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OZET

Telli,G., Normoksik ve Pulmoner Hipertansif Sicanlarda
Intermedin/Adrenomedulliny’nin - (IMD/AM;) Pulmoner Vaskiiler Yataga
Etkisinin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. Calismamizda IMD/AM2’nin
sigan ana pulmoner arterinde (PA) meydana getirdigi gevsemenin etki mekanizmasi
arastirildi ve kronik hipoksi maruziyeti ile sekonder pulmoner hipertansiyon (PH)
gelistirilen sicanlarin akciger damar yataklarinda IMD/AM2’nin vazodilator etkisi
degerlendirildi. Sigan ana PA’sinda yaptigimiz ¢aligmalarda CGRPs.37 (10°M), L-
NAME (10“*M), ODQ (10°M), SQ22536 (10“*M), H89 (10°M), TEA (102M),
iberiotoksin (3x10"M) ve verapamil (10°M) IMD/AM: gevseme yanitlarini inhibe
etti. Endoteli tahrip edilmis PA’da, 60 mM K" ile 6n kasilma olusturulan PA’da ve
Ca*?’siz ortamda IMD/AM2 gevseme yamitlar1 inhibe oldu. AMzs2 (10°M), 4-
aminopiridin (3x10M), glibenklamid (10°M), apamin (3x10"M) ve TRAM-34 (10°
’M), La*® (10*M) ise IMD/AM: yanitinda degisiklik meydana getirmedi. Hiicre igi
[Ca*?] diizeyinin ¢alisildig1 deneylerde IMD/AM2 uygulamasiyla endotel tabakasinda
hiicre i¢i [Ca*?]’da artis meydana geldi ve bu artislar iberiotoksin (3x107'M) ve
verapamil (10°M) varliginda inhibe olurken, La*® (10*M) varliginda degismedi. PH
olusturulan si¢anlarin ana PA’larinda ve rezistans arterlerinde IMD/AM:2 sirastyla
gevseme ve vazodilatasyon meydana getirdi. Yanitlar L-NAME (10*M) ile inhibe
oldu. Bu bilgiler, IMD/AM2’nin sigan ana PA’sinda CGRP reseptorleri {izerinden,
sAMP ve PKA yolagmi kullanarak, endotel bagimli ve NO aracili olarak etki
gosterdigini, NO’nun kalsiyumla indiiklenen biiyiik kondiiktansli K* kanallari ile L-
tipi Ca™ kanallarinin aktivasyonu sonrasinda hiicre iginde meydana gelen Ca*?
artistyla saliverildigini ve IMD/AM2’nin PH’de akciger damar yataginda giiglii bir
vazodilator etki olusturmast IMD/AM2’nin PH’de tedavi hedefi olarak
degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar  kelimeler: intermedin/Adrenomedullinz, Pulmoner hipertansiyon,
pulmoner arter, CGRP ailesi

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(THD-2016-9281) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Telli, G., Investigation The Role Of Intermedin/Adrenomedullin, (IMD/AM)>)
On Pulmonary Vascular Bed In Normoxic and Pulmonary Hypertensive Rats,
Hacettepe University Faculty of Pharmacy Department of Pharmacology
Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2017. In our study, we investigated the
mechanism of the relaxation responses of IMD/AM: in the rat main pulmonary
artery. Another aim of the study is to evaluate the vasodilator effect of IMD/AM:2 on
pulmonary vascular bed in rats with secondary pulmonary hypertension (PH).
CGRPg37 (10°M), L-NAME (10“M), ODQ (10°M), SQ22536 (10*M), H89 (10
®M), TEA (102M), iberiotoxin (3x10""M) and verapamil (10°M) inhibited IMD/AM:
relaxation responses in rat main PA. The IMD/AM: responses were also inhibited in
the endothelium damaged PA, in the absence of Ca*? and in the PA’s precontracted
with 60 mM K. There were no changes in the responses with the incubation of PA’s
AM22.52, 4-aminopiridin (3x10°3M), glibenklamid (10°M), apamin (3x107'M) and
TRAM-34 (10°°M), La*® (10*M). In experiments for changes in intracellular [Ca * 2]
levels were investigated, [Ca* ?] levels were increased with IMD/AM: administration.
These increases were inhibited with iberiotoxin (3x10'M) and verapamil (10°M) but
there were no changes with La*3 (10*M) incubation. IMD/AM: induced relaxation in
the main PAs and caused vasodilatation in resistance pulmonary arteries in
pulmonary hypertensive rats. These responses were inhibited by L-NAME (10*M).
According to these results, it is thought that IMD/AM: effects via CGRP receptors
and sAMP-PKA pathways; the relaxation is endothelium-dependent and NO
mediated. NO is released after increase of intracellular [Ca*?] with the activation of
large-conductance calcium-activated K* channels and L-type Ca*? channels.
IMD/AM: produced important vasodilatation in the pulmonary vascular bed in PH
suggests that IMD/AM2 may be evaluated as a therapeutic target in PH.

Key words: Intermedin/Adrenomedullinz, Pulmonary hypertension, Pulmonary
artery, CGRP family,

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project numbers: THD-2016-9281).
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1. GIRIS

Kalsitonin geni ile iligkili peptit (CGRP) ailesi viicutta 6énemli fizyolojik
etkileri olan peptit hormonlardir. Bu peptitlerden CGRP ve adrenomedullin (AM) ise
kardiyovaskiiler sistemdeki etkin rolleri ile dikkat ¢ekmektedir (1, 2). Ailenin son
izole edilen tyesi olan intermedin (IMD/AM2) o&zellikle AM ile yapisal ve
fonksiyonel olarak benzerlik gostermektedir. IMD/AMz2’nin birgok damar yataginda
gevsetici etkisi oldugu bilinmektedir. Pulmoner sistemde, IMD/AM2’nin hem sican
ana pulmoner arterinde (PA) gevseme hem de akciger rezistans arterlerinde giiglii bir
vazodilatasyon sagladigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu gevsemenin endotel
bagimli ve nitrik oksit (NO) aracili oldugu ve gevsemede kalsiyum ile aktive olan
biiyiikk kondiiktansli potasyum kanallarinin (BKca) da rolii oldugu gosterilmistir (3).
Ancak gevseme mekanizmasini gosteren detayli ¢alismalar bulunmamaktadir. Farkl
damar yataklarinda vazodilator etkide farkli mekanizmalarin rol oynadigini bildiren,
birbirleri ile ¢elisen ¢alismalar mevcuttur.

Bu tez ¢aligmasinda amacimiz IMD/AM_2’nin si¢an ana PA’sinda olusturdugu
gevseme yanitinin mekanizmasini ayrintili olarak c¢alismak, literatiirdeki geliskili
sonuglara yeni bir bakis agis1 getirmektir. Bunun i¢in IMD/AMz2’nin reseptorle
etkilesiminden gevsemenin meydana geldigi son basamaga kadar etkide rol oynamasi
muhtemel ¢esitli yolaklar degerlendirilmistir. Bu amagcla izole organ banyosu
kullanilarak si¢can ana PA’sinda gesitli antagonistler varliginda IMD/AM: gevseme
yanitlarindaki degisim degerlendirilmistir. Ayrica gevsemede rolii oldugu diistiniilen
Ca*? diizeyindeki degisim, izole sican ana PA’sinda IMD/AM: gevseme yanit1 ile es
zamanli olarak hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunda meydana gelen degisiklikler
izlenmigstir. Boylelikle hem IMD/AM2’nin gevseme mekanizmasinda rolii oldugu

diisiiniilen yolaklar hem de bu gevsemede Ca*?’

nin rolii degerlendirilmistir.
Calismamizin bir diger amaci pulmoner vaskiiler direngteki artisla karakterize
olan pulmoner hipertansiyonda (PH) IMD/AMz2’nin olas1 roliinii degerlendirmektir.
Bu amagla sicanlarda kronik hipobarik hipoksi maruziyeti ile sekonder PH
gelistirilmis ve ardindan hem izole organ banyosunda sican ana PA’sinda hem de
izole akciger preparatinda IMD/AM2 yanitlar1 elde edilmistir. Bu ¢alisma ile PH

gelisimi sonrasinda IMD/AM? yanitindaki olas1 degisiklik arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. CGRP Ailesi

CGRP ailesi; kalsitonin, amilin (AMY), CGRP, AM, kalsitonin reseptorii
stimiile eden peptid 1, 2,3 ve bilinen son iiyeleri olan intermedin (IMD/AM2)’den
meydana gelmektedir (1, 2). Bu peptit hormonlar yapisal benzerlikleri géz Oniine
alinarak ayni aileye dahil edilmislerdir. Kesfedilmeleri sonrasi yapilan ¢alismalarda
yapilarina bagl olarak biyolojik etkilerinin de genel olarak birbirlerine benzer
oldugu gosterilmistir (4-6). Cesitli organ ve dokularda 6nemli roller iistlenen CGRP
ailesi peptitlerinin viicut homeostazinda rol oynadiklar1 bilinmektedir (7).

Bu peptit ailesinin bilinen ilk iiyesi kalsitonindir. 1961 yilinda Harold Copp
tarafindan tiroid C-hiicrelerinde kalsiyum bagimli bir mekanizma ile sentezlenip ayni
yerden saliverildigi bulunmustur. Viicutta kalsiyum dengesinden sorumludur ve
hipokalsemik etki gosterir (8, 9).

1982 yilinda kalsitonin geninin CGRP adi verilen bagka bir peptit daha
sentezleyebilecegi gosterilmistir. CGRP, 37 aminoasitlik duyusal sinir kaynakli bir
peptittir (10). Santral ve periferik sinir sistemi boyunca eksprese edilir ve
gastrointestinal sistem, {ireme sistemi, solunum sistemi ve endokrin sistemde 6nemli
gorevler alir (6). Kardiyovaskiiler sistem CGRP’nin en fazla etki gosterdigi yerdir.
Bilinen en potent vazodilatorlerden biri olan CGRP’nin ayrica kalbin atim giiciinii ve
hizim1 arttirdigi, trombosit agregasyonunu azalttigi da gosterilmistir (2, 11, 12).
Migren, artrit, ateroskleroz, iskemi gibi cesitli patofizyolojik durumlarda, ndrojenik
inflamasyon ve agrida, sepsiste endojen CGRP diizeyinindegisiklik gosterdigine dair
calismalar bulunmaktadir (13-15).

Ailenin bir diger iiyesi olan AMY, pankreas Langerhans adaciklarinda
bulunan p-hiicrelerinde amiloid plaklarindan izole edilmistir (16) ve ardindan
ozellikle CGRP ile yapisal benzerlikler tasidigi belirlenerek CGRP ailesine dahil
edilmistir. AMY daha ¢ok gastrointestinal sistem ve enerji metabolizmasindaki
etkileri ile bilinmektedir. Ozellikle besin alim1 ve viicut agirligmin diizenlenmesinde
etkin rol oynamaktadir (17, 18).Insiilin sekresyonunun inhibe ettigi ve insiilin
direncine katkida bulundugu bilinmektedir. Ozellikle obezite tedavisinde ve yeme

bozukluklarinda tedavi hedefi olabilecegi diigiiniilmektedir (19). Son yillarda



AMY nin anti-psikotik etkinligine dair c¢alismalar bulunmaktadir (20). Alzheimer
hastaliginda da AMY’nin olasi etkinligine dair arastirmalar ylriitiilmektedir.
Transgenik Alzheimer’li farelerde yapilan ¢alismada AMY uygulamasinin 6grenme
ve hafizayi arttirdigi gosterilmistir (19, 21)

[k kez insan feokromasitoma hiicrelerinden izole edilen AM, viicutta oldukca
fazla dokuda eksprese edilmektedir (22). Adrenal medulla, bobrek, akcigerler,
ventrikiil ve ozellikle endotel hiicrelerinde yiiksek miktarlarda bulunmaktadir (23,
24). Ekspresyon diizeyindeki fazlaliga bagli olarak viicutta da c¢ok ¢esitli dnemli
etkileri oldugu bilinmektedir. Antiproliferatif etkili oldugu, hiicre migrasyonunu ve
hipertrofiyi azalttigiendokrin sistemde; adrenokortikotropik hormonve adrenal
korteks hormonlarinin salgilanmasini inhibe ettigi,insiilin sekresyonu iizerinde de
inhibitor roli oldugu gosterilmistir (25-29). Siganlarda intrarenal AM inflizyonu
bobreklerde renal kan akimini ve glomertiiler filtrasyon hizini arttirmis, intravendz
(i.v.) uygulanmasi gastrik bosalmay1 inhibe etmistir (30, 31). Immiin sistem ve kemik
metabolizmasi lizerinde etkilerinin olduguna dair calismalar da mevcuttur (32).
Biitiin bu etkilerinin yaninda AM’nin o6zellikle kardiyovaskiilersistem {izerindeki
etkileri dikkat ¢cekmektedir. Birgok damar yataginda vazodilatasyona neden olurken,
ayrica pozitif inotropik etkisiylekalbe direkt olarak etki ettigi de bilinmektedir(33,
34).

CGRP ailesine bagli peptitler birbirine yapica ¢ok benzeyen kalsitonin
reseptorleri (CTR) veya kalsitonin reseptorii benzeri reseptorlerle (CLR) etkilesirler.
CTR’ler ilk kez 1991 yilinda domuzlarda gosterilmistir (35). Hemen ardindan bu
reseptorlerin insanlarda bulundugu gosterilmis ve 2 ayr1 varyantt hCTaR ve hCTuR
olarak adlandirilmistir. Bu reseptorler genellikle hiicre yiizeyinde bulunurlar. Her iki
varyant da viicutta cok cesitli yerlerde bulunurlar, ancak hCTaR yaygin dagilim
gosterirken hCToR’ye Ozellikle plasenta, ovaryum, akciger ve kemik iliginde
rastlanmistir (36). CLR’lerise 1993 yilinda 6nce siganlarda gosterilmis; ardindan 2
yil sonra insan CLR’ler izole edilmistir (37, 38). CLR’ler o6zellikle santral sinir
sisteminde, bobrek ve dalakta; ayrica damarlardaki endotel hiicreleri, damar diiz kas
hiicreleri ve kalpte bulunmaktadir. CTR ve CLR’ler G protein bagimli reseptorlerdir
ve 7 transmembran bolge igerirler (39, 40). Reseptorler aktivite gosterebilmek igin,

ligandin 6zelligine bagl olarak tek transmembran bolge iceren ilgili reseptor-aktive



eden modifiye protein (RAMP) ile etkilesmelidir. Bu proteinler reseptorlerin plazma
membranindan gegislerini ve hiicre i¢ine translokasyonlarini kolaylastirmaktadirlar
(41, 42). RAMP’lar 148 ila 189 aminoasitten olusmaktadirlar; %30’dan daha az bir
homoloji gostermekle birlikte birbirlerine yapisal olarak benzerler ve RAMP-1,
RAMP-2 ve RAMP-3 olarak adlandirilmiglardir. Yapilarinda biiyiik ekstraseliiler N-
terminali, plazma membraninda bulunan bir bolge ve intraseliiler kisa bir C-terminali
tagirlar (13). AMY, CTR’ler RAMP’larla aktive olduklarinda yiiksek afinite
gostermektedir (42, 43). CTR’ye baglanan RAMP’lar reseptoriin kalsitonin yerine
AMY’ye afinite gostermesini saglamaktadir. CTR’ler RAMPI1 ile baglandiginda
AMY 1, RAMP2 ile baglandiginda AMY2 ve RAMP3 ile baglandiginda AMY3 adini
alirlar. CGRP ve AM ise CLR’lere baglanarak etki gostermektedirler. CLR’lerin
CGRP reseptorii olarak fonksiyon gosterebilmesi i¢in RAMP1’e; AM reseptorii
olmak iginse RAMP2 ve -3’e (sirasiyla AM1 ve AM2) baglanmalar1 gerekmektedir
(Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. CGRP ailesinin etkilestigi reseptorler ve reseptdr komponentleri

Reseptor Reseptor Komponenti Agonist
CGRP CLR/RAMP1 CGRP, IMD/AM2
AM1 CLR/RAMP2 AM, IMD/AM2
AM2 CLR/RAMP3 AM, CGRP, IMD/AM2
Kalsitonin CTR CT, CRSP
AMY1 CTR/RAMP1 AMY, CGRP
AMY3 CTR/RAMP3 AMY

RAMP1 uterus, mesane, beyin, pankreas ve gastrointestinal sistemde yaygin
bir sekilde bulunur (44-46). Damarlarda, perivaskiiler sinirlerde, arter ve
arteriyollerin endotel hiicrelerinde ve diiz kaslarinda,ayrica kardiyomiyositlerde ve
kalpte kardiyomiyosit disindaki dokularda bulundugu gosterilmistir (47, 48) RAMP2
akciger, dalak, immiin sistem ve bdbrekte; kardiyovaskiiler sistemde ise damar
endotel ve diiz kas hiicrelerinde bulunmaktadir (49). RAMP3’{in dagilimi RAMP2 ile
benzerlik gostermektedir. Yiiksek oranda bobrekte, daha az olmak iizere akciger,

dalak ve timusda bulunmaktadir (44, 45).



CLR’ler, optimum aktivite gosterebilmek icin RAMP’lara ek olarak bir diger
adaptor proteine daha ihtiya¢ duymaktadir. Reseptér komponent protein (RCP) adi
verilen bu protein stimiilator G proteini (GS) ile daha etkili bir baglanma saglamakta
ve boylece aktiviteyi arttirmaktadir (41, 50) (Sekil 2.1.).

- CLR
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(CGRP) | M

Pl ..

|

R

A
RAMP2 |\
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Sekil 2.1. Kalsitonin benzeri reseptorlerin ve adaptor proteinler RAMP ile RCP’nin
etkilesimleri. Sekil Brain, S.D. ve ark.’dan alinmistir (6).

2.2. CGRP Ailesinin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri ve Etki

Mekanizmalari

CGREP ailesi peptitleri kardiyovaskiiler sistemde vazodilator etkileriyle 6ne
¢ikmaktadirlar. Ozellikle CGRP ve AM makro ve mikrovaskiiler damarlarda giiglii
gevsetici etkileriyle bilinen peptitlerdir.

AMY kardiyovaskiiler sistemde CGRP reseptorleri {izerinden etki
gostermektedir (51). Ancak AMY’nin etki gostermesi igin yiliksek plazma
konsantrasyonuna ulagsmasi gerekmektedir. Sicanlarda i.v. AMY uygulamas: ile
potent vazodilatasyon ve arteriel kan basincinda azalma goriilmiistiir (52). Ancak
insanda AMY uygulamasiyla yapilan ¢alismalarda 6nemli bir etkiye rastlanmamistir
(53). Sigan kardiyomiyositlerinde ve izole kalpte yapilan ¢alismalarda AMY ’nin
direkt inotropik etkilerinin CGRP reseptorleri aracili oldugu gosterilmistir. Ancak
kalpteki etkilerin de yiiksek dozlarda ortaya ¢ikmasi nedeniyle AMY uygulamasinin
klinige uygulanamayacagina dikkat ¢ekilmistir (54, 55).



CGRP bilinen en giiglii vazodilatorlerdendir. Ayrica diger vazodilatorlerle
karsilastirildiginda etkisinin daha uzun stireli oldugu da gosterilmistir (56, 57).
Koroner, serebral, pulmoner ve renal arterlerdeki gevsetici etkisi hem in vitro hem de
in vivo olarak gosterilmistir (6). Hem normal hem de hipertansif hayvanlarda
vaskiiler diren¢ ve organlarin kanlanmasi tizerinde diizenleyici etkileri bulunmaktadir
(58, 59). Sistemik uygulandiginda, hipertansiyonda kan basincini diisiiriicii, pozitif
inotropik ve kronotropik etkileri dikkat ¢ekmektedir (60, 61). Siganlarda iskemik
hasar sonrast CGRP saliverildigi ve ayrica CGRP infiizyonunun si¢anlarda kalpte
iskemi-reperfiizyona bagl aritmileri azalttigi gosterilmistir (62). Ayrica yapilan
bircok c¢alismada CGRP’nin iskemik hasara karsi koruyucu etkinligi oldugu
belirtilmistir (63-65). CGRP’nin bu etkilerinin genel olarak vazodilator etkisinin bir
sonucu oldugu disiiniilmektedir (60, 61). Pulmoner vaskiiler sistemde gevseme
saglayan CGRP’nin PH’de plazma diizeyinin azaldigi ve CGRP infiizyonunun
PH’nin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (13, 66-68).

CGRP kardiyovaskiiler sistem Ttzerindeki etkilerini CGRP reseptorleri
tizerinden gerceklestirmektedir. Selektif CGRP antagonisti CGRPs-37 varliginda
CGRP’nin kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri inhibe olmaktadir (69-72).
CGRP aracili vazodilatasyonda endotel bagimli ve endotelden bagimsiz birgok
mekanizmanin rol oynadigi diistiniilmektedir (6, 73, 74). Kedi serebral arteri, sican
mezenter arteri ve domuz koroner arterleri gibi birgok dokuda CGRP uygulamasi
sonras1 dokuda siklik adenozin monofosfat (SAMP) artis1 6lglilmiis ve endoteli tahrip
edilmis damarlarda gevseme yaniti gozlenmistir. Bu durum CGRP’nin diiz kas
hiicrelerinde direkt olarak adenilat siklaz enzimini aktive ederek SAMP diizeyini
arttirdigimi diistindiirmektedir (34, 75, 76). CGRP’nin endotel tabakasinda sAMP
tiretimini arttirdig1 ancak yiiksek dozlarda bile siklik guanizin monofosfati (SGMP)
direkt uyaramadigi gosterilmistir (74, 77). SAMP artig1 sonrasi protein kinaz A
(PKA) aktivasyonunun adenozin trifosfat (ATP) ile aktive olan K* (Katp) kanallarin
uyararak gevseme meydana getirebilecegi Kartp kanal inhibitdrii glibenklamid ile
CGRP yanitinin inhibe oldugu arteriyel diiz kaslarda (78) domuz koroner arterinde
(79) ve kobay iireterinde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (34, 75, 80, 81).

CGRP’nin endotel kaynakli gevseme yaniti olusturduguna dair ¢caligsmalar da

bulunmaktadir. Sigan aortasinda CGRP uygulamasinin, endotel tabakasinda bulunan



CGRP reseptorlerinin aktivasyonunun sAMP’yi ve bdylece NO iiretimini arttirdigi,
diiz kasa diflize olan NO’nun sGMP artisina yol acarak gevseme sagladigi
gosterilmistir (82). Sigan mezenter arterinde, CGRP’nin ayrica vaskiiler sistemlerde
giiclii bir vazokonstriiktor peptit olan endotelin-lile iliskisi oldugu gosterilmistir.
Perivaskiiler duyusal motor sinirlerde CGRP reseptorleri ile endotelin-1
reseptorlerinin  koeksprese olduklart ve CGRP’nin endotelin-1’in neden oldugu
kasilmalara daha duyarli oldugu ve bu etkinin NO’dan, siklik niikleotitlerden ve K*
kanallarindan bagimsiz oldugu gosterilmistir (83).

AM viicutta genis bir biyolojik etkinlige sahip olmakla birlikte
kardiyovaskiiler sistem Ttzerindeki etkileriyle One ¢ikmaktadir. Gerek deney
hayvanlarinda gerekse insanlarda yapilan c¢alismalarda AM inflizyonu sonrasi
belirgin, giliglii hipotansiyon gozlenmistir ve bu etkinin NO aracili oldugu
gosterilmistir (31, 84, 85). Sicanlarda AM’nin akut ve kronik uygulanmasi
sonrasinda kan basinciyla birlikte total periferik damar direncinde belirgin bir azalma
ve es zamanli olarak kalp atim hizi, kalp debisi ve atim hacminde artis meydana
gelmistir. Benzer etkiler hipertansif siganlarda da gozlenmistir (86, 87). AM’nin
mezenter, renal, pulmoner, sercbral arterler ve aorta basta olmak iizere birgok
damarda gevsetici etkisi bulunmakta, ancak bu etkinin mekanizmasi tiirlere ve damar
yatagina gore farklilik gostermektedir (32, 88, 89). AM, CGRP velveya AM
reseptorleri lizerinden etki gostermektedir. Sigan mezenter arterinde, kopek renal
arterlerinde, kedi sistemik vaskiiler basincinda AM’nin gevsetici etkisi CGRP
reseptér antagonisti varliginda inhibe olurken, kedi ve sican arka bacak arter
yataginda, kopek serebral arterlerinde yapilan bazi ¢alismalarda CGRP
reseptorlerinin  inhibisyonu gevseme yanitin1 degistirmemistir. AM  reseptor
antagonisti AMzz2-52 varliginda insan koroner arterlerinde AM gevseme yaniti inhibe
olurken, si¢an serebral arteriyollerinde yanmit degismemektedir (89-91). Benzer
sekilde AM’nin gevsetici etkisinde endotel tabakasinin ve NO’nun rolii de
farkliliklar gostermektedir. Sican renal, pulmoner, arka bacak arterleri, mezenter
arteri gibi farkli damar yataklarinda yapilan birgok ¢alismada gevsemenin endotel
aracili oldugu ve nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorleri ile yanitin azaldigi
gosterilmistir (84, 92, 93). Ancak bu ¢aligsmalarin aksine izole sigan akcigerinde, kedi

arka bacak arterlerinde, kedi penil arterinde yapilan c¢alismalarda NOS inhibitorii



varliginda yanitta herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir (94-97). Insan ve
kopek koroner arterlerinde ve sican serebral arterlerinde yapilan ¢aligmalarda yiiksek
K*varliginda AM yanit1 inhibe olmustur (89, 98, 99). Literatiirde celiskili sonuglar
yer almakla birlikte genel olarak AM’nin vaskiiler sistemlerde sSAMP, NO veya K*
kanallar1 aracilifiyla gevseme sagladigi yapilan birgok calisma ile goOsterilmistir

(100).
2.3. IMD/AM;

Intermedin/Adrenomedullinz  (IMD/AM2)CGRP ailesinin izole edilmis,
bilinen son tyesidir (101, 102). Roh ve ark. 2004 yilinda, 146-150 aminoasitlik bir
prepro peptidi kodlayan geni tanimlamislardir (101). 2004 yilinda iki ayr1 grup
tarafindan kesfedilen IMD/AM2, CGRPailesinden &zellikle AM ile yapisal olarak
benzerlik gostermektedir (103). CGRP ailesi peptitleri gibi, N terminalinde disiilfit
bagi ile gevrelenmis alt1 amino asitlik intramolekiiler halkave C terminalinde amid
yapisi tasimaktadir. Her ne kadar genel aminoasit ardisimi ailenin bilinen diger
peptitleri ile oldukg¢a az benzerlik gosterse de peptidin C-terminali AM ile yaklasik
%28 ve CGRP ile %20 oranlarinda benzerlik tasimaktadir ve bu ailenin karakteristik
yapisal ozelliklerine sahiptir. Bu durum g6z oniine alinarak yeni kesfedilen bu peptit
CGREP ailesine dahil edilmis ve 6n hipofiz pars intermediasinda (intermediated lobe)
ekspresyon diizeyinin olduk¢a fazla olmasi nedeniyle intermedin olarak
adlandirtlmigtir (101). Ayni1 y1l igerisinde Takei ve ark. balon baligindan ayn1 peptidi
izole etmisler ve AM2 olarak adlandirmislardir (104). Insanlarda IMD/AM:2 geni
kromozom 22’nin distal kolunda yer almaktadir. IMD/AM2, 148 aminoasitlik
prekiirsor; pre-pro hormonun 93 ve 94. pozisyondaki arjinin rezidiileri arasindan
ayrilarak 53 aminoasitlik bir peptit haline gelmesiyle olusur. Bu peptit daha sonra
ayrica 101. aminoasitten ayrilarak 47 aminoasitlik uzun IMD/AM2 (1-47) (pre-pro
IMD101-147) ve 40 aminoasitlik kisa IMD/AM:2 (8-47) (pre-pro IMDzios-147,)
versiyonlarina doniisebilir (101) (Sekil 2.2).
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Sekil. 2.2. Insan IMD/AM2’sinin 148 aminoasitlik prepropetid IMD/AM2’den
boliinme bolgeleri. Sekil Ni, XQ ve ark.’dan alinmigtir (105).

IMD/AM2’nin  farkli versiyonlar1 farkli etki giicti gdsterebilmektedir.
IMD/AM2(1-47)’nin IMD/AM2(8-47) ile karsilastirildiginda kalp atim hizin1 daha
giiclii bir sekilde arttirdigi, IMD/AM2(1-53)’iin kan basmci disiiriicii etkisinin
IMD/AM2(1-47)’den daha fazla oldugu, fakat IMD/AM2(1-47)’nin IMD/AM2(1-
53)’e gore daha uzun siireli hipotansiyon sagladigi gosterilmistir (7). Ancak bu farkli
versiyonlarin  birbirlerine  6nemli farmakolojik dstiinlikkler saglamadigi ve
aragtirmalarda her ii¢ formun da kullanilabilecegi belirtilmistir (103).

IMD/AM2’nin viicuttaki dagilimi da AM ile benzerlik gostermektedir (106).
Plazmadaki IMD/AM2’nin ana kaynagi bilinmemektedir ancak oncelikli olarak
hipofizde salgilandig1 disiiniilmektedir (101). Siganlarda ve insanlarda yapilan
calismalarda en ¢ok bobrek, gastrointestinal sistem, beyin, deri ve submaksillar
bezde yiiksek diizeylerde bulunmustur. Ayrica; pankreas, akciger, dalak, timiis ve
ovaryumlarda da onemli miktarda bulunmaktadir (101, 104, 106-109). Kalpte ise
normal kosullarda IMD/AMzdiizeyi diisiik diizeyde seyrederken, stres sartlarinda
IMD/AM2diizeyinin 6nemli miktarda arttigi gosterilmistir (110). Kalpte hastalik
kosullarinda artig gostermesi kalp hastaliklarinin  patogenezinde o6nemli rolii
oldugunu diisiindiirmektedir.

IMD/AM2’nin etkilestigi; IMD/AM: spesifik bir reseptore rastlanmamasi
tizerine, IMD/AM2’nin AM ve CGRP ile yapisal benzerlikleri dikkate alinarak
IMD/AM2’nin biyolojik etkinligini RAMP/CLR’ler iizerinden gergeklestirebilecegi
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diisliniilmistir. Bunun {izerine yapilan arastirmalarda, IMD/AM?2’nin basta
RAMP3/CLR (AM2) olmak iizere, RAMP2/CLR (AM1) ve RAMP1/CLR (CGRP)
ile etkileserek aktivite sagladigi gosterilmistir (101, 111).

IMD/AM, biyolojik aktivite olarak da AM ile benzerlik gostermektedir.
Ancak gerek periferde gerekse beyinde yapilan birgok g¢alismada AM’den daha
potent oldugu belirtilmistir. Her ne kadar benzer etkileri olsa da bu iki peptidin farkl
fizyolojik sartlarda farkli sonuglar meydana getirdigi durumlar da bulunmaktadir.
IMD/AM2’nin biliyiime faktorii {izerinde inhibitor etkileri bulunurken AM’nin
herhangi bir etkisi gosterilmemistir. Benzer sekilde kronik renal hasar sonrasinda
IMD/AM: ekspresyon diizeyi azalirken, AM diizeyi artis géstermis ve bu durum iki
peptidin farkli patofizyolojik rolleri oldugunu diisiindiirmistiir (112).

IMD/AM: kardiyovaskiiler sistem tizerinde etkili bir peptit olarak
bilinmektedir. Ancak ayrica kan prolaktin ve oksitosin diizeylerini arttirdigi,anti-
diiirezi ve anti-natriiirezi indiikledigi, su ve besin alimimi azalttigi ve gastrik
bosalmay1 inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu calismalara bagl
olarak IMD/AM2’nin biiylime ve metabolizma homeostazinin kontroliinde de etkili
oldugu diisiiniilmektedir (101, 102, 106, 113).

2.4. IMD/AM2’nin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri ve

Mekanizmalari

CGRP ailesinin diger ftyelerinin viicut homeostazindaki onemli etkileri
bilinmektedir. IMD/AM2’nin yapica daha ¢ok benzedigi CGRP ve AM ozellikle
kardiyovaskiiler sistemin regiilasyonunda ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindaki
etkileriyle dikkat ¢ekmektedir (114). Bu durum dikkate alindiginda IMD/AM2’nin
de ozellikle vaskiiler sistemde etkili olmas1 beklenen bir durumdur. Yapilan birgok
calisma bu durumu kanitlar niteliktedir. IMD/AM2 uygulanmasi ile kan basimncinin
diistiigii, vaskiiler basimncin azaldigi, kalp atim hizinin arttigina dair ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (39, 101, 102, 115). IMD/AM: kalpte iskemi/reperfiizyon
hasar1 sonrasit koroner perfiizyonu, sol ventrikiiliin kasilma giiclinii arttirmis,
miyokardiyal infarkt biiyiikliigiinii, hipertrofiyi ve kardiyak fibrozisi azaltmigtir (116-
118). IMD/AMz’nin i.v. inflizyonu hem normotansif hem hipertansif sicanlarda total

periferik damar direncini azaltarak kardiyak debiyi arttirmistir (119). IMD/AM2’nin
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birgok damar yataginda vazodilatdr etkili oldugu gosterilmistir. Ozellikle pulmoner,
renal ve abdominal arterlerde potent bir sekilde gevseme sagladigi gosterilmistir
(120-122).

IMD/AM2’nin  hem  fizyolojik hem de patofizyolojik kosullarda
kardiyovaskiiler sistem homeostazindaki énemli etkilerinin, CLR/RAMP araciligi ile
gerceklestigi hem CGRP reseptor antagonisti CGRPs-37; hem de AM reseptor
antagonisti AMzz2-s2 varliginda yapilan caligmalarla gosterilmistir (101, 107, 120).
Her ne kadar IMD/AM2’nin kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkilerinde siklikla
CGRP reseptorlerinin etkisine rastlansa da CGRP ve AM reseptorlerinin
yogunlugunun vaskiiler yataklar arasinda farkliliklar gostermesine bagli olarak
damar yatagima gore IMD/AM2’nin etkilestigi reseptor de  farklilik
gosterebilmektedir (6, 70). Sigan koroner, karotid ve supramezenterik arterlerinde,
pulmoner arterinde ve sigan sistemik basincinda meydana gelen hipotansiyonda
IMD/AM2 gevseme yaniti CGRP reseptorii aracili bulunurken domuz koroner
arterlerinde, IMD/AMz’nin pulmoner endotel hiicrelerindeki stabilizan etkisinde,
sigan renal arterinde AM1 ve AM2 reseptorlerinin de etkisi bulunmaktadir (101, 107,
120, 122-124).

IMD/AM2’nin kardiyovaskiiler etkilerinin endotel aracili ve NO bagimli
oldugu yapilan birgok arastirmada gosterilmistir. Pulmoner vaskiiler sistemde,
aortada gevseme yaniti NOS inhibitorii N®-Nitro-L-arginin metil ester hidrokloriir
(L-NAME) varliginda ve endotel tabakasinin tahrip edilmesi ile inhibe olmustur
(120, 125). Serebral endotel hiicrelerinde ve pulmoner diiz kas hiicrelerinde.
IMD/AM2 uygulamasiyla NO iiretimi doz bagimli olarak artis gostermistir (126,
127).

IMD/AM2’nin  kalp kasi fizerindeki pozitif inotrop etkisinde, hiicre
proliferasyonu, hiicre apoptozu ve hiicre migrasyonu gibi kardiyovaskiiler sistem

tizerindeki etkilerinde intraseliller SAMP’yi artirdig da gosterilmistir (128-130).
2.5. Pulmoner Hipertansiyon

PH, pulmoner vaskiiler direngteki artigla birlikte pulmoner arteriyel basincin
yiikselmesi ve buna bagli olarak pulmoner sisteme kan akiminin azalmasiyla

karakterize, hizli ilerleyen bir hastaliktir (131). Pulmoner arteriyel basincinin
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istirahat halinde 25 mmHg, egzersiz sirasinda ise 30 mmHQg’y1 gegtigi durumlarda
PH tanis1 konulur (132). PH’nin olduk¢a karmasik, bircok faktérden etkilenen bir
patofizyoloji ile gelistigi bilinmektedir. PH idiyopatik olabilecegi gibi genetik
mutasyonlar, cevresel faktorler, ilag kullanimi gibi ekzojen maruziyetler, pulmoner
damar yataginda uzun siireli vazokonstriksiyon, hiicresel proliferasyon, tromboz;
vazodilatasyonu ve vazokonstriiksiyontii regiile eden vaskiiler efektorlerin dengesinde
bozulmalar, uzun siireli kronik akciger ve kalp hastaliklart sonucunda da PH
gelisebilir (133). Endotelyal disfonksiyon PH gelisiminden sorumlu olan 6nemli
patogenezlerden biridir. Endotel hasar1 sonrasinda damar tonusunu dengeleyen
endotel aracili bir takim mediyatorlerin diizeyleri degismektedir. PH sirasinda NO,
prostasiklin gibi vazodilator molekiiller azalirken, endotelin gibi vazokonstriktor
ajanlarin ekspresyonlarnin artis gosterdigi yapilan galismalarda gosterilmistir (134).
PH sirasinda siklikla rastlanan bir diger durum vaskiiler remodellingdir. Vaskiiler
remodelling artan pulmoner vaskiiler rezistansin en O6nemli nedeni olarak
goriilmektedir (135). Remodelling meydana gelmis damarlardaki vaskiiler hiicreler
hiperproliferatif ve antiapoptotik bir fenotip gosterirler; asir1 bilylime faktorii
uyarimi, transkripsiyon faktorlerinde anomaliler, mitokandriyal disfonksiyon gibi
etkenler hiicre proliferasyonunu ve hiperplaziyi indiikleyebilirler (136). Iyon
kanallarinin fonksiyonlarinda meydana gelen anomaliler ve bozulmus kalsiyum
homeostazi da pulmoner vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu tetikleyerek
remodellinge yol acabilirler (21).

Heniiz PH i¢in kesinlesmis kesin bir tedavi bulunmamaktadir. Tedavi
semptomatik olarak yiritiiliir. Hemodinamik parametreleri diizeltmek adina,
prostasiklin anologlar1 (iloprost, epoprostenol), endotelin reseptor-1 antagonisti
bosentan, periferik vazodilatorler, kalsiyum kanal blokorleri tedavide tercih
edilmektedir (137). Ancak 6zellikle son yillarda akciger damar yatagindaki regiilator
ve vyapisal degisiklikleri hedefleyen birgok hedefe yonelik ilag ¢alismasi
bulunmaktadir. Her ne kadar mevcut tedavi secenekleri ile hastaligin ilerleme hizi
azaltilarak semptomlar1 hafifletilse de, PH giiniimiizde halen tedavisi olmayan ve
siklikla 6liimle sonuglanan tehlikeli bir hastaliktir (137).
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2.6. CGRP Ailesi ve Pulmoner Hipertansiyon

CGRP ailesi peptitlerinin kardiyovaskiiler sistemdeki onemli etkileri ve
pulmoner damar yataginda sagladiklar1 belirgin vazodilatasyon g6z Oniine alinarak
PH’deki olas1 rolleri birgok c¢alismada degerlendirilmistir. Oncelikle CGRP ve
ardindan AM ile yapilan ¢aligmalarda 6nemli sonuglar elde edilmistir.

Akciger dokusunda CGRP diizeyi oldukga yiiksektir (138). Sicanlarda PH
sirasinda CGRP’nin dolasimdaki miktarlarinin azaldigi ve PH’li sicanlara CGRP
infiizyonu uygulandiginda pulmoner vaskiiler direncin azaldigi gosterilmistir (66,
67). Kronik hipoksi maruziyeti 6ncesinde farelerin akcigerlerine yapilan adenoviriis-
aracili olarak CGRP transferi,SAMP aracili olarak pulmoner vaskiiler direng artisina
kars1 koruma saglamig ve vaskiiler remodellingi azaltmigtir. CGRP ile ayrica giiglii
vazokonstriktorler olan endotelin ve anjiyotensinin saliverilmesi de suprese
edilmektedir (139). Sigan hipoksik akcigerlerinde yapilan ¢aligmalarda CGRP
reseptorii adaptdr proteini olan RAMPI1’in ekspresyonu artmistir(140). Insan
dokusunda yapilan ¢alismalarda CGRP’nin hipoksi ile indiiklenen remodellinge kars1
koruma sagladig1 gosterilmistir (68).

Periferik mikrosirkiilasyondaki gii¢lii ve uzun siireli vazodilator etkinligine
bagl olarak PH’de etkili olabilecegi diisiiniilen bir diger CGRP ailesi peptidi AM’dir
(141). CGRP gibi AM’de siganlarda hipoksi ile indiiklenen PH’de pulmoner arter
basincini azaltmistir (142). Nagaya ve ark.si¢anlarda i.v. AM uygulamasinin sistemik
kan basincini fazla etkilemezken pulmoner vaskiiler direnci diisiirdiigiinii ve arteriyel
oksijen diizeyini arttirdigin1 gostermis ve bu durumun PH tedavisinde avantaj
saglayabilecegini belirtmislerdir (143). PH hastalarinda yapilan ¢aligmalarda;
AM’nin plazma diizeyinin hastaligin siddeti ile baglantili olarak artig gostermekte,
ancak endojen iretimdeki bu artisin aksine i.v. AM uygulamasi, pulmoner arter
basincini ve pulmoner vaskiiler direnci azaltmaktadir (144, 145). Az sayida PH
hastasiyla yapilan bir baska klinik caligmada akut olarak inhale edilen AM’nin
pulmoner sisteme selektif olarak hemodinamik parametreleri iyilestirdigi ve egzersiz
kapasitesini arttirdigi gosterilmistir (146). AM’nin bu etkileri diisiiniildigiinde PH’de
gelecek tedavi hedefi olarak degerlendirilebilmesi i¢in uzun doénem giivenliligi ve
etkililigini degerlendirecek ¢ok merkezli, randomize, kontrollii klinik aragtirmalarin

yapilmasi gerekmektedir (133).
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Ailenin son izole edilen {iyesi olan IMD/AM2’nin pulmoner damar yataginda
etkin bir vazodilator oldugu bilinmektedir (3, 120). Hipoksi ile indiiklenmis PH
gelistirilen sicanlarin sag ventrikiillerinde, akciger dokularinda ve plazmalarinda
IMD/AM2mesajc1 riboniikleik asit ve protein ekspresyonu artis gostermistir (147-
149). Mao ve ark.’nin siganlarda yaptigi ¢alismada, IMD/AM: tedavisi ile PH
semptomlar1 hafiflerken, sag ventrikiil hipertrofisi de dnlenmis ve hipoksik pulmoner
vaskiiler remodelling inhibe olmustur (127). IMD/AM: tedavisi akcigerlerde NO
tiretimini arttirarak L-arjinin’in pulmoner vaskiiler dokuya ge¢isinde de artig
saglamistir. Pulmoner hipertansif sicanlarda yapilan bu c¢alismalarda IMD/AM2’nin
hem pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu azaltip, apoptozu arttirarak,
hem de onemli gevsetici ajan olan NO yolagim aktive ederek PH’de farkl
mekanizmalarla etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda heniiz ¢ok az sayida
¢alisma mevcut olup, IMD/AM2’nin PH’de in vitro ve in vivo olarak pulmoner ve
sistemik damar basincina olan etkileri hakkinda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir
(105).
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3. GEREC ve YONTEM

Deneylerde Sprague Dawley yetiskin, erkek albino si¢anlar (300-350 Q)
kullanild1 (Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu karar no:
2015/02-03). Deneyler Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali ve Ege
Universitesi  Eczacilik  Fakiiltesi Farmakoloji  Anabilim Dali  arastirma

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
3.1. izole Organ Banyosu

Sicanlar, karbondioksit gazi ile uyutulduktan sonra karotid arterleri
kanatilarak 6tenazi edildi. Gogiis kafesleri agilarak, akcigerler kalp ile birlikte izole
edildi ve soguk Krebs-Heinseleit soliisyonu (KHS) i¢ine konuldu. Ana PA goriilecek
sekilde kalp ve akcigerler sabitlendi. PA ¢evresindeki fazla yag ve bag dokusu
temizlenip, PA ana dalindan yaklasik 2,5-3 mm.’lik halka preparati hazirlandiktan
sonra 5 ml’lik 37°C de % 95 Oz - %5 CO:2 ile gazlandirilan KHS igeren organ
banyosuna yerlestirildi. iki tane paslanmaz gelikten kanca PA liimenine yerlestirildi.
Preparata deney baslangicinda 1,5 g bazal gerim uygulandi ve hemen ardindan 10
M fenilefrinle alfa adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi saglandi. KHS ile yikanarak
bazal gerime geri dondiiriilen preparatlar 1 saat dinlendirildi ve bu siiregte her 15
dk’da bir KHS ile yikandi. Gerimde goriilen degisiklikler izometrik olarak kuvvet
transdiiseri ile Olciilerek bilgisayara aktarildi.

Dinlenme siiresinin ardindan kiimiilatif fenilefrin (108-3x10°M) kasilma
yanit1 alinarak konsantrasyon-yanit egrisi elde elindi. Maksimum kasilmanin % 60-
80’ini saglayan konsantrasyon aralig1 belirlendi (107'-3x10° M) ve bu konsantrasyon
deneylerde 6n kasilma saglamak i¢in kullanildi.

IMD/AM2’nin  etki mekanizmasimin arastirildigi izole organ banyosu
deneylerinde fenilefrin 6n kasilmasmin (107-3x10® M) ardindan kiimiilatif
IMD/AMz (10°-3x10"M) yanitlar1 alindi. Bu yanit, PA halkalarinin gesitli antagonist
ve inhibitorler (CGRPs-37 (10° M), AM22.52 (10°M), L-NAME (10* M), ODQ (10°
M), SQ22536 (10* M), H89 (10° M), TEA (10M), 4-aminopiridin (3x10° M),
glibenklamid (10 M), apamin (3x10”" M), TRAM-34 (10® M), iberitoksin (10”7 M),

verapamil (10° M), La*® (10* M) ile 30 dk siiresince inkiibe edilmeleri sonrasinda
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tekrarlandi. PA’daki kasilma ve gevsemeler izometrik olarak kuvvet transdiiseri
yardimiyla Olgiiliip bilgisayara aktarildi (MP36-Biopac data acquisition system).
Endotel tabakasinin tahrip edildigi deney gruplarinda, PA halkalar1 damar
liimenlerinden ince bir tel gecirilerek 1slak filtre kagidi lizerinde yuvarlandi ve
endotel tabakalar1 hasarlandi. Bu hasar fenilefrin (107-3x10® M) ile alinan 6n
kasilmanm ardindan asetilkolin (ACh) (102 -10° M) ile anlaml1 bir gevseme elde
edilmemesi (<%10) ile kontrol edildi. Daha sonra yine fenilefrinle 6n kasilma
alinarak (107-3x10°M) IMD/AM: (10°-3x10'M) ile konsantrasyona bagimli
gevseme yanitlar1 alindi. Hiperpolarize sican ana PA’sinda IMD/AM2’nin etkisi 60
mM yiiksek K*’lu KHS ile on kasilma olusturularak arastirildi. Yiiksek K*’lu KHS
ile 6n kasilma olusturulduktan sonra IMD/AM: (10°-3x10” M) ile konsantrasyona
bagimli gevseme yanitlari alindi.

Sekonder pulmoner hipertansif (bkz. 3.3. kronik hipoksi ile indiiklenmis
sekonder pulmoner hipertansiyon modeli) ve normoksik hayvanlardan izole edilen
PA halkalarinda; daha potent kasilma saglamak amaciyla kasici ajan olarak
tromboksan Az analogu U46619 kullanildi. U46619 (3x108-3x10"7 M) ile saglanan
on kasilmadan sonra IMD/AM: (10°-3x107" M) ile konsantrasyona bagimli gevseme
yanit1 alindi. Bu yanit L-NAME (10* M) ile 30 dk’lik inkiibasyon sonrasinda
tekrarlandi.

3.2. Hiicre I¢i Kalsiyum Konsantrasyonundaki Degisimlerin izlenmesi

Siganlar yiiksek doz ketamin/ksilazin ile anesteziye edildikten sonra servikal
dislokasyonla 6tenazi edildi. Gogiis kafesleri agilarak, akcigerler izole edildi ve PA
ana dali temizlenerek yaklasik 2.5-3 mm’lik halka preparati hazirlandi. PA halkasi,
liimeni dig yilizeyde olacak sekilde endotel tabakasi korunarak ters cevrildi. Ters
cevrilen damar paslanmaz gelikten iki kancaya takilarak dokuya 0,36 V (~1,5 g) 6n
gerilim uygulandi (Sekil.3.1.).
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Sekil 3.1. Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki degisikliklerin izlendigi deneylerde
ana PA halkasinin sisteme yerlestirilmesi

Doku karanlikta tutularak KHS i¢indeki Fura-2 AM inkiibasyon cozeltisi ile
90 dk siiresince oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 doku sicakligi
37°C olan % 95 O2 - %5 CO:z2 ile gazlandirilan KHS igeren kiivete yerlestirildi. Hiicre
igerisine girmeyen Fura-2 AM’nin uzaklastirilmasi i¢in perflizyon pompasi
yardimiyla doku 60 dk boyunca 1mM probenesid ¢ozeltisi iceren KHS ile yikandi.
90 dk’lik dinlenim siirecinden sonra fenilefrinle kasilma yanit1 alindi ve IMD/AMz2
kiimiilatif olarak uyguland:. Iberiotoksin, verapamil ve La*® varliginda IMD/AM:
yanitt tekrarlandi. Kasilma-gevseme yanitlariyla es zamanli olarak kalsiyum
konsantrasyonundaki degisiklikler izlendi. Spesifik olarak Ca*? iyonuna afinite
gosteren Fura-2 AM, hiicre membranindan gegctikten sonra asetoksi metil (AM) ester
grubu hiicre i¢indeki esterazlar araciligi ile uzaklastirilir. Fura-2 serbest halde iken
ekzitasyon dalga boyu 380 nm iken, Ca*? baglandiktan sonra ekzitasyon dalga boyu
340 nm’ye kayar ve 510 nm’de alinan emisyon siddeti Ca*? konsantrasyonu ile
orantili olarak artis gosterir (Quantamaster-8 2005 PTI, Photon Technology
International, Inc., NJ, U.S.A). Hiicre i¢i Ca*? degerlerindeki degisim orantisal olarak
verilmistir (Fs4o380). Deney sonunda 10 uM iyonomisin verilerek hiicre i¢i ve hiicre
dis1 Ca*? miktarlarinin esitlenmesi saglandi. Ardindan doku 2 mM etilen glikol
tetraasidik asit (EGTA) igeren Ca*? *siz KHS ile yikanarak, ortamdaki Ca*?’nin Fura-
2 AM’den ayrilmasi saglandi. Son olarak 5 mM mangan kloriir uygulanarak arka
plandaki florasans belirlendi. Deney siiresince meydana gelen hiicre i¢i Ca*?

degisiklikleri bu florasansa gore normalize edildi.
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3.3. Kronik Hipoksi ile Indiiklenmis Sekonder PH Modeli

Sicanlarda sekonder PH, kronik hipobarik hipoksi uygulanarak olusturuldu.
Bu amagla iki adet 50x50x50 cm’lik pleksiglas kutu (Onder Kimya, Siteler, Ankara)
kullanildi. Kutulardaki atmosfer basinci vakum pompasi (Zihni Vakum Pompalari,
Pendik, Istanbul) kullamlarak diisiiriildii. Sicanlar oncelikle bir giin boyunca
atmosfer basinci %4 oraninda diisiiriilen pleksiglas kutu icerisinde tutularak aklimatize
edildi. Ardindan 3 hafta siiresince atmosfer basinci 2 oraninda diisiiriilen diger
pleksiglas kutuda tutuldu (150). Bu siire i¢inde kutuda bulunan kafeslere her giin
yem ve su ilavesi yapildi, 2 giinde bir sicanlarin kafesleri temizlendi. 3 haftanin
sonunda kafeslerden alinan sicanlar otenazi edildi ve sekonder PH gelisimini
dogrulayabilmek i¢in akciger damar yataginda bazal perfiizyon basincinda meydana
gelen artis ve hematokrit diizeyi 6l¢iildii. Ayrica sag ventrikiilde meydana gelen
hipertrofi degerlendirildi. Hematokrit degeri sicanlardan 4 ml kan alinarak kirmizi
kan hiicrelerinin olusturdugu hacimin, toplam kan hacmine oranlanmasiyla
hesaplandi. Sag ventrikiil hipertrofisini degerlendirmek i¢in sag ventrikiil serbest
duvart ayrildiktan sonra sol ventrikiil ve septum bir biitiin olarak izole edildi.
Ardindan sag ventrikiil serbest duvarinin agirlig ile sol ventrikiil+septumun agirhig
Olciildi. “Sag ventrikiil (yas agirligi)(g)/sol ventirikiil+septum (yas agirligi) (g)”
oran1 hesaplandi. Sag ventrikiil hipertrofisi, kronik hipoksiye maruz birakilan
hayvanlarin “Sag ventrikiil/sol ventirikiil+septum” oraninin normal hayvanlarin orani
ile karsilastirilmasiyla belirlendi (186). Pulmoner damar yataginda bazal perfiizyon
basincindaki artis izole sigan akciger perflizyonu sistemi kullanilarak 6l¢tildii.

PH gelisimi histopatolojik olarak da degerlendirildi (Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali). Sigan ana PA’lar1 %10’luk formaldehitle
fikse edildi. Damarlardan Spm kalinliginda kesitler alinarak hemotoksilen ve eozin
ile boyandi. Damar medial duvarin kalinlig1 151k mikroskobu (Leica DMR 6000B,
Westlar Germany) ve dijital kamera (Model DFC 490, Leica) kullanilarak on ayri
noktadan Olgiilerek medial duvar kalinligi belirlendi (LAS, Leica Inc. Westlar
Germany).

Sekonder PH gelistirildigi dogrulanan siganlarin akcigerlerinde izole akciger

perflizyonu ve ana PA’larinda izole organ banyosu deneyleri yapilda.
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3.4. Izole Sican Akciger Perfiizyonu

Sekonder pulmoner hipertansif ve normoksik siganlar, intraperitoneal olarak
uygulanan ketamin/ksilazin ile anestezi edildi. Trakeal kaniilasyonun ardindan gogiis
kafesleri agildi. Sag ventrikiile heparin (200 IU) uygulandi. Bir siire beklenildikten
sonra sicanin abdominal aortu kanatilarak 6tenazi edildi. Sag ventrikiile kesi atilarak
ana PA’s1 kantile edildi ve sabitlendi. Atriyum ve ventrikiiller kesilerek uzaklagtirildi
ve perfiizatin serbest bicimde akabilmesi saglandi. Ardindan trakea ve akcigerler
izole edilerek modifiye Langendorff perfiizyon sistemine asildi. Akcigerler, ana
rezervuarda bulunan %95 O2 - %5 CO: ile gazlandirilan 37°C'deki KHS ile 6 ml/dk
hizinda perfiize edildi. 20 dk siiresince basincin stabilize olmasi beklenildi. 20 dk
sonunda bazal perfiizyon basinct U-46619 (3x10%-3x107 M) ile basing yaklagik 10
mmHg olacak sekilde yiikseltildi. IMD/AM2 (2 pg/100 pl) ve ACh (2 pg/ 100 pl)
100 bolus enjeksiyonla intraarteriyel (i.a.) uygulandi. Bu yamitlar L-NAME (10 M)
varhiginda tekrarlandi. Deneyler papaverin (180 pg/100 pl, i.a) yamiti alinarak
sonlandirildi. Perfiizyon basincinda meydana gelen degisiklikler transdiiser data kayit

sistemi (MP36 Biopac data acquisition system) araciligi ile bilgisayara kaydedildi.
3.5. Kullanilan Cézelti ve ilaclar

Deneylerde fizyolojik soliisyon olarak KHS kullanildi (mM): NaCl 118, KCl
4.7, CaClz2 2.5, KH2PO4 1.2, NaHCOs3 25, MgSOa4 1.2, ve glukoz 11.1.

60 mM KCI igeren yiikksek K™lu KHS ¢ozeltisi KCI’nin es molar
konsantrasyonda NaCl ile degistirilmesi ile hazirlandi.

Fura-2 AM inkiibasyon ¢6zeltisi, 0,2 mM neostigmin %0,02 pluronik, ImM
probenesid ve 5 uM Fura-2 AM boyasmin KHS icinde 10 dk siiresince sonike
edilmesiyle hazirland.

Ca'? icermeyen EGTA c¢ozeltisi, KHS’ye CaClz yerine 10 mM EGTA
eklenmesi ile hazirlandi.

Kalsiyum icermeyen KHS hazirlamak i¢in CaClz es molar konsantrasyonda
M@SOs ile yer degistirildi. 100 uM EGTA 5M KOH igerisinde ¢ozeltiye ilave edildi,
¢Ozelti pH’s1 derisik HCl ile 7.4’e getirildi.

Heparin; Nevparin®, Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii A.S.’den (istanbul,

Tiirkiye), ketamin; Alfamine® ve ksilazin; Alfazyne® Egevet Hayvancilik San. ve



20

Ticaret Limited Sirketi'nden (Izmir, Tiirkiye) temin edilmistir. iberiotoksin ve
IMD/AM2  (sigandan elde edilen IMD/AM21-47) Bachem laboratuvarlarindan
(Torrance, CA, Amerika), AMz2s2 ve CGRPs-37 Phoenix laboratuvarlarindan
(Mountainview, CA, Amerika) saglanmistir. Apamin, N®-Nitro-L-arginin metil ester
hidrokloriir (L-NAME), N- [2- (p-Bromocinnamylamino) ethyl ] — 5 -
isoquinolinesulfonamide dihydrochloride (H89), asetilkolin (ACh), glibenklamid,
tetractilamonyum kloriir (TEA), 11-dideoksi-9a,11a-methanoepoksi prostaglandin
Fae (U-46619) 1,3-Dihidro-1-[2-hidroksi-5-(triflurometil)fenil]-5-(triflurometil)-2H-
benzimidazol-2-on  (NS1619), 1-[(2-Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazole
(TRAM-34), ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one), 4-aminopiridin,
La*3, verapamil, papaverin hidrokloriir, probenesid, neostigmin, iyonomisin, mangan
kloriir, EGTA Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, Amerika)’dan, 9-(tetrahidro-2'-
furil) adenin (SQ22536) Calbiochem (Darmstadt, Almanya)’den pluronik ve Fura-2
AM Molecular Probes (Oregon, ABD)’dan temin edilmistir.

Fura-2 AM, pluronik, iyonomisin, glibenklamid ve NS1619 DMSO’da;
U46619 ise metanol’de ¢oziildii. Probenesid 0,5 N NaOH’da c¢oziildiikten sonra
pH’s1 derisik HCI kullanilarak 7,4’e ayarlandi. Bu ¢oziiciiler gevseme ve kasilma
yanitlarini tek baslarina denendiklerinde degistirmediler. Diger tiim maddeler distile
suda ¢oziildii. Kimyasallar istenilen dillisyonlara distile su ile seyreltildi. Biitiin
maddeler (1-75 pl hacminde) banyo ortaminda en son molar konsantrasyon olacak

sekilde ilave edildi.
3.6. istatistiksel Analiz

Izole organ banyosunda ve hiicre igi Ca*? konsantrasyonundaki
degisikliklerin izlendigi deneylerde etki mekanizmasinin degerlendirildigi gruplarda
gevsemeler fenilefrin kasilmasinin %’si olarak verilirken, PH ve normoksi
gruplarinda U46619 kasilmasinin %°’si olarak verildi.

Izole akciger perfiizyonunda perfiizyon basincinda meydana gelen azalma
U46619’1a arttirilan basincin %’si olarak ifade edildi.Sonuglar ortalama+ standart
hata olarak verildi. izole organ banyosu ve hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki
degisikliklerin izlendigi deneylerde, konsantrasyon bagimli yanitlarda iki yonli
varyans analizi (ANOVA) yapildi ve post hoc ola srak da Bonferroni testi yapildi.
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Iki grubun karsilastirildig: testlerde Student’s t testi kullanildi. Analizler Graphpad
Prism5.0 yazilimi kullanilarak yapildi. Tiim parametrelerde p<0,05 ise istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. izole Sican Ana PA’sinda IMD/AM;’nin Etki Mekanizmasi

4.1.1. Sican Ana PA’sinda IMD/AM; Gevseme Yanitinda CGRP ve AM

Reseptorlerinin Rolii

izole sican ana PA halkalarinda fenilefrinle 6n kasilma (3x10° M)
olusturularak IMD/AM: (10 - 3x10”7 M) ile konsantrasyon bagimli gevseme yanit1
elde edildi. CGRP reseptdr antagonisti CGRPg-37 (10° M)ile 30 dakika siiresince
inkiibe edilen PA halkalarinda IMD/AM2 gevseme yanitlar1 anlamli olarak inhibe
olurken (*p<0,05; Sekil 4.1.A), selektif olmayan AMi1 ve AM:2 reseptorleri
antagonisti AMzz52 varliginda, IMD/AM2 gevseme yanitlarinda meydana gelen
inhibisyon istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.1.B). CGRPg.37 (10° M) ve
AM22.52 (10 M) antagonistlerinin birlikte uygulanmasi ile IMD/AM: yanit1 anlamli
olarak azalirken (*p<0,05; Sekil 4.1.C); bu inhibisyon sadece CGRPs-37 (10° M)
varhiginda meydana gelen inhibisyonla karsilastirildiginda istatiksel olarak fark

goriilmedi.
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Sekil 4.1. izole sican ana pulmoner arterinde, CGRPg-37 (10 M) varliginda (A);
AM22.52 varliginda (B) ve hem CGRPs-37 (10° M) hem de AM22.52 (10°° M)
varliginda (C) IMD/AM2’nin konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari.
(*p<0,05, IMD/AM: yanitt inhibitérler varliginda IMD/AM2 yanit1 ile
karsilastirildiginda, n=6).
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4.1.2. Sican Ana PA’sinda IMD/AM; Gevseme Yanitinda NOS Inhibitorii

ve Endotel Tabakasinin Rolii

Izole sigan PA halkalar1 30 dk siiresince L-NAME (10* M) ile inkiibe
edildiginde IMD/AM?2 (10° - 3x107 M) ile konsantrasyon bagimli gevseme yaniti
inhibe oldu.

Endotel tabakasi hasarlanmis sican PA halkalarinda da ayni sekilde
IMD/AM: gevseme yaniti inhibe oldu (*p<0,05; Sekil 4.2.).

0n * *
-204
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-804
-100 T T T
-9 -8 -7
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Sekil 4.2. izole sican ana PA’sinda, L-NAME (10* M) varhiginda IMD/AM:
gevseme yanitlart ve endoteli tahrip edilmis PA’da IMD/AM:2 gevseme
yanitlar1 (*p<0,05; IMD/AMz2 yanit1, L-NAME varliginda IMD/AM: yaniti
ve endoteli tahrip edilmis PA’da IMD/AM2 yanit1 ile karsilagtirildiginda,
n=6).

4.1.3. Sican PA’sinda IMD/AM; Gevseme Yamitinda Siklik Guanozin

Monofosfatin (sGMP) Rolii

izole sigan ana pulmoner arter halkalarinda sGMP aracili gevseme yanitini
degerlendirmek icin spesifik guanilat siklaz enzimi inhibitérii ODQ (10° M)
kullamildi. Fenilefrinle (3x10® M) 6n kasilma olusturulmus olan PA halkalarinda
IMD/AM:z (10 - 3x10" M) ile konsantrasyon bagimli gevseme yaniti elde edildi.
ODQ (10° M) varhiginda IMD/AM:2 (10 - 3x10”" M) gevseme yanit1 inhibe oldu
(*p<0,05; Sekil 4.4.A).
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Sekil 4.3. Izole sigan ana pulmoner arterinde, ODQ (10 M) varliginda IMD/AM:
gevseme yanitlart (*p<0,05; IMD/AM2 yaniti ODQ varliginda IMD/AMz2
gevseme yaniti ile karsilastirildiginda, n=6).

4.1.4. Sican PA’sinda IMD/AM; Gevseme Yamtinda Siklik Adenozin
Monofosfat (SAMP) ve Protein Kinaz A (PKA)Yolagimin Rolii

Izole sican ana pulmoner arter halkalarinda SAMP aracili gevseme yanitini
degerlendirmek icin spesifik adenilat siklaz enzimi inhibitéri SQ22536 (10 M)
kullanildi. Fenilefrinle (3x10® M) &n kasilma olusturulmus olan PA halkalarinda
IMD/AM: (10 - 3x107 M) ile konsantrasyon bagimli gevseme yanit1 elde edildi.
SQ22536 (10* M) varliginda IMD/AM:z (10° - 3x107 M) gevseme yanit1 azaldi
(*p<0,05; Sekil 4.4.A). SAMP yolagmin bir diger elemani olan PKA’nin etkisi ise
enzimin spesifik inhibitérii H89 (10°M) varliginda degerlendirildi. H89 (10° M)
varhiginda IMD/AMz (107 - 3x10”" M) gevseme yanit1 inhibe oldu (Sekil 4.4.B).
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Sekil 4.4. izole sican ana pulmoner arterinde, SQ22536 (10 M) (A) ve H89 (10 M)
(B) varliginda IMD/AM:2 gevseme yanitlar1 (*p<0,05; IMD/AM: gevseme
yanitt SQ22536 varliginda ve H89 varliginda alinan IMD/AM2 gevseme
yaniti ile karsilastirildiginda, n=6).

4.15. Sican Ana PA’sinda IMD/AM:; Gevseme Yamitinda Potasyum

Kanallariin Rolii

Fenilefrinle (3x10° M) 6n kasilma olusturulan PA halkalarinda IMD/AM>
(10° - 3x107 M) ile konsantrasyon bagimli gevseme yaniti elde edildi. Spesifik
olmayan K* kanal inhibitérii tetraetilamonyum (TEA) (102 M) varliginda IMD/AMz
(10° - 3x107 M) gevseme yanit1 inhibe oldu (*p<0,05; Sekil 4.5.A). Sican PA
halkalarinda 60 mM K" ile on kasilma olusturulmasi sonrasinda kiimiilatif olarak

uygulanan IMD/AM2 (107 - 3x107" M) ile gevseme yanit1 inhibe oldu (Sekil 4.5.B).
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Sekil 4.5. 1zole sigan PA halkalarinda, TEA (10 M) varhiginda (A) ve 60 mM K* ile
on kasilma olusturulmasi ile (B) alinan konsantrasyon bagimli IMD/AM2
gevseme yanitlar1 (¥*p<0,05; IMD/AM2 gevseme yaniti TEA varliginda
alinan IMD/AM: gevseme yaniti ile karsilastirildiginda (A), fenilefrin ile
alinan 6n kasilma sonrasi alinan IMD/AM2 gevseme yanitr, 60 mM K™ ile
on kasilma olusturulmasi sonrasit alinan IMD/AM:2 gevseme yaniti ile

karsilastirildiginda (B), her grup i¢in n=6).
Sican Ana PA’sinda IMD/AM2 Gevseme Yamitinda Katp ve Voltaj

Bagimh Potasyum Kanallarinin (Kv) Rolii

izole sigan PA halkalarinda fenilefrinle (10°® M) 6n kasilma olusturularak
IMD/AMz (10 - 3x10" M) ile konsantrasyon bagimli gevseme yaniti alindi. Katp
kanali inhibitérii glibenklamid (10° M) ve Kv kanallarmin spesifik inhibitdrii 4-
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aminopiridin (4-AP) (3x10° M) IMD/AMz’nin (10° - 3x10”7 M) gevseme yanitlarmi
degistirmedi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Izole sican ana PA’sinda, IMD/AM: gevseme yanit1 ile glibenklamid (10
M) ve 4-AP varliginda konsantrasyon bagimli IMD/AM: gevseme yanitlari

(n=6).
Sican Ana PA’sinda IMD/AM2 Gevseme Yanitinda Kalsiyum ile Aktive
Olan Kiigiik (SKca), Orta (IKca) ve Biiyiikk Kondiiktansh (BKca) Potasyum

Kanallarinin Rolii

SKca spesifik inhibitorii apamin (3x107 M) ve IKcaspesifik inhibitorii
TRAM-34 (10® M) varliginda fenilefrinle (10°® M) 6n kasilma olusturulmus sican
PA’sinda elde edilen IMD/AM2 (10° - 3x107 M) gevseme yanitlarinda istatiksel
olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmedi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. izole sigan ana PA’sinda IMD/AM:2 gevseme yaniti ile apamin (3x10~ M)
ve TRAM-34 (10° M) varliginda, kiimiilatif IMD/AM: gevseme yanitlari

(n=6).
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BKca spesifik inhibitorii iberiotoksin (3x107 M) varliginda sigan PA
halkalarinda alinan IMD/AM2 (10° - 3x107 M) gevseme yanitlari konsantrasyon
bagimli olarak inhibe oldu (*p< 0,05; Sekil 4.8.A). iberiotoksin varhginda (3x107’
M) BKca kanali spesifik agonisti NS1619 (107"~ 10° M) gevseme yanitlarini inhibe
etti (*p< 0,05; Sekil 4.8.B).
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Sekil 4.8. izole sican ana PA halkalarinda, iberiotoksin (3x107 M) varhginda
kiimiilatif IMD/AM2 gevseme yanit1 (A). Iberiotoksin (3x107 M)
varliginda spesifik BKca agonisti NS1619 gevseme yanit1 (B) (*p<0,05;
IMD/AM: ve iberiotoksin varliginda IMD/AM2 yanit1 (A) ve NS1619 ve
iberiotoksin varliginda NS1619 gevseme yanit1 (B) karsilastirildiginda.
Her grup icin n=6).

Iberiotoksin (3x107" M) varliginda ACh (10°-3x10° M) gevseme yanitlari
degismedi (Sekil 4.9.A). Benzer olarak NO donérii sodyum nitroprussid (SNP) (107°
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— 3x10" M) varliginda elde edilen konsantrasyon bagimli gevseme yanitlarinda da

bir degisiklik meydana gelmedi (Sekil 4.9.B).
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Sekil 4.9. izole sigan PA halkalarinda, ACh (A) ve SNP (B) yantilari ile iberiotoksin
(3x107 M) varliginda konsantrasyon bagimli ACh (A) ve SNP (B) gevseme yanitlari

(Her grup igin n=6).
4.1.6. Sican Ana PA’sinda IMD/AM; Gevseme Yamtinda Kalsiyumun
Rolii

IMD/AM2 yamtinda Ca*?nin roliinii degerlendirebilmek igin Ca*?’siz
ortamda IMD/AM:2 gevseme yanit1 elde edilmistir. Bu amagla Ca*? igermeyen KHS
ile IMD/AM2 yanit1 elde edilmistir. Ca*? bulunmayan ortamda IMD/AM: (10 -
3x107" M) gevseme yanitlar1 inhibe olmustur (* p<0,05; Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. izole sican PA halkalarinda, Ca*?’siz KHS c¢ozeltisinde IMD/AM>
gevseme yanitlar1 (*p<0,05 IMD/AM: ve Ca*?’siz KHS’de IMD/AM:
yanit1 karsilastirildiginda; n=6).

Hiicre icine kalsiyum girisinde rol oynayan spesifik olmayan katyon
kanallarinin IMD/AM2 yanitindaki etkisini degerlendirmek i¢in dncelikle izole sigan
PA halkalarinda fenilefrinle (3x10® M) 6n kasilma olusturulmus olan damarlarda
spesifik olmayan katyon kanallar1 inhibitorii La*™® (10 M) varliginda IMD/AM: (10°°
- 3x107 M) yamt1 alindi. IMD/AM2 (10° - 3x10”7 M) gevseme yanitinda istatiksel
olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmedi (Sekil 4.11.A).

Hiicre i¢ine kalsiyum girisini saglayan bir baska kalsiyum kanali olan voltaj
bagimli kalsiyum kanallarimin etkisini degerlendirmek amaciyla L-tipi kalsiyum
kanallarmin inhibitérii olan verapamil (10° M) varhginda IMD/AM:2 yaniti
degerlendirildi. Verapamil IMD/AM2 gevseme yanitini anlamli olarak inhibe etti
(*p<0,05; Sekil 4.11.B).
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Sekil 4.11. izole sigan PA halkalarinda La*™® (10* M) (A) ve 10° M verapamil
varliginda (B) IMD/AM: gevseme yanitt (*p<0,05 IMD/AM: yaniti
verapamil varliginda IMD/AM2 yanit1 ile karsilastirildiginda; her grup
icin n=6).

4.1.7. Sican Ana PA’sinda IMD/AM;’nin Hiicre I¢ci Kalsiyum Diizeyine

Olan Etkileri

IMD/AM:2 gevseme yanitinda hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki degisimleri
kontraktil yanit olusumu ile eszamanli olarak izlenmesini miimkiin kilan sisteme
takilmis olan sigan PA halkasinda fenilefrin (10 M) ile 6n kasilma olusturuldu ve
daha sonra kiimiilatif IMD/AM2 (10 - 3x10”7 M) uygulandi. PA’da konsantrasyon
bagimli gevseme yaniti elde edilirken, es zamanli olarak hiicre ic¢i kalsiyum

diizeyinde konsantrasyon bagimli artis goriildii (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Izole sican ana pulmoner arterinde, IMD/AM2 (10° - 3x107 M)
uygulamasiyla birlikte hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki degisim
ve IMD/AM2 (10° - 3x107 M) gevseme yaniti. [Ca*?] diizeyindeki
degisim F340/F380 orani ile belirlenmistir.

BKca kanal inhibitorii iberiotoksin (3x10”7 M) varliginda IMD/AM2 (107 -
3x107 M) gevseme yanitinda inhibisyon goriiliirken hiicre i¢i kalsiyum diizeyi de
anlamli olarak azald1. L-tipi kalsiyum kanali inhibitérii verapamil (10 M) varliginda
da gevseme yanit1 inhibe olurken hiicre i¢i kalsiyum diizeyi azaldi. Spesifik olmayan
katyon kanallar1 inhibitorii La*® varliginda ise IMD/AM:2 gevseme yanit1 ve hiicre igi

kalsiyum diizeyinde meydana gelen artis degismedi (*p<0,05; Sekil 4.13.A ve B).
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Sekil 4.13. izole sigan PA’sinda, IMD/AM: ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyi (A).
IMD/AM:2 ve iberiotoksin, verapamil ve La** varliginda IMD/AM:
gevseme yanitlar1 (B) (*p<0,05 IMD/AM:2 ve iberiotoksin varliginda
IMD/AM: yaniti, IMD/AM:2 ve verapamil varliginda IMD/AMz2 yantti,
n=6). [Ca*?] diizeyindeki degisim F340/F380 oran ile belirlenmistir.

Endotel tabakasi tahrip edilen PA’da IMD/AM2 yanit1 inhibe olurken, hiicre
ici kalsiyum diizeyi degismemistir. Endotel aracili gevseme yanit1 olusturan bir diger
ajan olan ACh (3x10® M), hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde artis meydana getirmistir ve
bu artis IMD/AM2’nin meydana getirdigi artisa gore istatiksel olarak anlamli olarak

daha fazladir (* p<0,05, # p<0,05; Sekil 4.14.).
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ACh IMD/AM(3x107"M)
(3x10°Mm)
— i
0.207 #
[ Kontrol
0.15- .
o l 3 Endotel (-)
3 B iberiotoksin (3x 107M)
% 0.104 B \Verapamil (10°M)
LL * * * +3 -4
0.054 Bl a2 (107*M)
0.00- —

E(-) Iberiotoksin Verapamil La*?

Sekil 4.14. izole sican PA’sinda, IMD/AM: ile ACh’nin ve iberiotoksin, verapamil
ve La* varliginda IMD/AM2’nin hiicre ici kalsiyum diizeyine etkisi
(*p<0,05; IMD/AM: ve iberiotoksin varliginda IMD/AM2 yaniti,
IMD/AM:2 ve iberiotoksin varliginda IMD/AM2, IMD/AM:2 ve endotel
tabakast hasarlanmis PA’da IMD/AM:2 yaniti karsilastirildiginda.
#p<0,05; IMD/AM2 ve ACh yanitlar1 karsilastirildiginda, her grup igin
n=6). [Ca*?] diizeyindeki degisim F340/F380 oran1 ile belirlenmistir.
4.2. Kronik Hipoksi ile Indiiklenen PH’de IMD/AM2’nin Pulmoner

Vaskiiler Yatak Yamtlarina Etkisi
4.2.1. Kronik Hipoksi ile indiiklenen Sekonder PH Gelistirilmesi

3 hafta siiresince hipobarik hipoksiye (atmosfer basinci’nin '2’si) maruz
birakilan sicanlarin hemotokrit degerleri ve bazal perfiizyon basinglarinda anlaml
olarak artig goriildii. Sag ventrikiillerinde hipertrofi gozlendi. Hipoksi maruziyeti
sonrasi si¢anlarin ana PA medial duvar kalinliklarinda artis meydana geldi (*p<0,05;

Sekil 4.15.)
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Sekil 4.15. 3 hafta siiresince kronik hipoksiye maruz birakilan sicanlarin kan
hematokrit diizeyleri (A) ve bazal perfiizyon basinglarinda (B) meydana
gelen degisim. Siganlarin sag ventrikiillerinde gbzlenen hipertrofi (C)
(*p< 0,05; normoksi ve PH gruplart karsilastirildiginda, her bir grup
icin n=6).
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Yapilan histopatolojik degerlendirmede, PH grubunda normoksi grubuna gore
anlamli olarak ana PA’da medial kalinlikta artis goriilmistiir (Sekil 4.16. ve 4.17).
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Sekil 4.16. Normoksik sicanlarin (A ve B) ve pulmoner hipertansif sicanlarin ana
pulmoner arter duvarlari (C ve D). A ve C goriintiileri 100 um; B ve D
goriintiileri 50 um olgiitlerindedir.
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Sekil 4.17. PH grubundaki si¢anlarin ana pulmoner arter medial duvar kalinhginda
meydana gelen artis (*p<0,05 normoksi grubu PH grubu ile
karsilagtirildiginda).
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4.2.2. Kronik Hipoksi ile indiiklenen Sekonder PH Gelisen Sicanlarin
PA’sinda IMD/AM_’nin Etkisi

PH gelistirilen sicanlarin PA’sinda yapilan izole organ banyosu deneylerinde
U46619 (3x107 M) ile én kasilma olusturularak elde edilen IMD/AM: (10°-3x10°”
M) gevseme yanitlar1 kontrol grubuna gore degismedi. IMD/AM2 hem PH gelismis
hem de saglikli hayvanlarin izole PA’sinda gevseme sagladi (Sekil 4.18.A). U46619
(3x107 M) ile 6n kasilma olusturularak elde edilen konsantrasyon bagimli ACh (10-
9-3x10°% M) yanit1 da PH gelisen sican PA’sinda degismedi (Sekil 4.18.B).

A
0-
_20-
g
) -401
-4 -~ Normoksi
%)
c.g -60 -= PH
X
_80-
'100 T L] L] 1
-9 -8 -7 -6
IMD/AM,(logM)
B
0-
_20-
g
Q -401
£
o -6~ Normoksi
Q -60 PH
e\ —-
_80-
'100 T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5

ACh(logM)

Sekil 4.18. Izole organ banyosunda, PH gelistirilen ve normoksik siganlarin
PA’larinda elde edilen IMD/AM:2 (A) ve ACh (B) gevseme yanitlari

(n=6).
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4.2.3. Kronik Hipoksi ile Indiiklenen Sekonder PH Gelisen Sicanlarin
PA’sinda IMD/AM; ve ACh Gevseme Yamtlarinda NOS Inhibitoriiniin ve
Endotel Tabakasinin Rolii

PH gelistirilen sicanlarm PA’sinda L-NAME (10* M) ile 30 dk’lik
inkiibasyon IMD/AM: (10°-3x107 M) ve ACh (10°-3x10° M) kiimiilatif gevseme
yanitlar1 inhibe oldu. Endotel tabakasinin mekanik olarak tahrip edilmesi ise
IMD/AM: (10°-3x10”7 M) ve ACh (109-3x10°® M) gevseme yamitlarini inhibe etti
(*p<0,05; Sekil 4.19. A ve B).

A
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-6~ Kontrol (PH)

-+ L-NAME (PH)
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-100-— T T ]
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IMD/AM,(logM)
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-6~ Kontrol (PH)
& |L-NAME (PH)
-go4 = Endotel (-) (PH)

-604

%Gevseme

'100 T T T 1
ACh(logM)

Sekil 4.19. izole organ banyosunda, PH gelisen siganlarin PA’sinda L-NAME
varliginda ve endotel tabakasinin tahrip edilmesinden sonra alinan
IMD/AM: (A) ve ACh (B) gevseme yanitlar1 (*p<0,05; IMD/AM2 ve
L-NAME varliginda IMD/AM2 ve IMD/AM2 ve endotel tabakasi tahrip
edilmis siganlarda IMD/AMz yanitlari; her grup i¢in n=6).
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4.2.4. Kronik Hipoksi ile Indiiklenen Sekonder PH Gelistirilen Sicanlarin
Izole Akcigerlerinde IMD/AM;’nin ve ACh’nin Perfiizyon Basincina Olan
Etkisi

izole sigan akcigerlerinde bolus olarak i.a. verilen IMD/AM: (2 pg/100 pl) ve
ACh (2 pg/100 pl) U46619 ile arttirilmis olan perfiizyon basincini sirasiyla %28,56
ve %23,44 oranlarinda azaltti. PH gelistirilen sicanlarin izole akcigerlerinde bolus
IMD/AM2 (2 pg/100 pl, ia.) ve ACh (2 pg/100 pl, i.a.) uygulamasi sonrasi
perflizyon basincindaki azalma kontrole goére farkli bulunmadi. Deney sonunda
uygulanan papaverin (1,8 png/100 pl, i.a.) yantlart her iki grupta da perfiizyon
basincini sirastyla %70, 27 ve %78,93 oranlarinda azaltt1 (Sekil 4.20.).

IMD/AM?2 ACh Papaverin
(2ug,i.a) (2png,ia)  (1.8pg.ia)
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Sekil 4.20. Izole sican akciger perfiizyonunda, IMD/AM2 ve ACh’nin pulmoner
hipertansif ve normoksik hayvanlarda akciger perflizyon basincini
azaltic1 etkisi (Her grup icin n=6).

4.2.5. Kronik Hipoksi ile Indiiklenen Sekonder PH Gelisen Sicanlarin

Izole Akcigerlerinde IMD/AM. ve ACh’nin Perfiizyon Basmcim Azaltici

Etkisinde NOS inhibitorii ve Endotel Tabakasimin Rolii

Izole si¢an akciger perfiizyonunda, kontrol grubunda IMD/AMz2 (2 nug/100 pl,
i.a) yamt1 L-NAME (10* M) varliginda inhibe oldu (*p<0,05; Sekil 4.21.A.). PH
grubunda da L-NAME (10* M) varhginda alman IMD/AM2 (2 ug/100 pl, i.a.)
yanitinda azalma meydana geldi. L-NAME ile PH grubunda meydana gelen

inhibisyon ile kontrol grubunda meydana gelen inhibisyon arasinda istatiksel olarak



41

anlaml fark goriilmedi. Pulmoner vaskiiler yatagin endotel yanitin1 degerlendirmek
icin alinan ACh yanitlarinda, ACh hem kontrol hem de PH grubunda perfiizyon
basincini azaltirken, bu azalma her iki grupta da L-NAME varliginda anlamli olarak
azald1 (#p<0,05; Sekil 4.21.B.). Deney sonunda uygulanan papaverin (1,8 pg/100 pl,
i.a.) her iki grupta da perfiizyon basincini azaltt1 (Sekil 4.21.A ve B.).

A
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Sekil 4.21. izole sigan akciger perfiizyonunda, IMD/AM2 (A) ve ACh’nin (B)
pulmoner hipertansif ve normoksik hayvanlarda akciger perfiizyon
basincim1  azaltict  etkisinde endotel tabakasinin rolii  (*p<0,05,
normoksik hayvanlarda IMD/AM:2 yaniti L-NAME varhiginda
IMD/AM2 yanit1 ile karsilastirildiginda, # p<0,05 pulmoner hipertansif
hayvanlarda kontrol IMD/AM:2 vyanit1i ile L-NAME varliginda
IMD/AM: yanit1 karsilastirildiginda; her bir grup i¢in n=6).
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5. TARTISMA
5.1. Sigcan Ana PA’sinda IMD/AM_’nin Gevsetici Etki Mekanizmasi

CGRP ailesi, viicutta yaygin olarak iiretilen ve fizyolojik etkileri ile viicut
homeostazinda dnemli rol oynayan peptitlerdir. Kalsitonin, kemik metabolizmas1 ve
Ca*?regiilasyonunda; AMY besin alim1 ve enerji metabolizmasi {izerinde kilit etkiye
sahip peptit hormonlardir(19, 43). CGRP ve ardindan kesfedilen AM ise
kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileriyle dikkat ¢cekmektedir. CGRP kesfedildigi
stirecte bilinen en giiglii vazodilatér olarak tanimlanmistir(56, 57). Bunun iizerine
cesitli damar yataklarinda ve hipertansiyon, ateroskleroz gibi vaskiiler patolojik
durumlarda CGRP’nin etkileri ayrintili olarak arastirilmistir. Yapilan g¢alismalar
sonucunda CGRP’nin gevsetici etkisinin farkli tiir ve damar yataklarinda farkli
mekanizmalar iizerinden gergeklestigi diisiiniilmektedir. Literatiirde bu konu ile ilgili
celiskilisonuglar bulunmaktadir. CGRP, sigan aortunda ve pulmoner arterindeendotel
bagimli ve NO aracili yanmtlar meydana getirirken; sican mezenter arter
perfiizyonunda, kedi serebral arterinde, insan intrakraniyal arterlerinde NO’dan
bagimsiz SAMP olusumu ile gevseme meydana getirdigi bildirilmistir (75, 78, 81, 82,
151, 152).Sigan mezenter arterinde, domuz koroner arterinde, fare aortunda yapilan
caligmalarda bu gevseme yanitlarinda ayrica Kartp kanallarmin etkisi oldugu
gosterilmistir(78, 80, 153). Ancak mekanizma ile ilgili daha detayli c¢aligmalar
yapilmamistir. Etkinin PKA - sAMP yolag iizerinden oldugu ve NO sentezindeki
artigile gevseme saglandigi genel goris olarak kabul gérmiistiir(6, 13).

AM’nin kesfi ve izolasyonu sonrasinda yapilan caligmalarda AM’nin
kardiyovaskiiler sistemde CGRP kadar potent oldugu gdosterilmis ve bunun {izerine
caligmalar AM {izerine yogunlasmistir(22, 32, 154). AM etkilerini gogunlukla
endotel aracili gerceklestirmis ve NO yolagi ana etki mekanizmasini olugturmustur.
AM’nin gevsetici etkisinde daha giiglii sekilde etkilestizi AM1 ve AM?2
reseptorlerinin yanisira etkide CGRP reseptorleri ile olan etkilesimi de 6nemli rol
oynaktadir (6, 32). AM’nin vazodilator etkilerinin CGRP reseptor inhibitérii CGRPs-
37 varliginda inhibe olmasi Ozellikle vazodilatéor mekanizmalarda CGRP
reseptorlerinin 6nemine dikkat ¢ekmektedir(33, 34, 155, 156). AM’nin damarlarda
gevseme olustururken K* kanallarim1 da etkiledigi, yiiksek K igeren KHS ile

hiperpolarize edilen mezenter arterde yanitin inhibe olmasiyla gosterilmistir(157).
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Literatiirde AM’nin endotel aracili ve NO bagimli gevseme meydana getirdigi ve
basta Katp kanallari olmak iizere K* kanallarmin da gevseme yanitlarinda rol
oynadi@1 goriisii kabul gormektedir(6, 32, 158).

Bu iki 6nemli peptitin gerek in vitro gerekse in vivo g¢alismalarda damar
yataklarinda etkili bulunmalarina ragmen, gevsetici mekanizmalar1 tam olarak
aydinlatilmamustir.

CGRP ailesininson izole edilen iiyesi olan IMD/AM2, AM’ye yapisal ve
fonksiyonel olarak benzerligiyle dikkat cekmistir. Ancak yapilan calismalar
sonrasinda AM’nin etkili oldugu dokulardan farkli dokularda ve AM’den farkli
giicteetki gosterebildikleri belirlenmistir (103, 112). Kardiyovaskiiler sistemde
IMD/AM2’nin AM’den daha etkili oldugu birgok ¢aligmada bildirilmistir (107, 110,
159).IMD/AM2’ningevseme yanitininuzun siireli oldugu mezenterik ve renal
arterlerde yapilan ¢alismalardagosterilmistir (121, 160). Giintimiizde IMD/AM2’nin
makro ve mikrovaskiiler sistemlerde potent vazodilator etkili 6nemli bir peptit
oldugu kabul edilmistir (103, 161).

Pulmoner vaskiiler sistemde yapilan ¢alismalarda hem ana PA’da gevseme
hem de akcigerde rezistans arterlerinde vazodilatasyon olusturdugu gosterilmistir
(120). Pulmoner sistemde olusturdugu bu etki IMD/AM2’yi pulmoner vaskiiler
hastaliklarda bir tedavi hedefi haline getirmektedir. Ancak IMD/AM2’nin 6ncelikle
etki mekanizmast ve yolaklarimin  degerlendirilmesi, pulmoner  sistem
patolojilerindeki olasi etkilerini degerlendirebilmek adina 6nem tagimaktadir. Bu
konuda yapilan ¢alismalara bakildiginda IMD/AMz2 aracili vazodilatasyonda NO’nun
ve endotel tabakasinin etkisi oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada bildirilmektedir (120,
127, 162). Ancak CGRP ailesine baglh diger peptitlerde de oldugu gibi farklilik
tasiyan sonuglar da mevcuttur. Bazi ¢alismalar IMD/AM2’nin endotel bagimli-NO
aracili yanit meydana getirdigini Savunurken, endotel tabakasindan bagimsizve
sAMP aracili gevseme yaniti Olusturdugunu bildiren c¢aligmalar da literatiirde
mevcuttur (111, 128, 149, 163).

IMD/AM2’nin reseptor aracili yanit olusturan bir peptit oldugu bilinmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda IMD/AMz2’nin biyolojik aktivitelerini CLR’ler araciligiyla
gerceklestirdigi  gosterilmistir  (103). Bu amagla c¢alismamizda Oncelikle

IMD/AM2’nin gevsetici etki meydana getirirken etkilesebilecegi reseptorler olan
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CGRP ve AM reseptorleri ile iligkisi degerlendirilmistir. Sican ana PA’sinda daha
once yapilan ¢alismalarda IMD/AMz2’nin gevsetici etkisini, AM reseptorii antagonisti
AMz22-52 ve CGRP reseptor antagonisti CGRPs-37 benzer diizeyde inhibe ederken, iki
antagonistin birarada kullanilmasi ise inhibisyon derecesini arttirmamistir (120).
Sican ana PA’sinda yaptigimiz deneylerde, onceki ¢alismadan farkli olarak AM
reseptor antagonisti varhiginda IMD/AM:2 gevseme yanitt degismemistir. CGRP
reseptor antagonisti varliginda ise gevseme yaniti inhibe olmustur. IMD/AM2
tizerinde kardiyovaskiiler sistemde yapilan diger calismalara bakildiginda, koroner
arterlerde, karotid arterde ve sistemik arteriyel basingta ¢alismamiza benzer sekilde
sadece CGRP antagonisti varliginda inhibisyon meydana gelmistir (161). CGRP
ailesi peptitlerinin etkilerine bakildiginda da yapilan bircok c¢alismada vazodilator
etkilerin daha ¢ok CGRP reseptorleri tizerinden gergeklestirdigi gosterilmistir (57,
70, 164-167). Bu durum disinildiginde IMD/AM2 gevseme yanitinin Sadece
CGRP reseptorlerinin inhibisyonu ile azalmasi beklenen bir durumdur.

IMD/AM2’nin endotel aracili ve NO bagimli yanit olusturdugu NOS
inhibitorii L-NAME varliginda ve endoteli tahrip edilmis sigan PA’sinda yaptigimiz
caligmalarla gosterilmistir. L-NAME varliginda IMD/AM2’nin vazodilator etkisi
tamamen ortadan kalkmistir. Aym sekilde endotel tabakasi tahrip olmus sican ana
PA’sinda da IMD/AM: ile gevseme yaniti alimamamistir. NO, guanilat siklazi
uyararak sGMP aracilig1 ile gevseme saglamaktadir. Guanilat siklaz inhibitérii ODQ
varliginda da IMD/AM2 gevseme yanitinin tamamen inhibe olmasi, NO aracili yaniti
bir kez daha dogrulamaktadir.

Endotel tahrip edildiginde yanit tamamen inhibe olurken reseptdr inhibitorii
CGRPs-37 varliginda ise yanit tamamen yok olmamistir. Bu durum IMD/AMz2’nin
reseptor aracili yanit olusturmak disinda direkt bir etkiyle endotel tabakasindan NO
saliverilmesini sagladigini diisindiirmektedir.

Bu baglamda, IMD/AM: uygulanmasiyla, endotel tabakasindan NO
saliverilme mekanizmasini aragtirmak i¢in ¢aligmamizda oncelikle ana mekanizma
yolaklar1 degerlendirilmistir. Literatiirde IMD/AM2 yanitinda SAMP iiretiminin rol
oynadigma dair ¢alismalar vardir (128-130). Yaptigimiz deneylerde adenilat siklaz
inhibitori  SQ22536 varliginda IMD/AMzyaniti inhibe olmustur. Bu durum
IMD/AM2’nin  CGRP  reseptorleri ile etkilestikten sonra sAMP firetimi
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sagladigimidiisiindiirmektedir. SAMP yolaginin kenetli oldugu kinaz PKA’dir. PKA
antagonisti H89 varliginda si¢can ana PA’sinda yapilan deneylerde IMD/AM2 yaniti
inhibe olmustur. Boylelikle SAMP-PKA yolaginin IMD/AM2gevseme yanitinda rol
oynayan mekanizmalardan biri oldugu gosterilmistir. Ancak her iki antagonist
varliginda yine gevseme yanitinin tamamen inhibe olmamast IMD/AM2’nin ayni
zamanda farkli bir¢ok ikincil mesajciyr kullanarak gevseme yanitt meydana
getirebilecegini diisiindiirmektedir.

CGRP ailesinin damarlarda meydana getirdigi gevseme yanitlarinda en gok
aragtirilan ve rolii oldugu gosterilen faktorlerden bir digeri K* kanallaridir (2, 6, 13).
Damarlarda kasilma ve gevsemenin K* ve Ca*? iyonlar1 arasindaki denge ile
saglandig1 dikkate alindiginda bu beklenen bir durumdur. Bu iyonlar arasindaki
dengenin nasil saglandigi, hangi kanallarin gevsetici etkide rol oynadigi ve nasil
aktive olduklar1 ¢alismamizda degerlendirilmistir. Bu amagla K* kanallarinin roliinii
degerlendirmek icgin Oncelikle selektif olmayan K* kanallar1 inhibitori TEA
varhginda IMD/AM2 ile gevseme yamti alinmistir. TEA  varliginda
IMD/AMzgevseme yaniti tamamen inhibe olmustur. 60 mM K* ile hiperpolarize
edilerek on kasilma olusturulan sican ana PA’sinda da IMD/AM: ile gevseme yaniti
tamamen ortadan kalkmistir. Bu durum PA’da IMD/AM2’nin K* kanallar1 ile
gevseme yanitt olusturdugunu dogrulamaktadir. Daha once IMD/AM2’nin
BKcakanal1 spesifik inhibitorii iberiotoksin varliginda sican ana PA’sinda gevseme
yanitin1 inhibe ettigi gosterilmistir (3). TEA varliginda yanitin tamamen inhibe
olmasi bizi diger K* kanallarinin olasi etkisine degerlendirmeye yonlendirmistir. Bu
calismamizda Katp kanal inhibitorii glibenklamid, Kv kanal inhibitorii 4-AP, [Kca
kanali inhibitorii TRAM-34ve SKca kanali inhibitorii apamin varliginda yanitlarda
istatiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu kanallarin
IMD/AMzgevseme yanitinda tek baslarina etkin bir rolii bulunmamaktadir. BKca
kanal inhbitorii iberiotoksin varliginda ise literatiirle uyumlu sekilde gevseme
anlamli olarak azalmigtir. K* kanallar1 ile yapilan g¢aligmalarda TEA varliginda
gevseme yaniti tamamen inhibe olurken, BKca kanali haric K* kanallarinin tek
baslarina inhibisyonlarinin anlamli bir azalma meydana getiremedikleri goriilmiistiir.
Bu durum K kanallarinin tek baslarina gevseme yamitinda Onemli bir etki

olusturmamalarina karsin; IMD/AM:2 ile etkilesim gosterebilmektedir ve bu
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etkilesimlerin ancak tiim kanallarin spesifik olmayan bir sekilde inhibisyonu ile
anlamli bir sonug olusturabildigini akla getirmektedir.

Caligmamizda diger K* kanallariin aksine BKca kanallarinin, IMD/AM2’nin
sican ana PA’sinda meydana getirdigi gevsemede etkin rol oynadig1 goriilmiistiir. Bu
durum {izerine bir bagka endotel aracili ve NO bagimli gevseme yaniti meydana
getiren ajan olan ACh’nin, BKca kanal inhibitorii iberiotoksin varliginda sigan ana
PA’sindaki etkisine bakildiginda gevseme yanitinda bir degisiklik meydana
gelmemistir. BKca kanallart genellikle diiz kasta yerlesim gosterdikleri bilinen
kanallardir (168). BKca inhibitorii varliginda ACh yanitinda degisiklik olmamasi
BKca kanallarinin ACh’nin NO olusturmasinda bir rolii olmadigin1 ve saliverilen
NO’nun diiz kasta gevseme saglarken, diiz kasta bulunan BKca kanallan ile
etkilesmedigini diisiindiirmektedir. Diiz kastaki BKca kanallar1 ile NO’nun
etkilesimi; NO dondrii SNP uygulanarak da degerlendirilmistir. Disaridan verilen
NO’nun olusturdugu gevseme yamiti da BKca kanali inhbitorii varliginda
degismemistir. Yaptigimiz bu deneyler sican ana PA’sinda diiz kasta bulunan BKca
kanallarinin NO aracili gevsemede rolii olmadigini diistindiirmiistiir. ACh ile
IMD/AM2’nin  gevseme yanitt mekanizmalar1 arasindaki farkliik NO’nun
sentezlenmesi asamasindadir. ACh, muskarinik reseptorlere baglanarak PLC:IP3
yolagi {lizerinden NO olusumuna neden olurken; tarafimizca yapilan calismalarda,
literatlirde rastlanan bazi ¢aligmalarda oldugu gibi IMD/AM2’nin CGRP reseptorii
aktivasyonu sonrasinda sAMP-PKA yolagi iizerinden NO olusumunu sagladigi
distiniilmektedir. Bu durumda BKca kanallarinin  IMD/AM2’nin  endotel
tabakasindan NO saliverme mekanizmasini etkileyerek gevseme yanitini inhibe
ettigiakla gelmektedir. Bu noktada daha c¢ok diiz kasta yerlesim gosterdigi bilinen
BKca kanallarinin endotel tabakasinda da eksprese olabilecekleri diistiniilmiistiir.
Literatiirde 2010 yilinda Vang. ve arkadaslar tarafindan yapilan g¢aligmalarda
pulmoner vaskiiler sistemde endotel tabakasinda BKca kanallarmin varligi hem
molekiiler hem de fonksiyonel olarak gosterilmistir (169). Yapilan bu calismalar
bizim fonksiyonel ¢alismamizla da uyumludur.

Yapilan tim bu c¢alismalar, IMD/AMz2’ninreseptorle etkilestikten sonra

sAMP/PKA yolagini aktiflestirdigini, endotel tabakasinda yer alan BKca kanallarin



47

aktive ederek NO olusumu ile damar diiz kasinda gevseme sagladigina isaret
etmektedir.

Calismamizda elde edilen bulgular sonrasinda sigan PA’sinda endotel
tabakasinda bulunan BKca kanallari; IMD/AM2’nin NOolusumunda bir ara basamak
olarak degerlendirilmistir. BKca kanallar1 aktive olduklarinda hiicre disina K* ¢ikisi
meydana gelir ve hiicre hiperpolarize olur. Hiperpolarizasyonun cesitli Ca*?
kanallarmi ve/veya spesifik olmayan katyon kanallarimi uyararak hiicre igine Ca*2
girisini sagladig1 daha 6nce gosterilmistir (170). Hiicre iginde artan Ca*? diizeyi ise
endotelyal NOS’u (eNOS) indiikleyerek NO {iretimi saglamaktadir. Bu bilgiler

*2nin IMD/AM:2 gevseme yanitindaki roliinii degerlendirmek

151g¢1inda hiicre dis1 Ca
amactyla Ca*?’siz KHS varliginda IMD/AM:2 uygulandiginda, IMD/AM: gevseme
yaniti tamamen inhibe olmustur. Bu deney ile hiicre dis1 Ca™®’nin IMD/AM2
yanitindaki ~ Oonemli  etkisi  gosterilmistir. BKca’nin  meydana  getirdigi
hiperpolarizasyon sonrasi hiicre icine Ca*? kagislarina neden oldugu bilinen en
onemli kanallar spesifik olmayan katyon kanallaridir (170). Bu amagla spesifik
olmayan katyon kanallar1 inhibitérii La*® varliginda sican ana PA’sinda yaptigimiz
deneylerde, IMD/AM:2 gevseme yanitinda herhangi bir inhibisyon meydana
gelmemistir. Bunun iizerine diisiik konsantrasyonda Ca*?’nin hiicre icine girisine
neden olabilecegi diisiiniilen bir diger Ca*? kanali olan voltaj duyarli L-tipi Ca*?
kanallarmin olas1 etkisi bu kanalin selektif inhibitorii verapamil varliginda
denenmistir. Yapilan deneylerde verapamil, sican ana PA’sinda IMD/AM:2 gevseme
yanitin1 kismen inhibe etmistir. BKca kanallar1 Ca*? ile aktive olan kanallardir. Voltaj
duyarli L-tipi Ca*? kanallarinin inhibisyonu ile birlikte hiicre i¢ine giren Ca*?’nin
azalmast sonucu BKca kanallarinin aktive olamamasi gevseme yanitinda azalma
goriilmesinin nedenlerinden biri olarak gériilebilir. Ancak L-tipi Ca*? kanallar1 ayni
zamanda BKca'nin meydana getirdigi hiperpolarizasyon sonrasinda hiicre igine Ca*?

kagislarina aracilik ediyor olabilir. izole organ banyosu deneyleri IMD/AM2

+25 +25

yanitinda Ca™“’nin kritik 6nemini gostermistir. Gevseme mekanizmasinda Ca™“’nin
roliinii daha iy1 anlamak amaciyla izole sigan PA’sinda Fura-2AM kullanilarak hiicre
i¢i Ca*? konsantrasyonundaki degisikliklerin izlenmistir.

Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki degisikliklerin izlendigi deneylerde sigan

ana PA’sma IMD/AM: uygulanmas ile gevseme meydana gelirken hiicre i¢i Ca*?
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diizeyinin arttig1 es zamanh olarak gosterilmistir. Endoteli haraplanan dokularda ise
IMD/AM2 yaniti almamamis ve beklenildigi sekilde Ca*? konsantrasyonu da
degismemistir. Bunun sonucunda IMD/AM2’nin gevseme yanitinin tamamen Ca*
bagimli bir yanit oldugu goriisiine varilmstir.

BKca kanal inhibitorii iberiotoksin varliginda gevseme yaniti inhibe olurken
hiicre i¢i Ca*? artis1 da inhibe olmustur. BKca kanallarinin inhibisyonu sonrasinda
IMD/AMz uygulamasi ile Ca*? seviyesinde artis meydana gelmemektedir. Bu durum
BKca kanallarinm hiicre disindan giren Ca*? ile aktive olmadigini diisiindiirmektedir.
BKca kanallart esas olarak Ca*? ile aktive olan kanallar olsa da literatiirde PKA,
protein kinaz G gibi enzimlerle ve bazi endojen/ekzojen ajanlarin direkt olarak
uyarimi ile aktive olabilecekleri gosterilmistir (171, 172). IMD/AM2 uygulamasi
sonrasi artan PKA, BKca kanallarim fosforile ederek aktive etmesi beklenebilecek bir
durumdur. Bir diger olasi durumda IMD/AM:2 uygulamasi ile endoplazmik
retikulumdan saliverilebilecek olan hiicre i¢i Ca™nin BKca aktivasyonu
saglayabilecek olmasidir.

Verapamil varliginda da IMD/AM:2 uygulamasi sonrasi hiicre igi
Ca*2diizeyindeki artis anlamli olarak azalmistir. Bu sonu¢ IMD/AM2’nin gevseme
yanitinda L-tipi Ca*? kanallarmin roliinii dogrulamaktadir. izole organ banyosunda
IMD/AM:z yanitina etki etmeyen La*3, hiicre ici Ca*? konsantrasyonundaki artisa da
bir etkide bulunmamustir.

Iberiotoksin varhginda hiicre ici Ca*? konsantrasyonunda meydana gelen
inhibisyon ~ BKca  kanallarinin  uyarildiktan  sonra  meydana  getirdigi
hiperpolarizasyonun hiicre icine Ca*? girisi sagladig1 hipotezini dogrular niteliktedir.
Ancak yapilan deneyler 1518imda bu Ca*? girisinin beklendigi gibi spesifik olmayan
katyon kanallar1 araciligryla degil voltaj duyarli L- tipi Ca*? kanallar1 aracilig1 ile
oldugu diisiiniilmektedir.

IMD/AM2’nin  sigan PA’sinda  meydana getirdigi vazodilatasyonun
mekanizmasin1  aydinlatmak amaciyla yaptifimiz  calismalar  sonrasinda,
IMD/AM2’nin  etkisini CGRP reseptorii aktivasyonuyla meydana getirdigi
diistindiirmiistiir. Ancak reseptorle etkilesim olmaksizin ¢esitli mekanizmalar1 direkt
olarak uyararak NO olusumu saglayabilecegi de goz oOniinde bulundurulmalidir.

CGRP reseptdriiniin G-protein bagimli oldugu bilinmektedir. IMD/AM2 gevseme
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yanitinin adenilat siklaz inhibitorii varliginda azalmasi CGRP reseptoriiniin Gs’yi
stimiile ederek SAMP yolagini aktiflestirdigini akla getirmis ve bu durum PKA
inhibisyonuyla birlikte yanitin azalmasiyla da dogrulanmigtir. PKA direkt olarak
eNOS’u fosforile ederek aktive edebilecegi gibi, gevseme yanitinda rolii oldugu
gosterilen endotel tabakasindaki BKca kanallarin1 fosforile ederek aktive ettigi
diistiniilmektedir. BKca kanallarinin ag¢ilmasiyla disartya ¢ikan K*™un hiicreyi
hiperpolarize etmesi sonucu hiicre icine diisiik konsantrasyonda Ca*? kagcislari
meydana gelebilecegi gosterilmistir (170). Hiicre icinde artis gdsteren Ca*?‘nin
eNOS’u uyararak NO olusmasini sagladigi ve boylece sGMP araciligiyla damar diiz
kasinda gevseme meydana geldigi diistiniilmektedir.

IMD/AM2, CGRP ailesinin diger peptitleri gibi hiicre i¢inde c¢ok ¢esitli
yolaklari, iyon kanallarii ve enzimleri etkilemektedir. Bu etkilesim arasindaki
dengenin tiirlere, farkli damar yataklarina ve viicut dengesine gore de§ismesi
beklenebilecek olas1 bir durumdur. Calismamizla birlikte yaptigimiz deneyler
sonrasinda si¢an ana PA’sinda IMD/AM2’nin gevseme mekanizmasi rol oynayan ana

yolaklar gosterilmistir (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. Sigan ana PA’sinda IMD/AM2’nin gevseme yanitinda rol oynayan
muhtemel yolaklar.
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5.2. PH Olusturulmus SicanlarinPulmoner Vaskiiler Yataginda
IMD/AM_?’nin EtKisi

CGREP ailesi peptitlerinden CGRP ve AM uygulamasinin daha once PH
gelistirilmis sicanlarda yapilan in vitro ve in vivo deneylerde etki sagladiklari
gosterilmistir (66, 67). IMD/AMz’nin de PH’deki etkisini arastiran ¢alismalar mevcut
olmakla birlikte oldukg¢a sinirlidir. IMD/AM2’nin hipoksi ile sentezinin indiiklendigi,
IMD/AM2 uygulamasinin pulmoner arterde vaskiiler remodelingi azalttigi yapilan
calismalarla gosterilmistir (127, 148, 149).

Bu ¢alismamizin bir diger amaci in vitro olarak PH olusturulmus si¢anlarda
IMD/AM2’nin pulmoner damar yatagina etkisini degerlendirmektir. Bu amagla
sicanlar 3 haftalik kronik hipobarik hipoksiye maruz birakilmislardir. Kronik hipoksi
ile indiiklenen PH modeli, hem kolay uygulanabilirligi hem de insanlarda gozlenen
PH’ye klinik tablo olarak benzerliginden dolayr PH arastirmalarinda tercih edilen
yontemlerin basinda gelmektedir. Tekrar edilebilirliginin yiiksek olmasi ve
literatiirde kabul goren olduk¢a eski bir model olmasi nedeniyle diger PH
modellerine avantaj saglamaktadir (173). Caligmamizda hem biyokimyasal hem de
histopatolojik ¢alismalar sonucunda PH gelisimi dogrulanmis, ayrica bazal perfiizyon
basincindaki anlamli artisla, pulmoner vaskiiler direncin artis1 da gdsterilmistir.

PH olusturulan si¢anlarda, ana PA’da IMD/AM2 yanitlar1 saglikli hayvanlarla
karsilagtirildiginda farklilik gostermemistir. IMD/AM2 PH sonrasinda da ana PA’da
benzer bir gevseme yaniti olusturmustur. Endotel aracili yanit meydana getiren bir
diger ajan olan ACh’nin gevseme yaniti da PH gelistirilmis siganlarla normoksik
sicanlarda farkli degildir. Bu durum dikkate alindiginda PH’nin sigan ana PA’sinin
endotel tabakasinda bir hasar meydana getirmedigini diistindiirmiistiir.

Akciger damar yataginda mikrovaskiiler sistemdeki farkliligi degerlendirmek
icin sican akcigerlerinde perfiizyon yapilarak PH sonrasinda mikrovaskiiler sistemin
IMD/AM2’ye verdigi yanit degerlendirilmistir. Pulmoner mikrovaskiiler sistemde de
PH sonrasinda IMD/AM:2 gevseme yanitinda bir degisiklik gozlenmemistir.
IMD/AM2 uygulamasi pulmoner perfiizyon basincinda azalma saglamistir. Ayni
sekilde ACh’nin de kontrol ve pulmoner hipertansif hayvanlarda perfiizyon
basincinda benzer azalma saglamasi; PH sonrasinda akciger damar yataginda

endotel tabakasinin mikrovaskiiler sistemde de korundugunu diistindiirmektedir.
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Kronik hipoksi ile indiiklenmis PH sonrasinda si¢anlarin vaskiiler yataklarinda
endotel tabakalarmin saglamligini korudugu calismalar kadar, endotel tabakasinin
hasar gorerek ACh yanitlarinin azaldigini gosteren c¢aligmalar da bulunmaktadir
(174-177). Calismamizda PH endotel tabakasinda hasar meydana getirmemis ancak
vaskiiler remodelinge neden olarak vaskiiler direnci arttirmistir. Bu durum hastalik
patolojisinde de gozlenebilen bir durumdur.

PH gelisiminin damarlarda bir takim yapisal degisikliklere yol actig
bilinmektedir. Baz1 iyon kanallarinin, reseptdrlerin, endojen iiretilen proteinlerin
ekspresyon diizeylerinin degisim gosterebildigi ve bu nedenle ilaclarin, hormonlarin
etki mekanizmalarinin degisebildigi bilinmektedir (178). Endotel bagimli ve NO
aracili yanit olusturan IMD/AM2’nin gevseme mekanizmasinda herhangi bir
degisiklik olup olmadigimi degerlendirmek adina hem ana PA’da hem de izole
akciger perflizyonunda, L-NAME varliginda yanitlar alinmistir. Yapilan deneyler
sonrasinda ana PA’da ve akciger mikrovaskiiler damar yataginda IMD/AM:2 gevseme
yanitinin PH gelisimi sonrasinda da tamamen NO aracili oldugu gdsterilmistir.

Calismamiz sonucunda hedeflendigi gibi sican ana pulmoner arterinde
IMD/AM2’nin gevseme yanitinda rol oynamasi muhtemel ana yolaklar ayrintili bir
sekilde arastirilmis ve IMD/AM2’nin sSAMP ve PKA yolagini aktive ederek endotel
bagimli yanit olusturdugu gosterilmistir.

PH gelistirilen siganlarda IMD/AMz2’nin etkili bir vazodilatasyon saglamasi,

gelecek tedavi hedefi olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC ve YORUM

Bu tez calismasi kapsaminda CGRP ailesinin son izole edilen iiyesi olan
IMD/AM2’nin pulmoner vaskiiler sistemde meydana getirdigi vazodilator etkinin
mekanizmasi ayrintili olarak arastirilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonrasinda sigan ana
PA’sinda, IMD/AM2’nin gevseme mekanizmasinda rol oynayan reseptorler, iyon
kanallar1 ve enzimler gosterilmistir.

Sican ana PA’sinda IMD/AM2’nin meydana getirdigi gevsemenin CGRP
reseptorleri lizerinden, endotel bagimli ve NO aracili olarak gerceklestirdigi
calismamizda gosterilmistir. Gevsemenin ayrica sAMP/PKA yolagi {izerinden
gergeklestigi  yapilan c¢alismalar sonucunda anlagilmistir. Calismamizda elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda BKca kanallarinin aktivasyonu ile meydana gelen
hiperpolarizasyonun L-tipi kalsiyum kanallar1 aracihigi ile iceri Ca*? kagcislarina
neden olarak eNOS’u uyardig1 ve eNOS aktivasyonu ile olusan NO’nun pulmoner
vaskiiler diiz kasta sGMP araciligiyla gevseme meydana getirdigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda ayrica IMD/AM2z’nin PH’de pulmoner vaskiiler sistemdeki
etkisi de degerlendirilmistir. Hem ana PA’da hem de izole akciger perfiizyonu ile
rezistans arterlerinde yaptigimiz deneyler sonucunda IMD/AMz’nin PH’de
vazodilator etkisini korudugu ve bu etkinin PH sonrasi da endotel bagimli-NO aracili
oldugu gosterilmistir.

PH giiniimiizde kesin tedavisi olmayan, hizli ilerleyen ve siklikla dlimle
sonuclanan tehlikeli bir hastaliktir. Halen yogun bir sekilde yeni tedavi hedefleri
arastirilmakta ve yeni molekiiller denenmektedir. PH gelisimi sonrasinda
IMD/AMz’nin pulmoner vaskiiler sistemde halen etkili bir vazodilatasyon saglamasi
oldukca 6nemlidir.

Bu tez galismasi kapsaminda gergeklestirmis oldugumuz in vitro ¢alismalarla
vazodilator etkisi; mekanizmasi gosterilen IMD/AMz2’nin, yeni bir tedavi hedefi
olarak degerlendirilebilmesi igin in vivo ¢alismalarla desteklenmesi Onem

tagimaktadir.
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