirli ¢evre kosullarinin etkisiyle ortaya gikan kronik
bir havayolu hastaligidir. Hastaligin ortaya ¢ikisi ve klinik etkilenmesi birgok faktorle ilgilidir.
Baz1 kigisel ve genetik faktorler hastaligin ortaya c¢ikisinda daha Onemliyken, gevresel

faktorlerin bazilari da alevlenmelerde rol oynamaktadir (OzLii vd., 2010).

Bronkodilator ilaglar; kontrakte olmus havayollar diiz kaslarinin tonusunu gevseterek
“anti-bronkokonstriktdr” etki gosterir. Astim ve Kronik Obstruktif Akciger Hastaligin (KOAH)

semptomatik tedavisinde inhalasyon yolu ile uygulanan formlar1 ¢ok yaygin kullanilmaktadir.



Ug grup bronkodilatdr ilag vardir. Bunlar; antikolinerjikler, beta-adrenerjik agonistler ve
teofilindir. I¢lerinde bronkodilatér etkisi en zayif ve ayni zamanda yan etkileri en ¢ok olan
teofilindir (Ozlii vd., 2010).

Bu c¢alismada Ach ile prekontrakte trakea diiz kasinin CAPE, Atorvastatin Kalsiyum,
Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate ve SG-Benz’in degisik kiimiilatif dozlarin1 vermis

oldugu gevseme cevaplarini saptamay1 amacladik.
1.2. Daha Onceki Cahismalar

Eksert B, Levosimendanin klinikte kullanilan bir ila¢ oldugu i¢in kalp ve damar disi
dokulardaki etkilerinin de bilinmesi amaciyla kobay trakea halkalarinda levosimendan’in
gevsetici etkisinde hangi tip potasyum kanallarinin rol oynadigii arastirmisti. Bu nedenle
yapilan calismada bu dokudaki gevsetici etkiden Kcs ve Karp kanallarinin sorumlu oldugu

gosterilmistir (Eksert, 2008).

Lin Y. T. ve arkadaslari, kobaydan izole edilen trakeal strip hazirlayarak diiz kasta
isoeugenololiin karbakol ile olusturulan kasilmaya karsi gevsetici etkisini aragtirmiglardir.
Isoeugenololiin sadece yiiksek konsantrasyonda gevsemeyi iirettigini gdzlemlemislerdir. On
kasilma tarafindan olusan bu etki asir1 segici B,-adrenerjik antagonisti etkilememistir. Yani bu
calisma isoeugenololiin trakeal gevseme etkilerinin dogrudan B,-reseptorlerin uyarilmasiyla
iligkili olmadig1 dolayisiyla da B,-adrenoseptorler iizerinde dogrudan intrinsik sempatomimetik
aktivitesinin eksik oldugu gosterilmistir. Sonug olarak trakeal diiz kas gevsemesi ile
isoeugenololiin bronkospastik hastaligi olan hastalardaki istenmeyen astmatik ataklar ve
pulmoner olumsuz etkilerin azaltilmasindan dolay1 klinik olarak degerli olabilecegini

disiinmiiglerdir (Lin vd., 1999).

Altimisik B. tarafindan magnezyum siilfat direkt olarak kalsiyum antagonisti olarak
gorev yapmasi, sinir kas kavsaginda Ach salimimi ve depolarizasyonunu azaltmasi,
prostoglandin bagimhi diiz kas gevsemesini etkilemesi ve B-agonist reseptor kompleksinin
etkilesimi i¢in gerekli olmasi nedeniyle disi ratlardan elde edilen trakeal halkalar {izerindeki
gevseme etkisi aragtirllmigti. Ach ve KCI ile olusan giiglii bronkokonstriksiyonun MgSOy,
uygulamasi ile doza bagimli olarak ortadan kaldirildigi goriilmiistiir. Sadece yiiksek doz Ach
uygulamalarinda MgSO,’in yiikksek dozlarina ragmen tam gevseme elde edilememistir

(Altinigik, 2008).

Pype J. L. ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada astmatik solunum yolunun

enflamasyonun siirdiiriilmesi ve diizenlemesinde rol oynayan IL-1B ve TNF-a 'nin histamin



indiiklemesiyle olusan inozitol fosfat birikimine etkisi aragtirilmistir. Bu durum insan hava yolu
diiz kas hiicreleri ve insan bronsiyal halkalarindaki histaminle olusan kasilma yanitlarinda IP3

olusumunun seviyelerini yansittig1 belirlenmistir (Pype vd., 2001).

Ammar ve arkadaglari tarafindan propolisin, astimda olasi immun modiilator/
antienflamatuar etkilerinin olup olmadig1 arastirmistir. Propolis etanol ekstraktinin Ovalbumin
ile uyarilmis pasif bir sekilde hassaslastirilan guinea pig’den izole edilen trakeal zigzag lizerinde
faredeki astim modelinin hava yolu enflamasyonuna etkileri arastirilmistir.. Propolis etanol
ekstrakt1 ile inkiibe edilen pasif bir sekilde hazirlanmis trakeal zigzagda, ovalbuminle
indiiklenmis kasilmalar kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda 6nemli bir azalma oldugu
gozlenmistir. Bu etki kalsiyum mobilizasyonunun yam sira ATP’ye duyarli Ca™un, K
kanallarimin ve ¢oziinebilir guanilat siklazin aktivasyonunda nitrik oksitin salinmasiyla iligkili

oldugu gosterilmistir (Ammar vd., 2013).

Sahin A.S. ve arkadaslar1 tavsan trakea diiz kasinda yapilan in vitro calismada, [-
adrenerjik reseptdr agonistleri izoprenalin ve salbutamolun bronkodilator etkilerinin nemli
olgiide K" kanallarmin aktivasyonu ile meydana geldigi, fosfodiesteraz inhibitérii olan teofilin
ve aminofilin bronkodilator etkilerinde ise K* kanallarinin daha az rol oynadig1 saptamislardir

(Sahin vd., 1999).

Cayci1 K. ve arkadaslart si¢an trakea diiz kasinda estrus siklusuna bagli olarak hormonal
degisikliklerin, bronkokonstriktdr ve bronkodilatér ajanlara karsi, solunum yolu hassasiyeti
tizerindeki etkilerini arastirmayi amaclamiglardir. Bu g¢aligmada estrus fazinda trakea diiz
kasindaki asetilkolinle olusturulan kasilmanin artmasi ve isoproterenol ile olusturulan
gevsemenin nedenlerinin; bronkokonstriktdrler ve bronkodilatdrlere bagl olarak progesteron ve
Ostrojenin artmasindan ya da adrenerjik ve kolinerjik reseptorlerin duyarliligi  ve
yogunlugundaki degisikliklerden yada intraseliiler Ca™ hareketinin ostrojeni indiiklemesinden

kaynaklaniyor olabilecegini diisiinmiislerdir (Cayci, 2010).



2. GENEL BILGILER

2.1. Diiz Kas

Mikroskopta incelendigi zaman ¢izgili goriinmedikleri i¢in bu adi alirlar. Calismalari
otonomik sinir sistemi tarafindan kontrol edildigi i¢in istemsiz kaslar da denir (Mycek vd.,
2001). Viicutta otonomik caligan yapilardaki motorik veya mekanik fonksiyonlar diiz kaslar
tarafindan yerine getirilir. Diiz kas hiicresi genelde, ¢izgili kas hiicresine veya lifine gore daha
incedir. Diiz kas hiicresinin ¢ap1 genellikle 2-5 pm araligindadir. Diiz kas hiicresinin boyu 20-
500 pm araliginda bulunur (Sahin vd., 1999; Ganong, 2011). Viicutta en ¢ok sindirim, dolagim,
solunum ve iirogenital sistemler gibi igi bosluklu sistemlerde bulunur. Iskelete bagl degildir.
Onun yerine mide, barsak, safra kesesi vb. organ ve yapilarin duvarimi doser. Diiz kas telleri
genellikle paralel dizilmis olmasina ragmen bulundugu yere bagli olarak degisik dizilis de

gosterebilir (Mycek vd., 2001).

DUz kas hucresi mikroskopik anatomisi

A) Yogun cisimcikler: Daginik durumdaki akiin
_ve miyozin ipliklerini bir arada tutarlar

B) Lif dizenlenmesi yizinden,
_kasilan hicreler kiresellesir.
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Kalin
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D) Diz kas miyozini, uzunlugu
boyunca oynar baglar igerir
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Sekil 2.1. Diiz kas hiicresinin mikroskobik anatomisi (http://tip.uludag.edu.tr/temel-tip-

bilimleri/fizyoloji/ders-notlari/duz-kas-fizyolojisi.pdf).

Diiz kaslar tek birimli diiz kaslar (visseral diiz kaslar) ve ¢ok birimli diiz kaslar olmak

tizere iki gruba ayrilmistir. Tek birimli diiz kaslarda diiz kas hiicreleri birbirlerine bir¢ok noktada


http://tip.uludag.edu.tr/temel-tip-bilimleri/fizyoloji/ders-notlari/duz-kas-fizyolojisi.pdf
http://tip.uludag.edu.tr/temel-tip-bilimleri/fizyoloji/ders-notlari/duz-kas-fizyolojisi.pdf

degerek yarik baglantilar (gap junction) olustururlar. Bu baglantilardan iyonlar bir hiicreden
digerine kolayca gecebilir. Boylece fonksiyonel bir sinsisyum olusur ve diiz kaslar genis
alanlarda birlikte kasilirlar. Tek birimli diiz kasli yapilara 6rnek olarak, i¢ organlarin ¢eperinde
tabaka halinde bulunan diiz kaslar, gastrointestinal, {ireter, uterus ve safra yollarinin diiz kaslari
verilebilir. Cok birimli diiz kaslar birbirinden ayr1 diiz kas liflerinden olusur. Her bir lif
digerlerinden tamamen bagimsiz olarak calisir. Her lif bir sinir sonlanmas: ile innerve edilir.
Cok birimli diiz kaslara 6rnek olarak biiyilk damarlarin diiz kaslari, brons ¢eperindeki diiz
kaslar, trakeada kikirdak uclar1 arasinda yer alan trachealis kasi, gozde iristeki konstriktdr ve

dilator diiz kaslar ve ciltteki pilomotor diiz kaslar verilebilir (Kayaalp, 1993; Guyton, 1999).

Diiz kasin kasilabilir mekanizmalar ¢izgili kasi andirmakla birlikte daha farkli bir
sekilde organize olmustur. iskelet ve kalp kasinda oldugu gibi aktin ve miyozin filamentleri
bulunur. Aktinden olusan ince filamentler zardaki baglanma yamalarina veya yogun cisimlere
baglanirlar. Miyozin filamentleri ile yogun cisimler ve baglanma yamalar1 arasinda kasilabilir

bir ag olusturacak sekilde organize olmuslardir (Ackerman, 2006).

Aktin ve miyozin filamentlerinin fiziksel orgiitlenmesi bakimindan diiz kas hiicreleri ile
iskelet kas1 hiicreleri arasinda biiyiik farklar vardir. iskelet kasindaki aktin filamentini saran ve
onun miyozinle etkilesmesini baskilayan tropomiyozin molekiilleri ile onlarin bir ucuna bagl
olan, Ca™ ile baglandigi zaman kontraksiyon mekanizmasini tetikleyen troponin kompleksi
(troponin I, T ve C’ler), diiz kasta bulunmaz. Buna karsilik diiz kasta bulunan ve kontraksiyon
mekanizmasinin Ca‘*/kalmodulin kompleksi ile tetiklenmesine aracilik eden miyozin hafif
zincir kinazi (myosin light chain kinase), iskelet kasinda bulunur; fakat tetiklemede rol oynamaz

(Kayaalp, 1993).

Aktin filamenti ile mivozin filamenti arasindaki etkilesme ve Kontraksivon

olusmasi: diiz kastaki miyozin c¢apraz koprii siklusu ¢izgili kastakine benzerdir; aktin
filamanina tutunmay1 takiben ¢apraz koprii ince filamani kalin filamanin merkezine dogru iterek
disli cark etkisi olusturur ve kuvvet meydana gelir. Bu anda miyozin basindan adenozin difosfat
(ADP) ve Pi serbestleserek ATP’nin baglanmasina izin verir. ATP, miyozinin aktine afinitesini
azaltarak miyozinin aktinden ayrilmasini saglar. Yeni baglanan ATP’nin enerjisi daha sonra
miyozin basinda sekil degisikligi meydana getirmede (yani basi yeniden siklusa hazir hale
getirmede) kullanilir. Boylece capraz koprii bir diger kasilma siklusu i¢in hazirdir. Miyozin
capraz kopriisii fosforile kaldigi siirece capraz kopri siklusu devam eder. Capraz koprii
siklusunun temel basamaklar ¢izgili kas ve diiz kas icin benzer goziikmesine ragmen, ¢apraz

koprii siklusu kinetiklerinin diiz kas i¢in daha yavas olduguna dikkat edilir (Berne vd., 2008).



Miyozin kalin filamanlar iki yogun cisim arasinda kalir ve ¢izgili kasin sarkomerindeki
kalin ve ince filamanlarin {ist {iste binmesine ¢ok benzer sekilde, ince filamanlarin bir kisminin
iistlinii kaplar, kalin filaman icerisinde miyozin molekiillerinin iki kutuplu yerlesiminin, miyozin
capraz kopriilerinin aktin filamanlarim kalin filamanin merkezine dogru ¢ekmesine ve bdylece

diiz kasin kasilmasina ve kuvvet gelisimine izin verdigi diisiiniilmektedir (Berne vd., 2008).

Kontraksivonun durmasi ve gevseme: Kalsiyum iyonunun sarkoplazmada kritik bir

diizeyin altina diismesi miyozin fosfatazin aktivasyonuna veya egemen duruma ge¢cmesine
neden olur. Bu enzim, fosforile edilmis regiilator miyozin hafif zinciri molekiiliinden fosfat
gruplarmin koparilmasina neden olur (defosforilasyon). S6z konusu defosforilasyon capraz
kopriilerin kafasi ile aktinin aktif noktalar1 arasindaki etkilesmeyi inhibe eder. Bunun sonucu

gevseme olur (Kayaalp, 1993).

Fosforilasyon ve defosforilasyon ile diizenleme: Miyozin hafif zincir kinazinin

(MHZK) fosforilasyonu: Alt1 kismindan fosforile olur. Bunlar arasinda cAMP bagimli protein
kinaz ile serin-815 bolgesindeki fosforilasyon onemlidir. Bu tiir fosforilasyon MHZK’nin
Ca"/kalmodulin baglanma duyarliliginda belirgin azalmaya yol agar ve kasin kalmodulin
bagimhiliginda daha iist diizey [Ca™]; ihtiyag duymasina neden olur. Bu olay Ca™ duyarhiliginda

azalma olarak adlandirilir (Ackerman, 2006).

Miyozin diizenleyici hafif zincirin (MDHZ) fosforilasyonu: Kasin boyunun kisalma

hiz1 ve olusturdugu gilic miyozin diizenleyici hafif zincirindeki (MDHZ) serin-19 kisminin
fosforilasyonuna bagimlhidir. Bu reaksiyon Ca™/kalmodulin bagimli MHZK tarafindan
katalizlenir ve miyozin hafif zincir fosfataz1 (MHZF) ile geri doner. Buna gore, aktive
MHZK’nin aktive MHZF’ye oram diiz kas aktivitesinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu
oran yiksek ise, daha fazla sayida aktomiyozin g¢apraz koprisii olusur ve baglanan ile
baglanmayan boliimler arasinda hizli bir sekilde gecis gosterir. Bu oran diisiik oldugunda fazla
sayida capraz koprii kilitlenmis bir durum olusturacak sekilde yavas bir dongii gosterir. Diiz
kasin bir 6zelligi de [Ca™]i, MHZK aktivitesi, MDHZ fosforilasyonu ve ilgili gii¢ olusumunda
meydana gelen artiglar , [Ca™]; ve MDHZ fosforilasyonunda azalmanin takip etmesidir. Ancak
buna ragmen giic devam ettirilemez. Kilitli durum aktomiyozin ¢apraz kopriilerinin yavas bir
dongii olusturmast ile iligkilidir ve giiciin az enerji harcanarak devam ettirilmesini saglar. Kilitli
durumu meydana getiren koprii sadece MDHZ defosforile oldugu ve ilgili miyozin basi aktine
baglh durumda kaldig1 zaman ortaya ¢ikar. Hem MDHZ fosforilasyonunun ve hem de [Ca™];’nin

istirahat istirahat diizeylerinin iistiinde olmasini1 gerektirir (Ackerman, 2006).



MDHZ defosforilasyonu: Fosfataz aktivitesinin diizenlenmesi MDHZ

fosforilasyonunun Ca™ duyarliligini degistiren potansiyel bir mekanizmadir. Bu alanda olaya
katilan fosfatazlar ve bunlarin diiz kas tarafindan diizenlenmeleri ile ilgili olarak yogun

arastirmalar yapilmaktadir (Ackerman, 2006).

Mandal mekanizmasi: Diiz kas bir kez tam kasildiginda, kasin aktivasyonunu
stirdiirme derecesi genellikle baslangic seviyesinin ¢ok altina diisebilir, ancak kas yine de tam
kasilma giiclinii siirdiirebilir. Ayrica, kasilmay1 siirdiirmek icin tiiketilen enerji genellikle ¢ok
azdir, bazen esdeger iskelet kas kasilmasinin siirdiirilmesi i¢in gerekli olan enerjinin 1/300°1

kadardir. Buna “mandal” mekanizmasi denir (Guyton, 2006).

Mandal mekanizmasinin dnemi, diiz kasta az miktarda enerji kullanarak saatlerce tonik
kasilmanin siirdiiriilebilmesini saglamaktir. Az miktarda sinirsel ya da hormona uyariya

gereksinim vardir (Guyton, 2006).

Fazik kasilma sirasinda miyoplazmik Cakonsantrasyonu, ¢apraz koprii fosforilasyonu
ve kuvvet en yliksek degerlerine ulasir ve daha sonra taban degerlerine geri donerler. Tersine,
tonik kasilma sirasinda miyoplazmik Ca*’konsantrasyonu ve gapraz koprii fosforilasyonu
baslangictaki zirveden sonra azalir, fakat taban degerlerine donemezler. Bu sonraki donemde
kuvvet hafifce artar yiiksek bir diizeyde kalir. Capraz kopriilerin sadece %20-30’unun fosforile
edilmesiyle kuvvet siirdiiriiliir, boylece ATP kullanimi azalir. ‘““mandal mekanizmasi™ terimi

kuvvetin diislik enerji tikketimiyle siirdiiriildiigii bu tonik kasilma halini ifade eder.

Mandal mekanizmasinin miyozin hafif zincirinin defosforilasyonunu yansittigi
diisiiniilmektedir. Miyozin hafif zinciri fosforile edildiginde miyoplazmik Ca"konsantrasyonu
yiiksek kaldigr siirece ¢apraz koprii tekrar tekrar siklus yapmaya devam eder. Bununla birlikte,
bagl c¢apraz koprii miyozin fosfatazla defosforile edilirse ¢apraz kopriiniin yeniden siklus
yapma hiz1 azalir. Capraz kopriiniin ardi1 ardina yeni siklus yapma hizinin azalmasi, ¢apraz
kopriilerin daha yavas ayrilmasindan kaynaklanir ve yeni bir siklusun baslayabilmesi icin
miyozin hafif zinciri yeniden fosforile edilmelidir. Miyoplazmik Ca*konsantrasyonu yiiksek
oldugunda capraz koprilerin ¢ogu fosforile edilir (MHZK/miyozin fosfataz aktivite orani
yiiksektir.) ve kasilma hizlar1 veya kuvvet gelisme hizi nispeten yiiksektir. Tonik kasilmalar
sirasinda miyoplazmik Ca*konsantrasyonu azaldiginda ¢apraz kopriiniin defosforile edilme ve
bitisik, kuvvet olusturan yapida daha fazla zaman harcama olasilig1 artar. Bununla birlikte,
miyozin hafif zincirlerinin diisik hizda Ca™ bagimli fosforilasyonu, kasilma i¢in gereklidir.
Ca'? konsantrasyonu kalmoduline baglanmak i¢in ve MHZKnin aktivasyonu igin gerekli olanin

altina diiserse kas gevser (Berne vd., 2008).



Eksitasyvon ve Kkontraksivonun Ca'?ile elektromekanik ve farmakomekanik

kenetlenmesi: Diiz kaslarda, kasilma olabilmesi i¢in yani sarkoplazmik Ca™ diizeyinin belirli
bir esik deger lizerine yiikselebilmesi i¢in, mutlaka depolarizasyon olmasi gerekmez; bu kaslar
hi¢ depolarizasyon olmaksizin da fizyolojik etkenler tarafindan kasilabilirler (ndromediyatorler,
hormonlar ve otakoidler gibi). Fizyolojik etkenler ve onlarin etkisini taklit eden ilaglar
tarafindan  depolarizasyon meydana gelmeksizin diiz kas hiicresinin  kasilmasina
farmakomekanik kenetlenme denilir. Diliz kas kasilmasinda elektromekanik kenetlenme
olabilmesi i¢in ¢izgili kastan farkli olarak mutlaka aksiyon potansiyeli seklinde siddetli ve hizli
bir potansiyel degismesi gerekmez, aksiyon potansiyeli yapmayacak kadar zayif depolarizasyon
dalgalanmalar1 da yavas bir sekilde kasilmayi saglayabilirler. Diiz kaslarda, gene ¢izgili
kaslardan farkl olarak, depolarizasyon esas olarak, Na" akimina degil Ca™ akimima baglidir. Bu
bakimdan diiz kaslar depolarizasyonda Ca™ ‘un katkismin bulunmasi nedeniyle kalp kasina

benzerler (Kayaalp, 1993).

Diiz kas membraninda, yogun bigimde voltaja bagimli Ca™ kanallar1 bulunur. Bunlar
genellikle yavas acilip kapanan L tipi kanallardir. Diiz kas hiicrelerinde bunlar yaninda,
reseptorle caligtirilan kalsiyum kanallart da vardir. Ayrica bazi diiz kaslarda voltaja bagiml

cabuk agilip kapanan T (transient) tipi Ca™ kanallar1 bulunur (Kayaalp, 1993).

Farmakomekanik kenetlenme sonucu meydana gelen kasilmanin diiz kaslarda en yaygin
goriilen mekanizmasi, fosfoinozitid hidrolizine bagli transdiikleme olayidir. Belirli bazi
agonistlerin reseptorleri, membranda fosfolipaz C ile bir G proteini araciligiyla
kenetlenmiglerdir. Enzimin aktivasyonu membran fosfolipidlerinden fosfatidilinozitol 2,4-
bifosfat (PIP,)’nin hidrolizine neden olur. Sonugta meydana gelen inozitol 1,4,5-trifosfat (iPs)
ve diacilgliserol (DAG) sitoplazmaya saliverilir. IP; ile birlikte cesitli inozitol tetrafosfat
izomerleri olusur. IPsve diger inozitol fosfatlar, sarkoplazmik retikulum (SR)’dan ve diger
yerlerden sarkoplazmaya Ca™ akisimi artirirlar. iPy’tin etki yeri SR’dir ve SR membrani
iizerinde IP; reseptorleri bulunur; bunlarin aktivasyonu bu membran iizerindeki dzel kalsiyum

+2¢

kanallarim1 acarak Ca “‘un SR’den sitoplazmaya akmasina neden olur (Kayaalp, 1993).

P;, fosfoinozitid hidrolizi esasma dayanan farmakomekanik kenetlenme sonucu
meydana gelen diiz kas kasilmasinda, kasilmanin baslangigtaki kismindan sorumludur. Bunu
SR’den saliverdigi Caaracilig1 ile yapar, ikinci “ikinci ulak” olan DAG’nin, kasilmanin geg
ortaya ¢ikan tonik fazina kalkigi, membrandaki protein kinaz C’yi aktive etmesi ile iliskilidir.
Protein kinaz C’nin aktivasyonu ile diiz kasta Ca™*‘dan bagimsiz bir sekilde kontraksiyon

meydana getirilebilinecegini gosteren gozlemler vardir ve bu yanitlar DAG benzeri etki yapan



forbol esterleri ile de meydana getirilebilirler. Bu tiir yanitlarin; aktive edilen protein kinaz C
tarafindan, ge¢ faz proteinleri denilen proteinlerin fosforile edilmesine bagli oldugu bir
varsayim olarak ileri siirlilmiistiir. Bu proteinlerin de protein kinaz niteliginde olmas1 miimkiin
goriildiglinden, protein kinaz C’nin bir kinaz kaskadini tetiklemesi s6z konusu olabilir

(Kayaalp, 1993).
2.1.1. Trakea

Trakea, mukoza ile kapli, kikirdak ve fibromuskuler membrandan yapilmis tiip seklinde
bir yapidir. Anterolateral boliimii, “C” harfi seklinde tam olmayan kikirdak halkalar tarafindan,
posterior bolimii de diiz kaslardan olusur. 10-11 c¢m uzunlugunda olan trakea, larinksin
devaminda 6. servikal vertebra seviyesinden 5. torakal vertebranin iist sinirina kadar uzanir ve
buradan itibaren sag ve sol olmak {izere iki ana bronga uzanir. Hemen hemen sagittal planda
bulunan trakea, bifurcatio tracheae seviyesinde bir miktar saga meyleder. Trakea mobildir ve
derin inspirasyonda boyu hizlica degisebilir, bifurcatio tracheae 6. torakal vertebra seviyesine
kadar uzanir. Dis transvers capt genellikle eriskin erkekte 2 cm, erigkin kadinda 1,5 cm’dir.
Canlida liimenin transvers ¢api ortalama 12 mm iken 6liim sonrasi arka duvardaki diiz kaslar

gevsedigi i¢in bu ¢ap artar (Ozlii vd., 2010).

Trakea ve ekstrapulmoner bronkuslarda, fibroz doku ve diiz kas liflerinin yan1 sira tam
olmayan halkalar seklinde hyalin kikirdak bulunur. Trakeal kikirdaklarin sayist 16 ile 20
arasinda degisir. Onde kikirdaklar, trakea gevresinin yaklasik olarak 2/3’{inii saran yarim halka
seklindedir. Kikirdagin bulunmadigi, paries membranaceus adi verilen arka yiizde ise
fibroelastik doku ve diiz kas lifleri bulunur ve bu boliim sayesinde yutkunma esnasinda arka
komsulugunda bulunan yemek borusu daha fazla genisleyebilir. Bu kikirdaklar horizontal olarak
ve aralarinda ince bir aralik kalacak sekilde dizilmislerdir. 4 mm yiiksekliginde ve 1 mm
kalinliginda olan bu kikirdaklarin dis yiizleri vertikal yonde diiz, i¢ yiizleri ise konvekstir.
Kikirdaklarin iki veya daha fazlasi birlesebilir ve uglarida gatalli olabilir. ileri yaslarda kalsifiye
olabilirler (Ozlii vd., 2010).

Birinci ve sonuncu kikirdaklar digerlerinden farklidir. Birinci kikirdak en biiylik olanidir
ve siklikla bir ucu c¢atallidir. Cartilago cricoidea’nin alt ucuna bir bagla tutunur. Ayrica ikinci
kikirdakla da bazen kaynasabilir. Sonuncu kikirdagin orta bolimii kalin ve genistir. Bu
kikirdagin alt kenar1 asagi ve arkaya dogru {iggen seklinde ¢engellidir. Bronsiyal seviyesinde
kikirdaklar artik goriilmez ve bu durum klinik olarak astim patofizyolojisinde énemlidir (Ozlii

vd., 2010).
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Sekil 2.2.Trakea anatomisi (http://www.webmd.com/lung/picture-of-the-trachea).

Tunica mucesa: Trakeanin i¢ yiizii, biitlin solunum yollarinda oldugu gibi ¢ok kath

tiylii epitel ile ortiilidir. Tiylerin hareketleri ile meydana gelen akinti larinkse dogru
yonelmigtir. Mukozay1 orten epitel hiicreleri arasinda ¢ok miktarda miikoz salgi yapan ¢anak

hiicreleri bulunur. Bundan bagka tunica submucosada seromiikoz bezler bulunur (Gray, 1974;
Odar, 1984).

Trakea sinirlerini (parasempatik lifler) nervus recurrens ve nervus vagustan alir.

Sempatik lifler de truncus sympathicustan gelirler (Gray, 1974; Odar, 1984).

Memeli solunum yollar1 zengin kolinerjik innervasyon alir. Kolinerjik efferent sinirler
beyin sapinin vagal nukleusundan ¢ikar ve solunum yolu duvarinda yerlesmis olan ganglia ile
sinaps yapmak i¢in nervus vagusa gecer. Bu gangliadan, oldukga kisa postganglionik lifler diiz

kas hiicrelerine gegerler (Barnes, 1987).

Birgok tiiriin solunum yollar1 hem parasempatik hem de sempatik noral yolaklarla
innerve olur. Parasempatik innervasyon tistiin noral yolaktir ve kolinerjik sinir terminallerinden
serbestlesen Ach hakim kasilma mekanizmasii olusturur. Diger tarafta ndrotransmitter olarak
noradrenalini kullanan sempatik innervasyon solunum yolu gevsemesine neden olan

inhibisyonu yapar (Barnes, 1987; Zaagnasma vd., 1987).



11

Insanda noradrenerjik innervasyonun olmasina uygun olarak, merkezi (trakea ve
bronglar) ve periferik (bronsiyoller) solunum yolu diiz kasimnin gevsemesi noradrenalini de
iceren katekolaminler tarafindan sadece P,-adrenoseptorler araciligiyla diizenlenir (Zaagnasma

vd., 1987).

Solunum yolu otonomik innervasyonu karmasiktir. Bronkokonstriiksiyona yol acan
klasik kolinerjik yolagi ve bronkodilasyona yol acan adrenerjik mekanizmaya ek olarak bir
otonomik kontrol komponenti daha tanimlanmistir. Kisaca NANC olarak ifade edilen kolinerjik
veya adrenerjik etki altinda olmayan bir mekanizmadir. Otonomik sinirler solunum yolu
tonusunu solunum yolu diiz kaslarindaki spesifik reseptorlerini aktive ederek etkilerler. NANC
sisteminin norotransmitterleri belirli degildir. NANC sinirlerinin hem bronkodilasyon hemde

bronkokonstriiksiyon yaptig1 bildirilmistir (Ammar vd., 2013).
2.2. Astim

Astim bronkokonstriksiyonun bir sonucu olarak zaman zaman veya kronik olarak ortaya
cikan hinlt, oksiiriik ve gogiiste bir daralma hissi ile karakterizedir. Morbitide ve mortalitesi
artmaktadir ve yogun arastirmalara karsilik esas nedeni hala bilinmemektedir. Ancak 3 anomali
gozlenmektedir. Kismen geri donebilen hava yolu tikanmasi, hava yollarinda iltihap ve ¢esitli
uyaranlara karsi asir1 duyarlik. Alerji ile baglanti uzun siire 6nce tanimlanmistir ve plazma Ig E
diizeyleri genellikle yiikselmistir. Iltihabi reaksiyonda eozinofillerden protein serbestlenmesi
hava yolu epiteline zarar verebilir ve asirt duyarlik olusumuna katilabilir. Lokotrienler;
eozinofiller ve mast hiicrelerinden serbestlenirler ve bronkokonstriksiyona neden olurlar. Hava
yollarindaki duyu sinirlerinden serbestlenen tasikininler de olaya katilabilirler ve bronkodilator
vazoaktif intestinal peptit eksikligi i¢cin de bazi deliller vardir. Astim nobetleri gecenin geg
saatleri ile sabahin erken saatlerinde daha siddetli olup bunun nedeni, yukarda belirtildigi gibi
bu saatlerin brons tonusunun sirkadiyen dongiisiinde maksimum brong biiziilmesinin goriildiigii
devreler olmasidir. Normal olarak bronkokonstriksiyona neden olan hem soguk hava hem de
egzersiz astim nobetlerini tetikler ve her ikisinin de etkisi 16kotrien sentezi veya etkisini inhibe
eden maddeler tarafindan onlenebilir. B-adrenerjik reseptdrler bronkodilatasyona aracilik eder
ve astim i¢in PB-adrenerjik agonistlerinin solunmasi standart tedavidir. Muskarinik reseptorler
bronkokonstriksiyona aracilik eder ve tedavide muskarinik kolinerjik blok yapan ilaglar da
kullanilir. Genellikle buna ek olarak kullanilan ilaglardan kromolin mast hiicre iirlinlerinin
serbestlenmesini, glukokortikoidler ise iltihap cevabii (yangi yanitini) inhibe eder (Ganong.,

2011).
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Beta-adrenerjik agonistlerin nonselektif olmalar1t kullanimlarim  kisitlamaktadar.
Bronkodilator amagli olarak sadece selektif Beta2-agonistler; havayollar1 diiz kas hiicreleri
yiizeyindeki beta2-reseptorleri direk olarak stimiile ederler. Reseptoriin aktive olmasi ile hiicre
ici kalsiyum diizeyini diislirme yoniinde interselliller mekanizmalar isler. Beta2-agonistler,
kalsiyum seviyesini azaltarak diiz kas relaksasyonu saglamalari yam sira diger bazi

mekanizmalarla da bronkodilatasyona katki olustururlar (Ozlii vd., 2010).

Antikolinerjikler; muskarinik reseptorlerin spesifik antagonistleridir ve bu reseptorlerin
blokaj ile uyar1 gecisini engelleyerek bronkodilator etki gdsterirler. Solunum sisteminde baskin
otonom sinir sistemi parasempatik sistemdir. Normal havayollarinda hafif diizeyde kolinerjik
vagal tonus bulunur. Nervus vagus’un lifleri havayollar ile birlikte ilerleyerek peribronsiyal
ganglionlarda sinaps yapar. Ganglionlardan g¢ikan vagus sinirleri havayollar1 diiz kaslarini,

submukozal mukus bezlerini ve damarlari innerve eder (Ozlii vd., 2010).

Yilmazer 1. Tarafindan kobay trakea diiz kas preparatlarinda muskarinik sistemin
isleyisinin degerlendirilmesi amaciyla hem muskarinik hem de nikotinik o6zellik gosteren
karbakol ile olusturulan kasilmalar olusturulmus ve buna karsi papaverinin gevseme etkisine
bakilmigtir. Karbakol trakea diiz kasinda bulunan muskarinik reseptorleri uyararak inozitol
trifosfat ve diagilgliserol {izerinden hiicre i¢i kalsiyum diizeyini artirmak suretiyle diiz kasta
kasilma olusturmustur. Papaverin, selektif olmayan bir sekilde siklik niikleotid fosfodiesteraz
enzimini inhibe etmek suretiyle hiicre ici cCAMP diizeyini artirarak ve hiicre i¢ine kalsiyum
girisini azaltarak diiz kaslarda gevsemeye neden olmustur. Papaverinin olusturdugu bu

gevsemenin reseptorlerden bagimsiz gevseme oldugu bilinmektedir (Yilmazer, 2011).

Teofilin (1,3-dimethylxanthine) bir metilksantindir ve yapisal olarak bir ksantin tiirevi
olan kafeine benzemektedir. Teofilin astim ve KOAH’ da bronkodilator olarak kullanilmasi yani
sira diisiik dozlarda kullamldiginda hafif bir antiinflamatuar etki de gosterir. (Ozlii vd., 2010).
Astim’ da kontrol edici ilag olarak yer almasina ragmen eldeki bulgular bu etkisinin kuvvetli
olmadigimi gostermektedir. Ayrica yan etkilerinin de sik goriilmesi nedeniyle kullanimi gittikge

azalmaktadir (Ozlii vd., 2010).

Patolojik durumlarda mast hiicrelerinden ve iltihap dokusu hiicrelerinden lokal olarak
saliverilen endojen etkin maddeler (otokoidler) de direkt ve refleks etkileriyle brons ve
bronsiyollerde genellikle biiziilme yaparlar. Bunlardan histamin, bazi 16kotrienler (6zellikle
LTC,, LTD, ve LTE,), hidroksieikozatetraenoik asitler, prostaglandin F,,, ¢esitli kemotaktik
faktorler, tromboksan A,, bradikinin ve oksijen radikalleri gii¢lii bronkokonstriktor etkinlik

gosterirler; buna karsilik prostaglandin E’ler ve prostasiklin bronkodilator etkinlik gosterirler.
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Prostaglandinler, prostasiklin ve tromboksan A,, arasidonik asidin siklooksijenaz enzimi
tarafindan etkilenmesi sonucu olusan iiriinlerdir; hidroksieikozatetraenoik asitler ve l6kotrienler
ise lipoksijenaz firlinleridir. Bir zamanlar akcigerlerde olustugu gosterilen “slow reacting
substance of anaphylaxis” (SRS-A) maddesinin esas olarak LTC,, LTD, ve LTE,4 karigimindan
ibaret oldugu son zamanlarda gosterilmistir. Adi gegen lokotrienlerin brongiyal astmalida
bronkospazm olusmasinda basrolii oynadiklar1 sanilmaktadir. Yukarida sayilan otokoidler
mukozadan mukus salgilanmasini artirirlar ve mukoza 6demine de neden olurlar. Bronsiyal
astmal1 hastalarda aspirin ve benzeri siklooksijenaz inhibit6rii antienflamatuar analjezik ilaglarin
krize neden olmalari, PGE olusumunun azalmasi sonucu bronkokonstriktdr prostaglandinlerle
bronkodilator prostaglandinler arasindaki dengenin bronkokonstriktor olan lipoksijenaz iiriinleri

lehine bozulmasina baglanmaktadir (Kayaalp, 1988).
2.3. Asetilkolin (ACh) Ve Reseptorleri

Otonomik sinir lifleri saliverdikleri norotransmitterlerin kimyasal yapisina gore iki
gruba ayrilabilirler. Iletisimi asetilkolin sagliyorsa, ndron kolinerjik olarak adlandirilr.
Asetilkolin hem sempatik hem de parasempatik sinirlerin gangliyonlarinda iletisimi saglar. Ayni
zamanda adrenal medullada da norotransmitterdir. Parasempatik sistemin postgangliyonik
sinirleri ile efektdr hiicre arasindaki iletisim asetil kolin ile saglanir. Somatik sinir sisteminin
noromiiskiiler kavsaginda (sinir sistemi ve istemli kaslar arasinda) da iletisim kolinerjiktir

(Mycek vd., 2001).

Asetilkolin reseptorleri, tarihsel olarak farmakolojik 6zellikleri esas alinarak 2 ana tipe
ayrilirlar. Toksik bir mantar alkaloidi olan muskarin, otonom gangliyonlardaki reseptorler
tizerinde az bir etkiye sahip olmasina ragmen diiz kaslar ve salgi bezlerinde asetilkolinin uyarici
etkisini taklit eder. Bu nedenle, asetilkolinin bu etkilerine miiskarinik etkiler ve bu olayda rol
alan reseptdrlere miiskarinik reseptorler ad1 verilir. Atropin asetilkolinin bu etkilerini bloke eder.
Sempatik gangliyonlarda az miktarda asetilkolin postgangliyonik noéronlart uyarirken fazla
miktarda asetilkolin pregangliyonik néronlarda postgangliyonik noéronlara implus iletimini

bloke eder. Atropinden etkilenmeyen bu etkiler nikotin tarafindan taklit edilir (Ganong., 2011).

Sonug olarak asetilkolinin bu etkilerine nikotinik etkiler ve bu reseptorlerede nikotinik
reseptorler denir. Nikotinik reseptorler, néromiiskiiler kavsaklarda ve néronlar arasi kavsaklarda
bulunanlar diye iki alt gruba ayrilirlar. Beyinde hem miiskarinik hemde nikotinik asetilkolin

reseptorleri ¢ok sayida bulunur (Ganong, 2011).
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Solunum yolu diiz kasindaki muskarinik reseptdrlerin aktivasyonu kasilmaya neden
olur. Bu, hiicre i¢i depolardan kalsiyum iyonlarinin serbestlesmesiyle sonuglanan zar
fosfoinositidlerinin yikilmasiyla olugur. Muskarinik reseptor aktivasyonu ve fosfoinositid turn
over’1t arasinda yakin bir iliski vardir. Muskarinik reseptorlerin aktivasyonu ayni zamanda
adenilat siklaz1 inhibe eder, en 6nemlisi cAMP konsantrasyonunu azaltir (Barnes, 1987; Zhong,

1996).

Hiicre ici serbest Ca™* konsantrasyonundaki ([Ca™];) artmanin, diiz kas kasilmasmin bir
uyarani oldugu uzun zamandan beri biliniyor. [Ca*]’yi artirmak ve kasilmay1 baslatmak igin,
Ca™ 'nin tesirini arttran ¢ok sayida kontraktil agonist bulundu. Ca™ duyarlilig:
diizenlenmesinde sinyal iletim yolaklar1 kompleks ve diiz kas tipine spesifiktir. Bir¢ok diiz kas
preparatlarinda, agonist tesvikli Ca™ duyarhiligi artmasinda veya Ca™ tesvikli kasilmalarin
etkisinin artmasinda G-proteininin aracilik ettigi miyozin hafif zincir fosfatazinin
inhibisyonuyla sonuglanan selale (kaskat) reaksiyonlar etkilidir. Bu miyozin hafif zincir
fosforilasyonunun oranindaki artisla birlikte birlesmis ¢apraz kopriilerin sayisinin artmasina ve
bu da kuvvetin artmasina onciiliik eder. Bu olayda tirozin kinazlar, protein kinaz C ve kalpenin

gibi ince filamentler de gorev alir (Hirshman vd., 1999).

M3 muskarinik reseptér solunum yolu diiz kasinin kasilmasina aracilik eden ana
muskarinik reseptdr olarak gorev yapar. Ach, solunum yollarinin kasilmasini indiikler ve
parasempatik sinirleri uyaran M3 muskarinik reseptorlerden salinir. Parasempatik sinirlerden
salman Ach'in miktari, néronal M2 muskarinik reseptorleri tarafindan yerlerine gore
sinirlandirilir. Astimdaki M2 muskarinik reseptorlerin fonksiyon bozuklugu Ach'in salinimini

arttirir ve solunum yolu hiperaktivitesini baslatir (Long, 2009).

Samseny ve arkadaglar1 tarafindan Ach ile pre-kontrakte edilmis guinea-pig trakea diiz
kasinda D. cinerea bitkisinin matanolik ektrakti ve atropinin (1x10-5 mg/ml) kiimiilatif dozlari
uygulanmis. trakea gevsemesinde kolinerjik reseptorlerin etkisine bakmak icin kolinerjik
reseptor agonisti olan Ach’nin bronkospazmi uyardigi ve kolinerjik muskarinik reseptorlerin
antagonisti olan atropinin bu durumu tamamen ortadan kaldirdig1 gériilmiistiir (Samseny vd.,

2011).
2.4. Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)

CAPE, bal aris1 tarafindan yapilan balda bulunan ve daha dnceden antiinflamatuar,
antioksidan, antiviral, antikanserojen, antiapoptotik, immiinmodiilator 6zellikleri daha 6nceki

calismalarda ispatlanmus, flavonoid benzeri yapida bir bilesiktir. insan viicudundaki normal
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hiicrelere karsi bilinen higbir zararli etkisi bulunmamaktadir. Ar1 kovanlarinin catlak ve
hasarlanmig yerlerinin tamirinde, dig ortamdan izole edilmesinde, giris deliklerinin
daraltilmasinda, kovanin igine giren zararli maddeler, mikroorganizmalar ve bdceklerin
mumlanarak etkisiz hale getirilmesinde propolis kullanilmaktadir. Propiliste yaklasik 100
cesitten fazla bilesen bulunmustur. Propolis arilarin bitkilerden topladigi maddelere gore
degismektedir. Flavanoidler, caffeic acid ve esterleri propoliste en fazla bulunan ve propolisin

biyolojik olarak aktif bilesenidir (Kumpul, 2007).

CAPE’nin vapisi ve kimvasal ozellikleri:

CAPE’nin iki halkasal yapis1 vardir. Halkalardan bir tanesinde molekiiliin hemen hemen
biitiin kimyasal 6zelliklerini gosteren ve fonksiyonel olan iki ’-OH “’ grubu vardir. Hidroksil
gruplari, aktif bir sekilde elektron alip vererek oksitleyici ve rediikleyici 6zellik gosterirler. Cok
uzun aromatik ve alifatik yapida karbon gruplar tagidig1 i¢in ayni zamanda lipofilik 6zelliktedir
(Kumpul, 2007). Boylece molekiiliin hiicre membran yapilarindan ge¢mesi ve etki edecegi

bolgeye ulagsmasi kolaylasir.

A o
HO ~ OH

HO
Caffeic acid (CA)

HO ~ o

HO
Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE)

Sekil 2.3. Kafeik asit ve kafeik asit fenetil esterin molekiil yapisi (Akyol vd., 2011).

CAPE’nin fonksivonel ozellikleri:

Canlilar iizerindeki bu olumlu etkileri ¢esitli faktorlere dayandirilabili. CAPE; 10
umol/kg konsantrasyonda ksantin-ksantin oksidaz sistemini ve reaktif serbest oksijen radikali
olusumunu bloke etmektedir. Bu durum, yapilan bir¢cok ¢alismada poliansature yag asitlerinin
oksidasyonuna sekonder olarak olusan malondialdehid diizeyini anlamli 6l¢iide diislirmesi ile

dogrulanmaktadir. CAPE’nin protein tirozin kinaz, siklooksigenaz (non-spesifik olarak) ve
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lipooksigenaz aktivitesini baskiladigi ve boylece lipid peroksidasyonunu engelledigi

gosterilmistir (Kumpul, 2007).

CAPE’nin antiinflamatuar etkinligi yapilan calismalarda Diklofenak ve Hidrokortizon
ile esdeger bulunmustur (Kumpul, 2007).

Niikleer faktér kappa B (NF-xB), rel mutagen ailesine bagl bir transkripsiyon
faktoriidiir ve immiinite ve inflamasyon dongiisiinde rol oynayan pek ¢ok geni aktive
etmektedir. NF-xB’nin regiilasyonunda bozulma graft versus host hastaligi, toksik sok, kanser
ve akut inflamatuar hastaliklar gibi bir¢ok patolojide rol oynar. Ayrica apoptozisde 6nemli bir
ajandir. NF-xB proteinleri stoplazmada inaktif olarak bulunmaktadir. Aktivasyon bakteriyel yap1
taglari, oksidatif stres ve protein sentez inhibitorleri ile olmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri,
NF-«B i¢in ikincil haberci rolii oynamaktadir. CAPE, 6zgiil olarak NF-xB’yi bloke ederek ve
oksijen radikallerini bloke ederek basta TNF-a olmak iizere bir¢cok inflamatuar ajanlar1 bloke
etmektedir. CAPE’nin glukokortikoid reseptorlerinden bagimsiz olarak inflamatuar hiicrelerde

apoptozisi onledigi de gosterilmistir (Kumpul, 2007).

NF-kB ‘nin inflamatuar olayda ve oksidan streste onemli yeri oldugu gdsterilmistir.
CAPE, 6zgiil olarak NF-xB’yi bloke ederek ve oksijen radikallerini bloke ederek basta TNF-a
olmak iizere bircok inflamatuar sitokinleri bloke etmektedir. Nitrik Oksit ile siiperoksit
radikalinin ilk biyokimyasal iiriinii, 6zellikle DNA’y1 okside eden kisa omiirlii bir serbest radikal
olan peroksinitritti. CAPE, nitrik oksit sentetaz enzim aktivitelerini bloke ederek ve siiperoksit
dismutaz enziminin kullanimini engelleyerek etkin olmaktadir. CAPE nin inducible Nitrik Oksit
Sentetaz (iNOS) aktivitesini, iNOS {izerindeki NF-xB baglant1 noktalarini bloke ederek inhibe
ettigi gosterilmistir (Kumpul, 2007).

CAPE nin antioksidan etKisi:

CAPE, linoleik asit ve arasidonik asitin S-lipooksijenaz tarafindan olusturulan
oksijenasyonunu inhibe eder. Yaklasik olarak 10 umol/L konsantrasyonunda in vitro kosullarda
notrofiller veya ksantin/ ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini
tamamen bloke eder. CAPE, antioksidan 6zelligini zincirinde bulunan iki hidroksil grubu ile

saglamaktadir (Kumpul, 2007).

Ammar ve arkadaglar1 tarafindan propolisin, astimda olasi immun modiilator/
antienflamatuar etkilerinin olup olmadigi aragtirmistir. Propolis etanol ekstrakti ile inkiibe
edilen pasif bir sekilde hazirlanmig trakeal zigzagda, ovalbuminle indiiklenmis kasilmalar

kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli bir azalma oldugu gézlenmistir. Bu etki kalsiyum
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mobilizasyonunun yani sira ATP'ye duyarli Ca™ 'un, K™ kanallarmin ve ¢oziinebilir guanilat
siklazin aktivasyonunda nitrik oksitin salimmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir (Ammar vd.,
2013).

Cicala ve arkadaslar1i CAPEnin PE ile pre-kontraksiyonunun konsantrasyona bagli
gevseme etkisi oldugu saptanmistir. Endotel kaldirilmasi ve L-NAME uygulamalari sayesinde
pre-kontraksiyonun azaldigini gérmiislerdir. Bu calisma CAPE icin bir vaskiiler aktivitenin,
kismen nitrik oksite bagli oldugunu gostermistir.Muhtemelen hiicre zarlarinda hareket eden
kalsiyum iizerindeki inhibitor etkisinden dolay1 vazorelaksan etki endotel yoklugunda da ortaya

¢ikmustir (Cicala vd., 2003).
2.5. Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate

Ammonium pyrrolidine dithiocarbamate cAMP tarafindan iiretilen mRNA NO-sentazin
olusumunu etkilemeden interlokin-1 sayesinde mRNA NO-sentazinin artmasini énleyen niikleer
faktdr kB'nin (NF-kB) inhibitoriidir (http://www.tocris.com/dispprod.php?Itemld=1161#.U4za-
Pl_sXF).

Ammonium pyrrolidine dithiocarbamate tavsanlarin duedonumunda yapilan bir
calismada ACh tarafindan olusturan kasilmada lipopolisakkaritlerin etkisini engellemis ve IxBa
inhibitoriiniin  (IxkBa  inhibitdrii bozularak Hodgkin lenfomasini meydana getirebilir)

bozulmasini 6nlemistir (Hernandez vd., 2011).

S

Sekil 2.4. Ammonium pyrrolidine dithiocarbamate’nin yapis1  (http:/www.tocris.com/

dispprod.php?Itemld=1161#.U4za-Pl_sXF).

2.6. Atorvastatin Kalsiyum

Lipit dusiirticii ilaglar grubu olan statinler (veya HMGKoArediiktaz inhibitorleri)
yiiksek kan kolesterol diizeylerinden dolayir kardiyovaskiiler hastalik riski tasiyan kigilerde
kolesterolii diisiirmek i¢in kullanilirlar. Atorvastatin, statingrubu bir antihiperlipidemik ilag¢

olup, 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim a (HMG-KoA) rediiktaz enziminin selektif kompetitif


http://www.tocris.com/dispprod.php?ItemId=1161#.U4za-Pl_sXF
http://www.tocris.com/dispprod.php?ItemId=1161#.U4za-Pl_sXF
http://www.tocris.com/%20dispprod.php?ItemId=1161#.U4za-Pl_sXF
http://www.tocris.com/%20dispprod.php?ItemId=1161#.U4za-Pl_sXF
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inhibitoriidiir. Bu gruptaki ilaglardan farkli olarak hiperkolesterolemisi olan hastalarda
yiikselmis LDL kolestrolii ve trigliserit diizeylerinin her ikisini birden diisiirme endikasyonuna
sahip tek ilagtir (Temir vd., 2013). Statinlerle yapilan anjiyografik kontrollii ¢aligsmalarda statin
verilen grupta lezyon ¢apinda ve miktarinda minimal gerileme olmakla birlikte belirgin klinik
diizelme ya da klinik olay goriilme sikliginda belirgin azalma goriilmiis; bu durum
arastirmacilari  statinlerin tek etkisinin kolesterol diizeyi {izerinde olmadigini, baska
mekanizmalarin da bu olumlu sonuglardan sorumlu olabilecegini diistindiirmiistiir. Bu
parametreler arasinda aterom plaginin stabilizasyonu, endotel disfonksiyonunun iyilestirilmesi,
trombojenitenin azalmasi, platelet aggregasyonunun azalmasi, ventrikiiler aritmilerin azalmasi,
monosit aktivasyonu ve adhezyon molekiilii ekspresyonunun azaltilmasi, antioksidan etkiler,
akut koroner sendromlarda inflamasyonu azaltici etkiler (CRP ve diger inflamatuvar
belirleyiciler), anjiotensin II reseptdrlerinin down regiilasyonu ve immiin yanitin diizenlenmesi
gibi mekanizmalar sayilabilir. Statinlerin giinlimiizde iizerinde en ¢ok durulan etkileri aterom
plagin1 stabilize edici etkileridir. Bu etkiyi hiicre dis1 ve makrofajlardaki lipid igeriginin
azaltilmasi, proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6,TNF-a gibi) olusumunun azaltilmasi,
neointimada inflamasyonun azalmasi, makrofajlardan MMP-9 salimini azaltarak fibréz kilifin
biitiinliigliniin korunmasi, kalsifikasyonun azalmasi ve kollagen igeriginin artmasi yoluyla
gostermektedirler. Statinler LDL-kolesterolii diisiiriicli etkilerinin yani sira silomikron ve VLDL
kalintilarim azaltarak, endotel fonksiyonlarini diizelterek, antiinflamatuvar etkileri ile ayrica
trombozu azaltip diiz kas hiicre fonksiyonlar1 iizerine olumlu etkileri yoluyla akut koroner

sendromlarda da kullanima girmistir (Miderrisoglu, 2002).

Atorvastatinin izole sigan aorta halkalarinda spazmojen ajanlara karsi reaktivitesi
iizerindeki inhibitor etkisinin olup olmadigini arastiran (Alp., 2002), konsantrasyona bagimli
olarak Noradrenalin (NA), Endotelin-1 (ET-1) ve KCl gibi spazmojen ajanlarin kastirici
etkilerini istatiksel olarak anlamli diizeyde inhibe ettigini gdzlemlemistir. Bu inhibitor etkininde
NA ve ET-1 kasilmalari i¢in mevalonat yolag: inhibisyonu iizerinden oldugu; K" kasilmasi i¢in
ise voltaj bagimli kanallardan hiicre igine kalsiyum giriginin engellenmesi ile iliskili oldugu
disiiniilmiistiir. Bu sayede atorvastatinin kolesterol diisiiriicii etkiden bagimsiz bir mekanizma

ile, vaskiiler reaktivite {izerinde akut bir etkisi oldugu gbézlenmistir (Alp, 2002).
2.7. Sg-Benz

SG-Benz(N-(diaminomethylene)-4-(1,8-dioxo-9-phenyl-1,2,3,4,5,6,7,8-
octahydroacridin-10(9H)-yl)benzenesulfonamide)  bir  acridine sulfonamide tiirevidir.

Sulfonamidler gram pozitif ve negatif bakterileri, streptokok piyojen ve pnémania’ y1, Basillus
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antrasisin bazi tiirlerini, Korinobacter, Nokardia, Klamidia trokomatis ve difterialarin bazilarini,
Hemofilus influenza, Ducrei, Brucella, Vibrio kolera, Aktinomices ve protozoonlari in vitro

inhibe ederler (Sagduyu, 1992).

2002 yilinda Berkan ve arkadaslari tarafindan akridindion tiirevleri sentezlenmis ve
bunlarin tavsandan izole edilen torasik aort diiz kasinda fenilefrin ile olusturulmus kasilma
yanitlar1 iizerindeki gevsemelerin kaynaginin mekanizmasi ve vaskiiler potasyum kanallar
iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu calismada akridin tiirevlerinin konsantrasyona bagli olarak
tavsan aortik halkalarinda gevsemeye neden oldugu gdsterilmistir. ATP’ye duyarli potasyum

kanallarinin agilmasindan dolay1 gevsemeler gozlenmistir (Berkan vd., 2002).

Imenshahidi M. ve arkadaslari tarafindan acridine tiirevleri olan 3,3,6,6-tetramethly 1-
9aryl-octahydro- 1,8- acridindionlarin sentezlenmesi ve incelenmesi amaglanmigtir. Onlarin
sigandan izole edilen aortik diiz kas halkalarindaki fenilefrin ile uyarilmis kasilma yanitlar
iizerine olusan gevsemenin mekanizmasi ve vaskiiler potasyum kanallar1 iizerindeki etkileri
arastirilmigtir. Standart potasyum kanal agicis1 olan minoxidil gibi acridine’de potasyum kanal
acist olarak kullanilmistir. Fenilefrin ile pre-kontrakte edilmis sican aortik diiz kasinin izole
halkalar1 iizerinde minoxidil ve acridine tiirevlerinin bilesenleri gevsetici etki yapmistir. Ancak

acridine etkisinin minoxidile gore daha az oldugu saptanmistir (Imenshahidi vd., 2010).

Thiocarbamide ve sulfonamide'lerin anti-thyroid tesir gdsterdiklerini ilk defa
MacKenzie ve arkadaslari bildirmistir. Bu miiellifler piirifiye edilmis diyetlerine sulfoguanidine
ilave edilmis si¢anlarin thyroid’lerinin bilylidiigiinii ve bazal metabolizmalarinin azaldigini
gormiislerdir. Klinikde de ehemmiyetli derecede sulfonamide verilmesi ile thyroid

fonksiyonunda bir azalma goriilmektedir (Atasagungil, 1963).
2.8. Dmso

Suda c¢oziinemeyen bircok ila¢ i¢in bagka c¢oziiciilere gereksinim vardir. Yapisal
ozelliklerinden dolay1 dimetilsiilfoksid (DMSO) bir¢cok kimyasal maddenin ¢dziiciisii olarak
kullanilan bir ajandir. Farmakolojik ¢alismalarda DMSO ile ilgili olarak, membran transportu ve
bag dokusu iizerine etkileri, inflamasyon, diger ilaglarin etkisini arttirma veya azaltma
yoniindeki etkileri, kolinesteraz enzim inhibisyonu ve diiz kas gevsetici etkileri bildirilmigtir

(Murat vd., 2005).

Serbest oksijen radikal iiretimi diiz kas kasilmasinin énemli mekanizmalarindan biridir.

DMSO agirlikli olarak hidroksil radikallerine spesifik bir serbest oksijen radikal toplayicisidir.
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Bu 6zelliginden dolay1 ince bagirsak, bobrek gibi farkli dokularin kaslarinda reperfiizyona baglh

zedelenmeyi de dnlemektedir (Murat vd., 2005).

Suda ¢ozlinmeyen terapotik ve toksik ajanlarin ¢ogu DMSO’da ¢6ziinebilmektedir.
DMSO’nun etkileri konsantrasyona bagimli olarak degismekte ve bagka bir madde ile
birlestiginde olusan yeni madde dokular iizerinde beklenenden daha fazla veya daha az etki
olusturabilmektedir. Bu da in vitro ve/veya in vivo calisma sonuglarini 6nemli 6lgiide
degistirebilecek bir etkidir. In vitro olarak yapilan diiz kas ¢alismalarinda DMSO’nun ¢dziicii

olarak farkli konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir (Murat vd., 2005).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde Saki Yenilli deney hayvanlari iiretim merkezinden temin edilen 40 adet
Wistar albino (6-7 aylik 200-250 gr) cinsi erkek sican kullanildi. Siganlar standart kosullarda
(lyi havalandirilmis odalarda, normal gece ve giindiiz siklusunda ), standart sanayi yemleri ve
cesme suyu ile beslendi. Calismalar Hayvan Etik Kurulu’nun izni (DPU HADYEK 14.05.2014
tarih ve 2014.05.02 karar no) alindiktan sonra gergeklestirildi.

3.2. Kullanilan Madde Ve Aletler
3.2.1. Kullanilan kimyasal maddeler
a) NaCl (Merck)
b) KC1 (Merck)
¢) MgS0O,.7H,0 (Merck)
d) KH,PO, (Merck)
e) NaHCO; (Merck)
f) Glukoz (Merck)
g) CaCl,.2H,0 (Merck)
h) AcH (A-6625,Sigma)
i) Atorvastatin Ca
j) SG-Benz

(N-(diaminomethylene)-4-(1,8-dioxo0-9-phenyl-1,2,3,4,5,6,7,8 octahydroacridin-10(9H)-

yl) benzenesulfonamide)
k) Caffeic asid phenil ester
I) Ammonium Pyrolidine Dithiocarbamate

m) DMSO (Merck)
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3.2.2. Kullanilan arac ve geregler
A. Cerrahi Malzeme
a) Genel amacli cerrahi makas
b) Bisturi
¢) Egri uglu doku makast
d) Hemostatik pensler
e) Pensler
B. Diger Geregler
a) Data Acquisition analiz sistemi (MP36 Biopac, USA)
b) izometrik transduserleri (Biopac, USA)
c) Vorteks (Velp Scientifica, Tiirkiye)
d) izole organ banyosu (Commat, Tiirkiye)
e) Su banyosu (WBC3044V3, May, Tiirkiye)
f) Manyetik karistirict (MK-318, Nuve, Tiirkiye)
g) Cam tiipler (10ml)
h) Enjektorler (1; 2,5ml)
i) Polietilen ip (5/0)
j) Otomatik pipet (Medispec-plus)
3.3. Hayvam1 Deneye Hazirlama

Saki Yenilli Deney Hayvami Uretim Tesisinden tahsis edilen 6-7 ayhik 200-250 gr
agirhigindaki Wistar albino erkek siganlar kullanilan maddelere gore gruplara ayrilarak kafeslere

yerlestirildi.
3.4. Cerrahi islem Ve Deney Protokolii

Deneyde kullanilacak olan si¢an, tartildiktan sonra servikal dislokasyonla oldiiriiliip
boyun bolgesi acilarak trakeasi (larinksten bifurkasyoya kadar) izole edildi. Hemen Krebs-
Henseleit soliisyonunun igerisine konuldu (NaCl 118 mM/L, KCIl 5.4 mM/L, MgS0,.7H,0 1.2
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mM/L, KH,PO, 1.2mM/L, NaHCO; 25 mM/L, Glikoz 11.7 mM/L, CaCl,.2H,0 2.5 mM/L ).
Cevre dokulardan temizlendikten sonra halka seklinde disseksiyonu yapildi (Sekil 3.1). Organin
agirh@ hassas terazi ile saptandi. Organ izole organ banyosuna yerlestirilir. izole organ
banyosunun 1s1s1 37°C’ de sabitlendi ve izole organ banyosuna %95 O, - %5CO, gaz karigimi
verilerek dokularin oksijenlenmesi saglandi. Her calismada ayni boyutlarda organlarin
alinmasina ozen gosterildi. 3mm’lik kesitler kullamlmaya dikkat edildi. izole organ
banyosunda trachea lgr gerim altinda doku 6rnekleri 1 saat boyunca 15 dk’da bir Krebs-
Henseleit soliisyonu ile yikamak suretiyle dengeye getirildi. KCl ile organlanin canliligi test
edildi. Trachea Ach ile prekontrakte edildi. CAPE, Atorvastatin Kalsiyum, Ammonium
Pyrrolidine Dithiocarbamate veya SG-Benz kiimiilatif olarak verilerek kasilma gevseme
yanitlar1 izometrik transduser (Biopac, USA) araciligiyla data acquisition analiz sistemi (MP36
Biopac, USA)’ nde kaydedildi. Her doz arasinda 5 dakika beklenildi. Maddeler organ organ
banyosunda; 107, 3x10° , 10°®, 3x10™®, 107, 3x107, 10°, 3x10°, 10°, 3x10°, 10, 3x10°
*Molacak sekilde kullanildi.
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Sekil 3.1. Erkek wistar albino sigandan trakea’nin izole edilmesi.

3.5. istatistiksel Analiz

Sonuclar Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testleri uygulanarak degerlendirildi.

Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate i¢in p>0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deneylerimiz CAPE, Atorvastatin Kalsiyum, Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate

ve SG-Benz uygulanan olmak iizere 4 farkli grupta gerceklesmistir.

10° M Ach ile kastirilmig trakea diiz kaslarinin CAPE, Atorvastatin Kalsiyum,
Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate ve SG-Benz’e vermis olduklar1 kasilma veya gevseme
cevaplar1 sekil 4.1. de gosterilmistir. Ach ile prekontrakte trakea diiz kasi preparatlari
Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate haricinde 6nce kasilma sonrasinda doza bagl artan bir
gevseme cevaplart olusturmustur. En yliksek gevseme cevaplari Atorvastatin Kalsiyum
uygulanan preparatlarda goriilmiistii. CAPE, Atorvastatin Kalsiyumve SG-Benz arasinda

anlaml fark yoktur (p>0,05). Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate trakeay1 kastirmustir.
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Sekil 4.1. 10-3 M Ach ile kastirilmus trakea diiz kaslarinin CAPE, Atorvastatin Kalsiyum,
Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate ve SG-Benz’e vermis olduklar1 kasilma ve gevseme

cevaplar.



4.1. AsetilKolin ile Kastirlmis Trakea Diiz Kas1 Uzerine CAPE’nin Etkisi
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CAPE 107, 3x10” ve 10® M dozlarinda Ach prekontraksiyonunun iizerine kasilma

cevabi olustururken geri kalan dozlarda doza bagli artan bir gevseme cevabi olusturmustur.

Cizelge 4.1. 10-3 M Ach ile kastirilmis sican trakea diiz kasinda CAPE’nin farkli dozlarina ait

kasilma ve gevseme yanitlari (mg).

10° | 3x10° | 10® | 3x10® | 107 |3x107| 10° |3x10°| 10° | 3x10®° | 10* | 3x10*
NO | molar | molar | molar | molar | molar | molar | molar | molar | molar | molar | molar | molar
1 |131,45| 203,44 | 162,75 | 87,63 | 21,9 | -68,86 |-156,49|-272,29| -419,39 | -610,31 | -763,67 |-1308,26
2 | 5585 | 133,42 | 89,98 | 37,24 | -12,4 | -83,76 |-158,22|-238,89 | -338,175 | -449,875 | -533,645 | -573,975
3 |-27,92| -62,05 |-111,69|-183,05 |-164,43|-201,66 |-223,38 | -285,43 | -260,61 | -235,79 | -251,3 | -273,02
4 13236 | 3,23 -25,9 3,23 | -4531 | -77,67 |-103,56 |-129,45| -110,03 | -80,9 | -126,21 | -158,57
5 [153,94| 206,35 | 150,67 | 62,23 | 3,27 | -88,44 |-271,86|-357,02| -507,69 | -687,84 | -995,73 |-1149,67
6 [128,79| 205,45 | 331,18 | 272,92 | 177,86 | 70,53 | -70,53 |-217,72| -361,85 | -521,31 | -668,5 | -809,56
7 | 7595 | 218,35 | 265,82 | 199,37 | 66,46 | -75,94 | 31,65 | -28,48 | -161,39 | -265,82 | -354,43 | -132,91
8 [130,27| 186,1 |136,47 | 83,74 | -62,04 | -170,6 |-279,16 |-384,62 | -462,16 | -530,4 | -592,43 | -648,26
9 43 -9,21 215 | -18,43 | -73,71 | -18,43 |-110,57|-178,14 | -233,42 | -297,92 | -340,92 | -420,77
Ort| 80,41 | 120,564 | 113,42 | 60,5422 |-9,8222 |-79,426 |-149,12 |-232,45| -317,19 | -408,91 | -514,09 | -608,33

4.2. AsetilKolin ile Uyarilmis Trakea Diiz Kasi Uzerine Ammonium Pyrrolidine

Dithiocarbamate’nin EtKisi

Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate10® M dan 3x107 M dozuna kadar trakea diiz

kaslarinda doza bagl artan bir kasilma cevabi olusturmustur. 10® M dozunda bir 6nceki dozaja

gore gevseme gozlenmistir ve geri kalan dozlarda yine doza bagli artan bir kasilma cevabi

olusmustur.
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Cizelge 4.2. 10-3 M Ach ile kastirilmis sican trakea diiz kasinda Ammonium Pyrrolidine

Dithiocarbamate’nin farkli dozlarina ait kasilma ve gevseme yanitlari (mg).

NO

10°
molar

3x10°®
molar

10°®
molar

3x108
molar

107
molar

3x107
molar

10°®
molar

3x10°®
molar

10°
molar

3x10°
molar

10*
molar

3x10*
molar

-137,34

-70,13

-23,37

40,92

2,93

35,07

-67,21

-32,14

-69,53

-136,74

-95,83

-46,15

-72,73

-96,97

-63,64

-21,22

18,17

-21,22

-51,52

-72,73

-42,43

69,69

36,36

66,66

46,05

95,17

156,58

208,77

405,27

478,96

402,2

451,32

500,44

555,7

586,4

626,31

21,02

87,09

129,13

165,17

189,19

234,23

-105,1

-63,06

-102,1

-141,14

-96,1

-129,13

-48,59

25,92

55,07

22,68

-129,57

-165,2

-217,03

-187,88

-142,53

-165,21

-191,12

-158,73

61,41

132,51

177,76

232,7

310,27

371,68

416,93

464,02

361,99

336,13

303,81

332,9

90,45

152,83

218,33

283,83

343,09

374,28

430,42

461,81

496,12

611,53

733,82

683,91

177,93

262,04

304,1

339,69

394,69

462,63

494,98

391,45

417,33

443,21

401,15

375,27

O 00| N[ O] U | W| N

63,25

31,62

75,9

374,18

424,78

386,83

418,46

396,32

481,71

443,76

481,71

443,76

[y
o

34,53

63,78

92,03

117,14

142,25

117,14

98,31

82,62

63,79

48,1

16,71

-5,26

Ort

23,598

68,386

112,189

176,386

210,107

227,44

182,044

189,173

196,479

206,503

217,691

218,954

4.3. AsetilKolin ile Kastirllmis Trakea Diiz Kasi Uzerine Atorvastatin Kalsiyum’un Etkisi

Atorvastatin Kalsiyum 107, 3x10” ve 10® M dozlarinda Ach prekontraksiyonunun

iizerine kasilma cevabi olustururken geri kalan dozlarda doza bagli artan bir gevseme cevabi

olusturmustur.

Cizelge 4.3. 10-3 M Ach ile kastirilmis sican Trakea diiz kasinda Atorvastatin Kalsiyum’un

farkli dozlarina ait kasilma ve gevseme yanitlari (mg).

Z
o

10°

molar

3x10°

molar

108

molar

3x10®

molar

107

molar

3x107

molar

10°

molar

3x10°

molar

10°

molar

3x10°

molar

10

molar

3x10™

molar

-137,34

-70,13

-23,37

40,92

2,93

35,07

-67,21

-32,14

-69,53

-136,74

-95,83

-46,15

-72,73

-96,97

-63,64

-21,22

18,17

-21,22

-51,52

-72,73

-42,43

69,69

36,36

66,66

46,05

95,17

156,58

208,77

405,27

478,96

402,2

451,32

500,44

555,7

586,4

626,31

21,02

87,09

129,13

165,17

189,19

234,23

-105,1

-63,06

-102,1

-141,14

-96,1

-129,13

-48,59

25,92

55,07

22,68

-129,57

-165,2

-217,03

-187,88

-142,53

-165,21

-191,12

-158,73

61,41

132,51

177,76

232,7

310,27

371,68

416,93

464,02

361,99

336,13

303,81

332,9

90,45

152,83

218,33

283,83

343,09

374,28

430,42

461,81

496,12

611,53

733,82

683,91

177,93

262,04

304,1

339,69

394,69

462,63

494,98

391,45

417,33

443,21

401,15

375,27

O 00| N[ O] O | W| N

63,25

31,62

75,9

374,18

424,78

386,83

418,46

396,32

481,71

443,76

481,71

443,76

=
o

34,53

63,78

92,03

117,14

142,25

117,14

98,31

82,62

63,79

48,1

16,71

-5,26

O
at

23,598

68,386

112,189

176,386

210,107

227,44

182,044

189,173

196,479

206,503

217,691

218,954




4.4. AsetilKolin ile kastirllmis Trakea Diiz Kasi Uzerine SG-Benz’in Etkisi
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SG-Benz 10°, 3x10” ve 10® M dozlarinda Ach prekontraksiyonunun iizerine kasilma

cevabi olustururken geri kalan dozlarda doza bagli artan bir gevseme cevabi olusturmustur.

Cizelge 4.4. 10-3 M Ach ile kastirilmis sican Trakea diiz kasinda SG-Benz’in farkli dozlarina ait

kasilma ve gevseme yanitlari (mg).

Z
O

10°

molar

3x10°

molar

108

molar

3x10®

molar

107

molar

3x107

molar

10°

molar

3x10°®

molar

10°

molar

3x10°

molar

10*

molar

3x10™

molar

78,52

125,63

172,74

144,47

103,64

18,84

-40,83

-91,08

-157,03

28,27

-65,95

-153,89

128,24

235,11

210,68

125,18

-39,7

-161,84

-256,5

-430,54

-537,41

-711,45

-812,21

-1010,68

-74,6

-126,5

-227,05

-272,46

-324,36

-366,53

-447,62

-502,76

-460,59

-512,49

-541,68

-577,36

149,06

222,01

168,09

95,14

15,85

-339,36

-463,05

-570,88

-675,54

-792,89

-884,86

-811,91

50,18

8,86

-32,46

-82,64

-153,48

-239,08

-368,95

-448,64

-531,28

-605,07

-675,81

-702,37

159,97

270,98

349,33

290,57

231,81

150,19

35,92

-75,08

-218,73

-319,94

-437 47

-548,47

197,74

295,04

225,99

141,25

65,92

-31,38

-141,23

-238,53

-313,86

-404,88

-489,62

-650,33

93,33

3,11

-71,47

-136,73

-192,66

-229,95

-270,35

-301,42

-267,24

-326,28

-357,35

-400,85

O | N| of o] | Wl N| =

-50,25

-111,27

-53,84

-7,08

-50,15

-17,85

-75,28

-161,42

-132,71

-168,6

-215,26

-261,92

O
3

81,3544

102,552

82,4456

33,0778

-38,126

-135,22

-225,32

-313,37

-366,04

-423,7

-497,8

-568,64




29

5. TARTISMA

Caligmamizda siganlar servikal dislokasyonla oldiiriiliip boyun boélgesi agilarak
larinksten bifurkasyoya kadar alinan trakea c¢evre dokulardan temizlenerek hazirlanan halka
seklindeki preparatlar Ach ile prekontrakte edilerek CAPE, Atorvastatin Kalsiyum, Ammonium

Pyrrolidine Dithiocarbamate ve SG-Benz’e vedigidoz cevaplariincelenmistir.

Pyrrolidine grubu hari¢ CAPE, Atorvastatin Kalsiyum ve SG-Benz gruplarinda belirgin
gevseme yamitlar1 gozlenirken bu maddelerin gevseme cevabi verdikleri ortak dozun 10° M
oldugu saptanmistir. Bu dozajda SG-Benz’in diger maddelerden daha fazla gevseme cevabi

olusturdugu goriilmiistiir. Sonra sirasiyla Atorvastatin Kalsiyum ve CAPE gelmektedir.

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz aktivitesi iirlinleri solunum yolu diiz kasi iizerinde
onemli etkide bulunurlar. Siklooksijenaz iiriinii olan prostoglandinler, prostosiklin bronkodilator
etkinlik gosterirken yine siklooksijenaz aktivite iiriinii olan tromboksan A2 ve lipooksijenaz
aktivitesi iiriinii olan hidroksieikozatetraenoik asitler ve lokotrienler giiclii bronkokonstriktor
etkinlik gosterir.Bu {riinlerin arasindaki denge hangi tarafa kayarsa sonu¢ fazla olanin
aktivitesine gore acia c¢ikar (Kayaalp., 1988). CAPE’nin siklooksijenaz ve lipooksijenaz
aktivitesini etkiledigi gosterilmistir (Kumpul.,, 2007). Bu c¢aligmanin sonuclarina gore
gozlemlenen CAPE’nin bronkodilatér etkisinin gliglii bronkokonstriktor etki gosteren
lipooksijenaz {iriinlerini engellemesi ve dengenin bronkodilatdr etki gosteren iiriinler lehine

degistigini diisiinmekteyiz.

Diiz kaslarin kasilabilmesi igin hiicre i¢i kalsiyum iyonunun konsantrasyonunun artmasi
onemlidir. Diiz kas membraninda yogun miktarda voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 bulunur.
Hicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu kalmoduline baglanmak i¢in ve miyozin hafif zincir
kinazinin aktivasyonu igin gerekli olan miktarin altina diiserse kas gevser (Kayaalp, 1993;

Butcher, 1974).

Cicala ve arkadaslar1 izole edilmis sican torasik aortunda CAPE“in vaskiiler etkisini
aragtirmak icin yaptiklar ¢alismada, CAPE’in hem konsantrasyona hem de endotele bagimli
etkisi yaptigin1 gostermislerdir. CAPE’nin hiicre zarlarinda hareket eden kalsiyum iizerindeki
inhibitor etkisinin olmasindan dolayr vazorelaksan etkinin endotel yoklugunda da ortaya
ciktigini gostermislerdir (Cicala vd., 2003). Yapmis oldugumuz ¢alismada benzer bir sekilde
sican trakea diiz kasinda CAPE’nin voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 {izerinde inhibitor

etkisinin olmasindan dolay1 gevsemeye neden oldugunu diisiinmekteyiz.
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Atorvastatin’in voltaj kapil kalsiyum kanallarindan hiicre i¢ine kalsiyum girisini inhibe
ederek ve sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesini engelleyerek hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu diisiirdiigi gosterilmistir (Alp, 2002).Calismamizin sonuglarmna gore
gozlemlenen Atorvastatin Kalsiyum’untrakea diiz kasmin asetilkolin ile prekontraksiyonuna

gevseme cevabinin bu mekanizmadan dolay1 oldugunu diisiinmekteyiz.

Eksojen olarak verilen NO nun hem bronkodilatér hem de bronkoprotektif etkileri
oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte NO’nun astim patofizyolojisi ile baglantisinin siipheli
oldugu ve yarar/ zarar dengesinin kesinlik kazanmadigi ifade edilmistir.(Mulrennan ve
Redington, 2004) eNOS’tan fizyolojik kosullarda iretilen NO’nun fizyolojik
konsantrasyonlarmin varliginda brons ve damar diiz kas gevsetici etki gosterdigi
belirtilmektedir (Alp, 2007). Nitrovazodilatatorlerin guanilat siklazi aktive ederek cGMP

diizeyini artirdiklar1 ve gevseme olusturduklar1 gozlenmistir (Yilmazer, 2011).

Serarslan ve arkadaslarina géore CAPE NO seviyesini arttirmaktadir, yapmis oldugumuz
calismada uygulamis oldugumuz CAPE’nin epitel kaynakli NO miktarin1 arttirarak trakeayi
gevsettigini diisiinmekteyiz. (Serarslan vd, 2007).

Atorvastatin Kalsiyum bir statin tiirevidir. Statinlerin hiperlipidemik hastalarda plazma
LDL aferezi ile endotel bagimhi vazodilatasyonu arttirdigi gosterilmistir. Statinlerin endotel
fonksiyonlari {izerine olumlu etkileri sadece LDL diisiisii ile sinirli degildir. Tedavi baslandiktan
kisa bir siire sonra heniiz belirgin lipid disiiriicii etkiler ortaya c¢ikmadan endotel

fonksiyonlarinda diizelme olabilecegi gosterilmistir (http://circ.ahajournals.org/

content/95/5/1126.long). Bugiin statin tedavisi ile kardiyovaskiiler hastaliklarin prognozunda

saglanan olumlu sonlanimlarin kolesterol diisiisiiniin yan1 sira endotel fonksiyonundaki iyilesme
ile de iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Endotel kdkenli nitrik oksit, vaskiiler relaksasyon
saglayan onemli bir molekiildiir. Disfonksiyone endotelde nitrik oksit salinimi bozulmustur.
Statinler, endotel kokenli nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunu ve aktivitesini artirir,
bdylece nitrik oksit diizeyi artar (Pepedil ve Giiven, 2009; Bahadir, 2007). Yapmis oldugumuz
calismada uygulamis oldugumuz Atorvastatinin epitel kaynakli NO miktarim arttirarak trakeay1

gevsettigini diisinmekteyiz.

[B-adrenerjik reseptorler bronkodilatasyona aracilik eder ve astim i¢in [-adrenerjik

agonistlerinin solunmasi standart tedavidir.

SG-Benz bir akridin siilfonamid tiirevidir. Akridinler (1,4-dihidro piridin tiirevleri)

hiicrelerde bulunan ve 6nemli bir koenzim olanNikotinamid Adenin Diniikleotid (NADH)
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yapisina benzeyen ve ilging biyolojik 6zellikleresahip olan bilesiklerdir. Akridin bilesikleri; kalp
rahatsizliklarinda B-kanal agicilar olarak, hipertansiyon rahatsizliklarimin tedavisinde kullanilan
cok Onemli biyolojik O6zelliklere sahip bilesiklerdir (Ulus, 2012). Bizde uyguladigimiz Sg-
benzin [ kanal acici olarak etkileyip [ adrenoreseptdr iizerinden trakeayr gevsettigini

diisiinmekteyiz.

Acridine tiirevlerinin tavsan ve sican aort diiz kaslarinda ATP ye duyarli potasyum
kanallarin1 acarak gevsetici etkisi oldugu saptanmistir (Imenshadidi vd., 2010; Berkan vd.,
2002). Eksert yaptign ¢aligmada trakea diiz kasinda ATP duyarli K kanallarinin gevseme
tizerinde etkili oldugunu gostermistir (Eksert, 2008). SG-Benz bir acridine siilfonamide tiirevi
oldugundan c¢aligmamizin sonuglarinda gozlenen gevsemenin bu etkiden kaynaklandigim
diisiinmekteyiz. Bu maddeyle gbzlenen gevsemenin diger maddelerden daha yiiksek olmasindan

dolay1 bu madde iizerine daha ileri arastirmalar yapilmasi kanaatindeyiz.

Sonu¢ olarak sican trakea diiz kasi iizerinde uyguladigimiz CAPE, Atorvastatin
Kalsiyum ve SG-Benz Ach ile prekontraksiyona karsi gevseme cevabi olusturmaktadir.
Maddelerin reseptor yogunlugunu ve ikincil haberci sistemlerini etkilemesi, iyon gecirgenligini
degistirmesi, metabolizmay1 etkileyerek cesitli gevsetici etki gosteren metabolitleri ortaya
cikarmasi gibi etkileri g6z Oniine alinarak cesitli klinik uygulamalarin yapilmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu maddelerin fizyolojik mekanizmalarin modiilasyonu {izerindeki etkileri

molekiiler diizeyde birgok aragtirmay1 gerektirmektedir.
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