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OzET

Somuncuoglu, E.i., Sican izole Mezenter Arterinde Kalsiyumsuz Ortamda Elektriksel
Alan Uyarisi ile Elde Edilen Kasilmalarin Mekanizmasinin incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2014. Bu ¢alismada, sican mezenter arter halkalarinda elektriksel alan uyarisi (EAU)-
aracili gevsemelere L-tipi kalsiyum kanallarinin (LTKK) blokajinin ve ekstraseliler
kalsiyumun uzaklastiriimasinin etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Fenilefrin ile 6n-
kasilma olusturulmus dokularda EAU (30 V, 0.3 ms, 5s, 0.5-8 Hz ) yanitlar nifedipin
(100 nM) ve tetraetilamonyum (1 mM) ile inhibe oldu. LTKK acicisi BAY K 8644 (100
nM) yanitlari degistirmedi. Ekstraseliler kalsiyumun uzaklastiriimasi ile ayni uyari
parametrelerinde EAU frekansa-bagh kasiimalara neden oldu. Tetrodotoksin (1 uM),
kapsaisin (10 uM) ve endotelin uzaklastiriimasinin kasiimalari degistirmemesi bu
yanitlarda néronal- ve endotel-kaynakli kasici faktorlerin roliiniin olmadigini gésterdi.
Ancak, BAY K 8644 (100 nM) ile yanitlarin anlaml bir sekilde artmasi ve nifedipin (100
nM) ile inhibe olmasi, LTKK aktivasyonunun esas oldugunu gostermektedir. Inositol
trifosfat (IPs) reseptor antagonisti 2-APB (100 uM) ile kasilmalar 6nemli dlciide azaldi
ve ylksek konsantrasyonda kafein (20 mM) ile de ortadan kalkti. Sarko/endoplazmik
retikulum kalsiyum-ATPaz inhibitorleri tapsigargin (1 uM) ve siklopiazonik asit (20
KUM) kasilmalari anlamli olarak azaltti. Keza, fosfolipaz C inhibitéri U 73122 (10 uM)
ve Rho kinaz inhibitord Y 27632 (10 uM) varhginda da yanitlar anlaml olarak azaldi.
Bu sonuglar kalsiyumsuz ortamda EAU’nun membran depolarizasyonu yaparak LTKK
aktivasyonu yoluyla depolardan IPs-aracili kalsiyum saliverilmesine neden oldugunu
gosterir. Bu olaya “kalsiyum kanal ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesi” denir ve
kasilma ile sonuglanir. Ortamin kalsiyum durumuna bagli olarak LTKK aktivasyonunun
arteryal kasilma ya da gevsemeye neden olmasi, bir hiicrede ayni ulagin iki zit

fizyolojik fonksiyonu yerine getirebilmesine iliskin carpici bir 6rnektir.

Anahtar Kelimeler: Blylk kondiktanslh kalsiyumla aktive olan potasyum kanallari,
elektriksel alan uyarisi, kalsiyum kanal aracili kalsiyum saliverilmesi, L-tipi kalsiyum

kanallari, sigan mezenter arteri
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ABSTRACT

Somuncuoglu, E.l., Investigation of Mechanism of the Electrical Field Stimulation-
Induced Contractions in Rat Isolated Mesenteric Arteries in the Absence of Calcium,
Hacettepe University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology, Doctor
of Philosophy Thesis, Ankara 2014. In the present study, we aimed to examine the
effect of blockade of L-type calcium channels (LTCC) and in addition the removal of
extracellular calcium, on EFS-induced relaxations in rings of rat mesenteric artery. EFS
(30V, 0.3 ms, 55, 0.5-8 Hz) applied to the tissues precontracted with phenylephrine
caused relaxations which were markedly inhibited by nifedipine (100 nM) and
tetraethylammonium (1 mM). Upon removal of calcium, EFS with the same
stimulation parameters produced frequency-dependent transient contractions.
Tetrodotoxin (1 uM), capsaicin (10 uM) and removal of endothelium did not alter
these contractions suggesting that they were not neural in origin and endothelium-
derived contracting factors were unlikely to be involved. However, they were
markedly increased by BAY K 8644 (100 nM) and were inhibited by nifedipine (100
nM), indicating that activation of the LTCCs was essential. 2-APB (100 pM)
significantly reduced, and high concentration of caffeine (20 mM) almost totally
suppressed the contractions. When tissues incubated with thapsigargin (1 uM) and
cyclopiazonic acid (20 uM) contractions significantly reduced as well. In the presence
of U 73122 (10 uM) and Y 27632 (10 uM) responses were significantly reduced. These
results suggest that in the absence of extracellular calcium EFS through membrane
depolarization, evokes the opening of the LTCCs which subsequently leads to the
release of calcium from internal stores via IP3 receptors, a phenomenon known as
“calcium channel-induced calcium release”, to trigger vasoconstriction. That
activation of LTCCs causes arterial relaxation or contraction depending on the calcium
status apparently exemplifies how the same messenger fulfils opposing physiological

functions in a given cell.

Key Words: Big conductance calcium-activated potassium channels, calcium channel
induced calcium release, electrical field stimulation, L-type calcium channels, rat

mesenteric artery
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Sican izole mezenter arter halkalarinda EAU (30V, 0.3 ms, 5's,
0.5-8 Hz) ile elde edilen gevseme yanitlarina nifedipin (100
nM) ve TEA’nin (1 mM) etkisi.

Sigan izole mezenter arter halkalarinda NS 1619 ile elde edilen
gevseme yanitlarina nifedipin (100 nM) ve TEA’nin (1 mM)
etkisi.

Ekstraselller ortamdaki kalsiyumun tamamen uzaklastirildigi
mezenter arter halkalarinda fenilefrin &n-kasilmasi sonrasi
EAU (30V, 0.3 ms, 55, 0.5-8 Hz) ile elde edilen frekansa bagimli
kasilma yanitini gdsteren orijinal trase.

Sican izole mezenter arter halkalarinda EAU (30V, 0.3 ms, 5s,
0.5-8 Hz) ile elde edilen gevseme yanitlarinin ekstraseliiler
ortamdaki kalsiyumun tamamen uzaklastirilmasi sonucu
kasilmaya donmesi.

Sigan izole mezenter arter halkalarinda kalsiyumsuz ortamda
elde edilen EAU-aracili kasilma yanitlarinin 30 dakika ara ile
tekrarlanmasi.

Sigan izole mezenter arter halkalarinda ekstraseliler kalsiyum
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K 8644 (100 nM) ve nifedipin’in (100 nM) etKkisi.

Sigan izole mezenter arter halkalarinda BAY K 8644 (100 nM)
varliginda EAU ile elde edilen kasilma yanitlarina TTX (1 uM),
kapsaisin (10 uM) ve endotelin etkisi.

Sican izole mezenter arter halkalarinda BAY K 8644 (100 nM)
varhiginda EAU ile elde edilen kasilma yanitlarina IP3 reseptor
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kafeinin (20 mM) etkisi.
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1. GIiRis

Elektriksel alan uyarisi (EAU), on-kasilma olusturulmus arter diz kasinda,
damarin ait oldugu bolgeye gore degisen mediyatér ve/veya mekanizmalar
araciligiyla, gevsemeye neden olur. Her ne kadar EAU ile yapilan arastirmalar temelde
sinir uglarinin uyarilmasi sonucu lokal nérotransmitter saliverilmesi esasina dayansa
da uygun stimulasyon parametreleri kullanildiginda EAU kendi basina diiz kas
membranini depolarize edebilmektedir. Ancak, damar diiz kasinin mekanik
cevaplarini modiile eden iyon kanallari Gizerinde EAU’nun ne sekilde etki gosterdigine
dair bilgi literatirde fazla bulunmamaktadir.

Sican izole mezenter arterinde yaptigimiz bir calismada EAU’nun neden
oldugu vazodilatasyonun esas olarak damar diiz kasinda bulunan blyik kondiktansli
kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarinin (BKca) acilmasina bagl oldugunu
gostermistik (1). Bu kanallarin aktivasyonu hiicre icinden potasyumun disari
cikmasina, buna bagli olarak da membran potansiyelinin daha negatiflesmesine, yani
hiperpolarizasyonuna neden olur. Aktive olmalari icin gerekli kalsiyumu, L-tipi
kalsiyum kanallarindan (LTKK) hicre icine giren kalsiyumun tetikledigi bir dizi
mekanizma sonucu BKca kanali cevresinde diizeyi ylkselen lokal sitoplazmik kalsiyum
karsilar, ki bunlara kalsiyum sparki (kivilcimlanma) adi verilir. Dolayisiyla LTKK’nin
blokaji BKca kanal aktivasyonu igin gerekli lokal sitozolik kalsiyum artisini dnleyebilir.
Bunu test etmek icin yaptigimiz 6n deneylerde EAU ile indiklenen gevsemelerin
nifedipin varliginda 6nemli o6lglide inhibe oldugunu gozledik. Benzer bir yanitin
ekstraseliler kalsiyumun tamamen uzaklastirildigi dokularda da olusmasi
beklenirken, 6n deneylerimizde EAU’nun frekansa bagli kasilmalara neden oldugunu
bulduk. Normal kosullarda damar diz kasinin, elektriksel akimlarla depolarize
edildiginde LTKK yolu ile hiicre igine giren kalsiyumun sarkoplazmik retikulumdan (SR)
kalsiyum saliverilmesini tetiklemesi sonucu sitozoliin genelinde yiikselen kalsiyum
aractligiyla kasilma yaniti olusturdugu bilinmektedir. Ancak, banyo ortaminda
kalsiyum bulunmazken EAU’ya cevaben ortaya c¢cikan bu kasilmalarin mekanizmasi
bilinmemektedir. Bu nedenle bu ¢alismada sican izole mezenter arterinde kalsiyum
varhginda ve yoklugunda EAU ile olusan yanitlarin mekanizmalarini incelemeyi

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vaskiiler Diiz Kas ve Endotelde Kalsiyum Homeostazi

Kalsiyum iyonu kontraktilite ve sekresyon dahil gesitli hlicresel prosesin
diizenlenmesinde rol oynayan bir intraselller ikincil ulaktir. Bu nedenle gerek
endotelde gerekse diiz kasta hiicre ici kalsiyum diizeyi vaskiler tonusun kontroliinde
dénemli bir yer tutar. istirahat halinde her iki hiicre tipinde de kalsiyum
konsantrasyonu oldukc¢a dustktir (<100 nM). Sitoplazmadaki diizeyinin artmasi,
ekstraseltiler araliktan hiicre igine kalsiyumun girmesi ve/veya intraseliler

organellerden kalsiyumun saliverilmesi ile gerceklesir.
2.1.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerine Kalsiyum Girisi

Ekstraseliiler kalsiyumun damar diz kas hiicresine girisi, ya voltaja-bagimh
kalsiyum kanallari araciligiyla ya da voltaja-bagimli olmayan diger kalsiyum kanallari
icinden gecmek suretiyle gerceklesir. Bu kanallarin temel 6zellikleri asagida kisaca

aciklanmistir.
2.1.1.1. Voltaja-Bagiml Kalsiyum Kanallari

LTKK veya dihidropiridine duyarh kalsiyum kanallari diye de adlandirilir.
Hemen hemen tim damar yataklarinda yaygin bir sekilde eksprese edilirler ve
depolarizasyonla aktive olurlar (2, 3). Vena portanin longitudinal seritleri gibi bazi
vaskuler diiz kas preparatlarinda istirahat membran potansiyeli yeterli esik degere
ulastiginda kendi basina aksiyon potansiyeli olusturabilir (4, 5). Ancak arterlerin
¢ogunda LTKK’larin acgik kalma olasiliklari bir aksiyon potansiyeli dogurmalarina
yetmez, sadece eksojen bir uyaranla olusturulan depolarizasyon sirasinda uzun sureli
kalsiyum girisine olanak verir. BKca gibi fizyolojik fren mekanizmalarinin varlig
membran potansiyelinin aksiyon potansiyeli olusturmasi icin gerekli esik degere
ulagsmasini 6nler (6).

Sarkolemma boyunca yerlesmis olan LTKK’larin vaskiler diz kasta baskin

olarak bulunan alt tipi Caviy'dir (7-9). Bu kanallarin tipik ozelligi disuk



konsantrasyonlarda dihidropiridin, fenilalkilamin ve benzotiazepin gibi ilag gruplari
tarafindan bloke olmalaridir (10-12). Yine dihidropiridin tiirevi bir madde olan BAY K
8644 voltaja-bagimli kalsiyum kanal aktivatori diye adlandirilir ve kanalin agilmasina
neden olur.

Vaskiler diz kaslarda hiicre i¢i kalsiyum homeostazinda bu kanallarin
fizyolojik 6Gnemini gdstermek igin Cavi, geni silinmis fareler Gretilmis ancak 21 giin
icinde bunlarin 6ldGgu bildirilmistir (13). Bu farelerde miyojenik tonusun bozuldugu
(13), fenilefrin-aracili perfiizyon direncinin % 50 oraninda kayboldugu (13), karbakol

ile indiklenmis kasilmanin % 90 oraninda azaldig1 gosterilmistir (14, 15).

2.1.1.2. Voltaja-Bagimhi Olmayan Kalsiyum Kanallari

Damar diz kas hicrelerinde voltaj degisikliginden etkilenmeyen farkl tipte
kalsiyum kanallari bulunmaktadir. Bunlar arasinda reseptore-bagimli (receptor-
operated) ve depoya-bagimli (store-operated) kanallar sayilabilir.

Reseptoére-bagimh kalsiyum kanallari membran potansiyelindeki degisimden
bagimsiz olarak, hiicre membraninda 6zel bir G proteini araciligi ile bir reseptore
kenetlenmis bulunan ve reseptorin kendine uyan agonist madde molekdilleri
tarafindan aktivasyonu sonucu agilan kanallardir (16, 17). Vicutta bulunan gesitli
nérohiimoral maddeler (asetilkolin, anjiyotensin II, endotelin-1, norepinefrin,
serotonin, vazopresin vs.) bu reseptorlerin endojen ligandi olarak etki edebilecekleri
gibi, eksojen agonistlerde ayniislevi gosterirler. Agonistin reseptdre baglanmasi kanal
proteininin yapisinda konformasyonel bir degisiklige neden olarak G proteinine
kenetli fosfolipaz C (PLC)’yi aktive eder ve bu yolla membran lipidlerinden olan
inositol-1, 4, 5-trifosfat (IP3) Uretimi uyarilmis olur. Sentezi artan IP3 SR
membranindaki IP3 reseptoriine baglanarak SR’den sitoplazmaya kalsiyum
saliverilmesine aracilik eder. 2-aminoetil difenilborat (2-APB) bu reseptorlerin selektif
blokéraddr.

Plazma membraninda bulunan depoya-bagimh kalsiyum kanallari ise hiicre
ici kalsiyum depolarinda kalsiyum konsantrasyonunun azalmasi ile aktive olan ve

hiicre disindan icine kalsiyum girisini saglayan kanallardir (18). Bu kanallarin en



onemli 6zelligi depolardan kalsiyum saliverilmesi sonucu sitoplazmik diizeyi ylkselen
kalsiyum tarafindan degil, kalsiyum depolarinin kendiliginden tikenmesi ile aktive
olmalarnidir (19). Deponun bosalmasi ile kanalin aktive olmasi arasindaki iliskinin nasil
kuruldugu heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle bu kanallar aslen kalsiyuma-bagiml
kanallar degildir (19). Bu durum deneysel olarak da depolarin tiketilmesini saglayan
ilaglarin 6zellikle sarko/endoplazmik retikulum kalsiyum-ATPaz (SERCA) inhibitorleri
tapsigargin (TAPS) ve siklopiazonik asit (CPA) kullanilarak da gosterilmistir (20).
Kalsiyumun sitoplazmadan depolara geri-alimindan sorumlu SERCA’nin inhibisyonu
SR’den kalsiyumun sizmasina ve depolarin pasif olarak tiiketilmesine neden olur. Bu
ilaclar reseptore- ve depoya-bagimli kanallarin ayirt edilmesi icin kullanilan ilaglardir.
Zira reseptor-aracili kanallari aktive eden bircok agonist IP3 olusumuna ve buna bagh
olarak SR’den kalsiyum saliveriimesine neden oldugundan, sonucta depolar
tuketildigi icin, depoya-bagiml kanallari da uyarmis olur. Ancak SERCA inhibitorleri
plazma membran reseptorlerini aktive etmeden diiz kas hiicrelerinde sitoplazmik
kalsiyum konsantrasyonunu artirarak kasilmaya neden olmaktadir (21, 22, 23).
Reseptore- ve depoya-bagimli kalsiyum kanallarinin ortak 6zelligi voltajdan bagimsiz
olarak hiicre icine kalsiyum girisine neden olmalaridir. Bu 6zellikleri kanallarin protein
yapisindan ileri gelmektedir. Her iki kalsiyum kanall da gegici reseptor potansiyeli
(TRP) kanal ailesinin lyesidirler (21). Birgok alt tipi olan bu grup kanallarin 6zelligi,
aktivasyonlarinda i1si ve pH degisimi dahil olmak Uzere ¢ok cesitli mekanizmanin yer
almasidir. Hicre igi kalsiyum depolarinin tiketilmesi bu kanallarin diizenlenmesinde

onemli rol oynamaktadir.
2.1.2. intraseliiler Kalsiyumun Saliverilmesi

Damar diiz kas hicresinde kalsiyum iyonlarini igine alan, depolayan ve
gerektiginde saliveren esas organel SR’dir. Kalsiyum, SR i¢inde kalsin6rin adi verilen
ozel bir proteine baglh sekilde depolanir. SR membraninda yer alan SERCA pompasi SR
ile sitoplazma arasindaki kalsiyum gradiyentinin olusmasini ve strdiirilmesini saglar.

TAPS ve CPA bu pompanin spesifik inhibitorleridir (6, 22).



Norohiimoral maddeler ya da eksojen agonistlerle hiicre membraninda
bulunan G-proteinine-kenetli reseptorlerin uyarilmasi PLC'nin aktivasyonuna ve buna
bagh olarak diagilgliserol ve IP3 liretimine neden olur. IP3 de, intraseliler kalsiyumun
kontrolu altinda, SR membraninda bulunan kendi reseptorlerini aktive ederek
kalsiyumun sitoplazmaya saliverilmesini tetikler. Ote yandan kalsiyum iyonunun
kendisi de bir bagka SR reseptorini aktive ederek kendi saliverilmesini saglayabilir.
Kalsiyumla-indiiklenen kalsiyum saliveriimesi diye adlandirilan bu olay SR
membranindaki ryanodin reseptoérlerinin aktivasyonuna bagh olup kalsiyum sparki
diye tanimlanan kalsiyum artislaridir. Sitoplazmada kalsiyum dizeyi bu
reseptorlerden hangisi ile uyarildigina bagh olarak farkhlik gosterir. IP3 reseptorlerinin
uyarilmasi tim sitoplazmada yaygin bir kalsiyum artisi yaparken, ryanodin
reseptorlerinin aktivasyonu reseptoriin yakin ¢evresinde (20 nm) ani ve hizli gelisen,
lokal bir yikselmeye neden olur (6, 23, 24).

Tim bu bilgilere ek olarak SR’nin hiicre membranina ¢ok yakin pozisyonda
konuslanmis olmasi da dikkate alindiginda, kalsiyumun hiicreye girisi ile hiicre icinden
saliverilmesinin, vaskiler homeostazi saglama bakimindan birbirine bagh olaylar

oldugu soylenebilir.
2.1.3. Endotel Hiicrelerine Kalsiyum Girisi

Endotel hiicreleri voltaja-bagimli kalsiyum kanallari veya tetrodotoksine (TTX)
duyarhh sodyum kanallari gibi hizlh aktivasyon ozelligi gosteren kanallari
bulundurmadigindan genel olarak “non-eksitabl” hiicreler olarak kabul edilirler.
Ancak, nitrik oksit, prostasiklin ve endotel kaynakli hiperpolarizan faktor (EDHF) gibi
endotel fonksiyonlarinin yiritidlmesinde énemli role sahip maddelerin sentezinde
endotelyal kalsiyum dizeyi kilit bir role sahiptir (25). Asetilkolin gibi agonistler
endotel hiicresinde kendi reseptorlerini uyararak hem disaridan iceriye kalsiyum
girisini hem de hicre ici depo gorevi goren organellerden IPs’e-bagimli kalsiyum
saliverilmesini tetikleyerek endotelyal kalsiyum dizeyini ylikseltirler (26, 27). Burada
rol oynayan reseptore-bagiml kanallarin ve depoya-bagimh kanallarin molekiler

yapisi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak bunlarin da TRP kanal familyasina ait



olduklarina yoénelik kanitlar bulunmaktadir (28, 29). Sonugta endotel i¢i dizeyi
yukselen kalsiyum yukarida adi gecen endotelyal otakoidlerin sentez ve/veya
saliverilmesini uyararak endotel hiicresinin hiperpolarizasyonuna neden olur. Bu
hiperpolarizasyonun damar diz kasina aktarilmasinda ve buna bagl olusan
vazodilatasyonun altinda kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarinin agilmasinin

onemli bir roli vardir (26, 30, 31).

2.1.3.1. Kalsiyumla Aktive Olan Potasyum Kanallari

Damar diz kasi hiicrelerinin hiperpolarizasyonu gevsemeye neden olur.
Bu olaydan esas olarak kalsiyumla aktive olan potasyum kanallari aracilig ile
hiicre disina ¢ikan potasyum iyonu sorumludur (32).

Kalsiyumla aktive olan potasyum kanallari 3’e ayrilirlar. Bunlar kiicik
(SKca), orta (IKca) kondiiktansli potasyum ve BKca kanallaridir (33). SKca‘lar esas
olarak endotelde ve gastrointestinal kanal diiz kas hicrelerinde bulunurlar.
Vaskiler diiz kas hicrelerinde de eksprese olduklari bildirilse de burada
fonksiyonel 6nemleri olduguna dair kanit yoktur (33). IKcalar endotelde ve non-
vaskiler diiz kaslarda bulunan, buna karsilik damar diiz kasinda eksprese
edilmeyen voltajdan bagimsiz kanallardir (33). IKca ve SKca kanallarinin kalsiyum
ile aktive olmasi sonucu endotelde meydana gelen hiperpolarizasyon diz kasa
dogru yayilir ve sonucta gevseme meydana gelir (34). Aktive olmalari igin gerekli
kalsiyum, reseptore- ve depoya-bagimli kalsiyum kanallarindan veya hiicre igi
depolardan saglanmaktadir (34). Bu kanallarin BKca'dan onemli bir farki
aktivasyonlari icin kalmoduline gereksinim duymalaridir (34). Tetraetilamonyum
(TEA) bu kanallarin non-selektif blokori iken, apamin SKci'larin, TRAM-34
IKca'larin selektif blokord, 1-etil-2-benzimidazol (1-EBIO) ise her iki kanalin
acicsidir.

BKca ise hem intraseliiler kalsiyumla hem de voltajla regtile olan kanallardir
ve potasyum kanallari icinde bu 6zellige sahip tek kanaldir (33). Bu sayede sifir
kalsiyum diizeyinde bile depolarizan voltajla aktive olabilirler. 100 nM’in

Ustindeki intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu da depolarizasyon olmadan



acillmalari icin yeterli esik miktardir. TEA non-selektif, iberiotoksin ise selektif bir
sekilde bu kanallari bloke ederken, NS 1619 aktivator islevi goriir. Tim diz kas
hiicrelerinde yaygin olarak eksprese edilirler (33). Damar diiz kasinin istirahat
membran potansiyaline yakin degerlerde BKca'larin acilma olasiligi cok disuk
oldugundan bu potansiyelin olusumuna katkilari minimal derecededir (35, 36).
Esas islevlerinin, kasilmanin sonlandiriimasinda bir fizyolojik fren mekanizmasi
gibi calismalari oldugu disiniilmektedir (37). Bu islevin yerine getirilmesinde,
SR’deki ryanodin reseptorlerinin aktivasyonu ile reseptoriin hemen c¢evresinde
(20 nm) ani ve hizli bigimde olusan kalsiyum sparklarinin 6nemli roll vardir (38-
40). Bu sayede SR’ye yakin komsu pozisyonunda yer alan BKca'larin aktive olmalari
icin gerekli kalsiyum temin edilmis olur. Membranin hiperpolarize olmasi
LTKK’larin kapanmasina ve boylece sitoplazmanin global kalsiyum miktarinin
diismesine neden olarak arter diiz kasinin gevsemesini saglar (38-40). Bu
durumda BKca kanallarinin bir cesit endojen LTKK blokori gibi davrandigi
soylenebilir. Damar tonusunun durumuna gore BKc, kanallari ile LTKK arasindaki
etkilesimin kasilma veya gevseme arasinda denge olusturmaya yonelik bir
diizenleme oldugu ileri surdlmistir (41). Nitekim, metabolik sendromda BKca
kanallarinin  fonksiyonundaki azalmaya LTKK aracih artmis koroner
vazokonstriksiyon eslik etmektedir (42). Bunu destekleyen bir ¢calismada da BKc,
kanallari silinmis farelerde arteriyal reaktivitenin gostergesi olarak LTKK
fonksiyonunda artis meydana geldigi gosterilmistir (43). Ancak, bu durumun tersi
yani LTKK’larin blokaji, BKca kanal-aracili hiperpolarizasyonda bir siddetlenmeye
sebep olmamaktadir (43). Aksine, LTKK'nin inhibisyonu BKc, kanal aktivasyonunu
azaltmaktadir (43). Buna gore BKca kanal aktivasyonu igin LTKK-aracih kalsiyum

girisinin bir 6n-kosul oldugu séylenebilir.

2.2. Amag

Ekstraseliler kalsiyuma bagimlilik agisindan uyarilmis kalsiyum sparklari
ile spontan olusan sparklarin farklilik gosterdigi, sifir kalsiyumlu ortamda veya

LTKK’lar farmakolojik olarak bloke edildiginde spontan olanlarin devam ettigi,



buna karsilik depolarizasyonla tetiklenenlerin kayboldugu bildirilmistir. BKca kanal
aktivasyonu ile baslayip vazodilatasyona kadar giden yolagin tetikleyicisi kalsiyum
sparklari  olduguna gore LTKK’lari  bloke etmenin veya ortami
kalsiyumsuzlastirmanin EAU ile olusan vazodilator yanitlari nasil etkiledigi
bilinmemektedir. Bunu incelemek amaciyla yaptigimiz 6n deneylerde EAU-aracili
gevsemelerin nifedipinle inhibe oldugu, buna karsilik sifir kalsiyumlu ortamda ayni
stimulasyon parametrelerinde uygulanan EAU’nun kasilmalara donistigu
saptandi. Dolayisiyla bu calismada sican izole mezenter arterinde kalsiyum
varliginda ve yoklugunda EAU ile olusan yanitlarin mekanizmalarinin incelenmesi

amaclandi.



3. GEREC ve YONTEM

Deneylerde 250-300 g agirliginda 6-8 haftalik Sprague Dawley cinsi erkek
albino sicanlar kullanildi. Bu arastirma icin Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu’'ndan 2010/28-3 ve 2011/39-9 no’lu izinler alindi. Deneyler
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvari’nda yapildi.
3.1. Mezenter Arter Halkalarinin Hazirlanmasi

Sicanlar karbondioksit gazi ile kisa sireli anestezi edildikten sonra karotid
arterleri kanatilarak oldirildi. Abdominal bdlge orta hat (izerinden acildi ve
sliperior mezenter arter izole edilerek soguk Krebs-Henseleit (KH) ¢ozeltisine
konuldu. KH ¢ozeltisi icinde yag ve bag dokusu temizlenen siiperior mezenter
arterin ana dali 2-2.5 mm’lik halkalara ayrildi. Her bir arter halkasi endotel
tabakasina zarar vermeyecek sekilde organ askisi yardimiyla, 37°C’de, % 95 02-%
5 CO; karisimiyla gazlandirilan KH ¢ozeltisi iceren 5 ml’lik organ banyosuna
yerlestirildi. Preparatlara deneylerin basinda "1 g" bazal gerim uygulandi ve
hemen ardindan 100 uM fenilefrinle alfa adrenerjik reseptoérlerin uyarilmasi
saglandi. Fenilefrin verilmesinin ardindan bazal gerime dénen preparatlar 15’er
dakika araliklarla yikanarak 45 dakika dinlendirildi. Gerimde gorilen degisiklikler
izometrik kuvvet transdiseri 'MAY 95-Transducer Data Acquisition System'

yardimi ile bilgisayara kaydedidi.

3.2. Invitro Deney Protokolii

Dinlenme periyodunun ardindan yapilan 6n deneylerde arter halkalari 15’er
dakikalik araliklarla es buylklikte kasilma yaniti elde edilene kadar 2-3 kez 60 mM
KClile kastirildi. KCI'nin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra dokular 15 dakikada bir
KH ¢ozeltisi ile yikanarak 30 dakika siire ile dinlenmeye birakildi. Dinlenme siiresini
takiben dokulardan 10 nM-100 uM fenilefrin ile kimdulatif kasilma yaniti alinarak

konsantrasyon-yanit egrisi elde edildi. Bu egriden maksimum kasiimanin % 60-80’ini
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olusturan konsantrasyon araligi (1-3 uM) belirlendi. Bu deger gevseme yanitlarinin
incelenecegi dokularda o6n-kasilma olusturacak fenilefrin konsantrasyonu olarak
kullanildi.

Endotelin mekanik olarak uzaklastirilmasinin gerektigi deney gruplarinda
endotel tabakasi, halkalarin i¢ ylzeyine sirilen ince bir tel yardimiyla harap edildi.
Fenilefrin (30-100 nM) 6n-kasilmasi sonrasi 10 uM asetilkolinin % 10 veya daha az
gevseme olusturdugu dokular endotelsiz kabul edildi.

Dokular fenilefrin 6n-kasilmasindan 30 dakika énce banyo ortamina eklenen
muskarinik reseptor blokori atropin (5 uM) ve adrenerjik néron blokori guanetidin
(5 uM) ile inktbasyona birakildi. Ardindan fenilefrinle (1-3 uM) o6n-kasilma
olusturulmus preparatlardan EAU-aracih (30 V, 0.3 ms, 5 s, 0.5-8 Hz) kimdilatif
gevseme vyanitlar elde edildi. Bu uyari parametreleri daha once bu dokuda
kullandigimiz ve optimum yanit elde ettigimiz degerlerdir (1). Yanitlar, LTKK'nin
selektif blokoru nifedipin (100 nM), verapamil (1 uM) ve kalsiyumla aktive olan
potasyum kanallarinin non-spesifik blokéri TEA (1 mM) varliginda tekrarlandi.
Nifedipin ilavesi fenilefrin kasilmasinin amplitiidiind distirdigiinden, bu deneylerde
fenilefrin konsantrasyonu 10 uM’a cikarildi.

Bir baska grupta ise fenilefrin 6n-kasilmasi sonrasi BKca kanal aktivatori NS
1619 (100 uM) ile gevseme yaniti alindi. Bu gevseme yaniti da nifedipin (100 nM) ve
TEA (1 mM) varhiginda tekrarlandi.

Diger bir grup deneyde ekstraseliiler kalsiyum konsantrasyonu degistirilerek
ayni uyari parametrelerinde elektriksel gevseme yanitlari alindi. Ekstraseliler
kalsiyum konsantrasyonu once yariya (1.25 mM), daha sonra ise sifira indirildi. Sifira
indirilen dokularda 6n-kasilmanin amplitiidi azaldigindan fenilefrin konsantrasyonu,
nifedipin deneylerindeki gibi, 10 gM’a ¢ikarildi. Bu kosullar altinda ayni stimilasyon
parametrelerinde uygulanan EAU, frekansa-bagl kasilma yanitlari olusturdu.

Kalsiyumsuz ortamda meydana gelen bu kasilmalarin karakterinin anlasiimasi
icin gevseme yanitlari sirasinda ortamda bulunan atropin ve guanetidin yine ayni
konsantrasyonlarda banyolara eklendi. Stimiilasyon parametreleri degistirilmedi,

fakat kasilmalarin amplitlidi kiglk oldugundan sadece 8 Hz yanitlari (izerinden
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degerlendirme yapildi. Yanitlarin zaman iginde azalip azalmadigini test etmek igin
EAU 30 dakika ara ile iki kez tekrarlandi.

Kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracili kasilmalarin sinir kokenli olup
olmadigini anlamak icin sodyum kanal blokérd TTX (1 puM) ve vaniloid reseptor
agonisti kapsaisin (10 uM) kullanildi. Bu amacgla 6nce kalsiyumsuz ortamda EAU ile
kontrol yaniti alindi, daha sonra dokunun bu ajanlardan biriyle 30 dakika siireyle
inkiibe edilmesinin ardindan yanitlar tekrarlandi. Kapsaisin kullanilan deneylerde
preparat bu ajanla 1 saat inkiibasyonun ardindan 20 dakika boyunca yikanarak
dinlendirildi.

Kalsiyumsuz ortamda meydana gelen EAU-aracili kasilmalarin mekanizmasini
incelemek icin mezenter arter halkalarinda 100 nM BAY K 8644 varliginda alinan
kasiima yanitlari, LTKK blokori nifedipin (100 nM), IP5 reseptor blokorii 2-APB (100
KUM), ryanodin reseptor modulatori kafein (20 mM), SERCA inhibitorleri TAPS (1 uM)
ve CPA (20 uM), Rho kinaz enzim blokori Y 27632 (10 uM) ve PLC enzim inhibitora U
73122 (10 uM) ile inkiibasyon sonrasinda tekrar edildi.

EAU ile elde edilen sonuglarla karsilastirmak amaciyla, bir baska deney
grubunda ise kalsiyumsuz ortamda yiksek potasyum (40 mM) ile depolarizasyon
yapilarak elde edilen kasilmalar 100 nM BAY K 8644 ile amplifiye edildi. Olusan
yanitlar nifedipin (100 nM), 2-APB (100 uM), kafein (20 mM), TAPS (1 uM), U 73122
(10 uM) ve Y 27632 (10 uM) varliginda tekrar edildi. Bu deneylerde potasyum ile
alinan yanitlar unpaired olarak ¢alisildi ve her preparatta yalniz bir maddenin etkisi

incelendi.
3.3.  Bulgularin Sunulusu ve istatistiksel Analiz

Mezenter arter halkalarinda gevseme vyanitlari 100 uM papaverin
gevsemesinin %’si, EAU kasilma yanitlari ise 60 mM KClI kasilmasinin (2.5 mM
kalsiyum igeren normal KH iginde) %’si cinsinden ifade edildi. Degerler ortalama *
standart hata olarak sunuldu. Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen yanitlarin

istatistiksel olarak anlamhligini belirlemek icin "Student’s t test" kullanildi. p<0.05 ise
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ortalamalar arasindaki fark anlamli olarak kabul edildi. istatistiksel hesaplamalar icin

Graphpad 6.0 kullanildi.
3.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

KH cozeltisi (mM): NaCl, 118; KC, 4.7; MgSOa, 1.2; CaCla, 2.5; KH2POa, 1.2;
NaHCOs;, 25; Glukoz, 11.1.

40 ve 60 mM KCl iceren KH ¢ozeltileri KCI’lin es molar konsantrasyonda NaCl
ile yer degistirilmesiyle hazirlandi. 1.25 mM kalsiyum iceren KH ¢ozeltisi CaCl,'nin es
molar konsantrasyonda MgSQaile yer degistirilmesiyle hazirlandi. Kalsiyumsuz ortam,
CaCly’nin es molar konsantrasyonda (2.5 mM) MgSQO; ile yer degistiriimesiyle
hazirlandi. Cozeltiye selasyon etkisi olan 100 uM etilen glikol-bis (B-aminoeter)
N,N,N’,N’-tetraasetik asit (EGTA) 5 M KOH icerisinde ilave edildi ve ¢ozeltinin pH’si
derisik HCl ile 7.4’e ayarlandi.

3.5. Deneylerde Kullanilan ilaglar

2-APB, atropin sulfat, BAY K 8644 hidroklorir, EGTA, fenilefrin hidrokloriir,
guanetidin monosilfat, kafein, kapsaisin, nifedipin, NS 1619, papaverin
hidrokloriir, CPA, TAPS, TTX, TEA, U 73122, verapamil hidroklorir ve Y 27632
Sigma Chemical Co. (St. Louis MO)’dan temin edildi. Atropin silfat, fenilefrin
hidroklorir, guanetidin monosiilfat, kafein, papaverin hidrokloriir ve Y 27632
distile suda; 2-APB, kapsaisin, nifedipin, NS 1619, CPA, TAPS, TEA, TTX ve U 73122
dimetilsiilfoksitte (DMSO); BAY K 8644 ve verapamil hidrokloriir etanolde; EGTA
ise 5 M KOH’te ¢ozuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Kalsiyum Varliginda EAU ile Olusan Gevseme Yanitlari

Daha once yaptigimiz calismada endoteli uzaklastirilmis ve 6n-kasiima
olusturulmus sican mezenter arter halkalarinda atropin ve guanetidin varliginda
EAU’nun, iberiotoksin’le tamamen bloke olan frekansa-bagli gevsemelere neden
oldugunu gostermistik (1).

Bu calismada da oncelikle nifedipin’in (100nM) bu yanitlari ne sekilde
etkiledigini inceledik. Nifedipin elektriksel uyariya bagl gevsemeleri anlamli olarak
inhibe etti. BKca kanallarinin non-selektif blokori TEA (1 mM) varliginda gevsemeler
yine anlamli olarak azaldi. Bu azalma nifedipin ve TEA icin sirasiyla maksimum yanitin
alindigi 8 Hz’de % 9.7 + 2.4 ve % 5.6 + 0.4 olarak bulundu (kontrol yanit % 61.3 + 5.8)
(Sekil 4.1.1.). Verapamil de (1 uM) nifedipin gibi yanitlarda anlamli azalma yapti (8 Hz
icin; kontrol % 60.7 + 4.0, verapamil % 27.7 + 6.7 %). LTKK acicisi BAY K 8644

gevsemelerde herhangi bir artis olusturmadi.

EAU (Hz)
0.5 1.0 2.0 4.0 8.0
0
L LA !um lum
c " *
= ,,
O W
> ¥
T 204
©
o
=
=<
S 40 - ]'
)
- !
560- 1_
>
4 =3 Kantral
o mmm M ifedipin, 100 nh
godmmm TEA, 1 mbd

Sekil 4.1.1. Sican izole mezenter arter halkalarinda EAU (30 V, 0.3 ms, 5 s, 0.5-8 Hz) ile elde edilen
gevseme yanitlarina nifedipin (100 nM) ve TEA’'nin (1 mM) etkisi. Degerler papaverin (100 uM)
gevsemesinin ylzdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama +* standart hata olarak verildi (* kontrole goére

anlamli olarak farkldir, p<0.05, n=6).
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BKca kanal agicisi NS 1619 (10-100 uM) maksimum % 79.2 + 5.4 oraninda
gevsemeye neden oldu. Bu yanit TEA (1 mM) varliginda anlamli bir sekilde azalirken,
nifedipin ile inkiibasyondan etkilenmedi (Sekil 4.1.2.). Bu sonu¢ EAU’nun neden
oldugu gevsemelerin nifedipin tarafindan 6nlenmesinin BKca kanal inhibisyonuna

bagh olmadigini gbstermis oldu.
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Sekil 4.1.2. Sican izole mezenter arter halkalarinda NS 1619 ile elde edilen gevseme yanitlarina
nifedipin (100 nM) ve TEA'nin (1 mM) etkisi. Degerler papaverin (100 uM) gevsemesinin ylzdesi
cinsinden ifade edildi ve ortalama + standart hata olarak verildi (* kontrole gére anlamli olarak farklidir,

p<0.05, n=6).

EAU-aracili gevsemelere ekstrastler kalsiyumun etkisini incelemek amaciyla
KH c¢ozeltisindeki kalsiyum konsantrasyonu yariya distrildiginde (1.25 mM)
yanitlar anlamli  olarak azalirken sifira indirildiginde ayni  stimulasyon
parametrelerinde frekansa-bagli kasilma yanitlarina dondugi gozlendi (Sekil 4.1.3. ve

Sekil 4.1.4.).
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Sekil 4.1.3. Ekstraselller ortamdaki kalsiyumun tamamen uzaklastirildigi mezenter arter halkalarinda
fenilefrin 6n-kasilmasi sonrasi EAU (30V, 0.3 ms, 55, 0.5-8 Hz) ile elde edilen frekansa bagiml kasilma

yanitini gdsteren orijinal trase.
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Sekil 4.1.4. Sican izole mezenter arter halkalarinda EAU (30 V, 0.3 ms, 5 s, 0.5-8 Hz) ile elde edilen
gevseme yanitlarinin ekstraseliiler ortamdaki kalsiyumun tamamen uzaklastirilmasi sonucu kasilmaya

dénmesi (n=6).
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4.2. Kalsiyumsuz Ortamda EAU ile Olusan Kasilma Yanitlar

EAU (30 V, 0.3 ms, 5 s, 8 Hz)-aracili kasilmalarin hizli basladigi ve 5-10 dakika
icinde pre-kontraksiyon diizeyine dondiigi goruldi. 8 Hz frekansta alinan maksimum
yanit 60 mM KCI kasilmasinin % 15.5 £ 3.7’si kadar oldu. 8 Hz'den daha asagi
frekanslardaki kasilmalarin boyu kiclik oldugundan sadece 8 Hz yanitlar izerinden
degerlendirme vyapildi. Ayrica, fenilefrin’in intraseliiler depolardan kalsiyum
saliverme 6zelligi nedeniyle sonuglarimizi etkileme olasihgl bulundugundan deneyler
on-kasilma olusturulmamis preparatlarda yani bazal tonus lzerinden sirdirdlda.
Bazal tonus dizeyinde dokularin 8 Hz uyariya verdigi yanitlar, 6n-kasiimali
arterlerinkinden anlamli bir farkhlik géstermedi (% 18.3 + 0.9). Bu kosullar altinda 30
dakika ara ile uygulanan EAU‘nun tekrarlanabilir kasilmalar olusturdugu gorildi (%

17.6 + 0.6) (Sekil 4.2.1.).
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Sekil 4.2.1. Sican izole mezenter arter halkalarinda kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracil

kasilma yanitlarinin 30 dakika ara ile tekrarlanmasi (n=6).

Mezenter arter halkalarinin LTKK agicisi BAY K 8644 (100 nM) ile inklibasyonu
EAU-aracil kasilmalari anlamli olarak potansiyalize ettigi (% 39.4 + 4.0) ve bu artmig
yanitin nifedipin (100 nM) varliginda belirgin bir bicimde bloke oldugu gozlendi (Sekil
4.2.2.). BAY K 8644’Un kendisi bazal tonusta herhangi bir degisiklik olusturmadi.
Kasilma boyunu biylUtmenin sagladigi dlcim kolayligi nedeniyle sonraki deneylerde

8 HZ'lik elektriksel uyarilar BAY K 8644 varliginda uygulandi.
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Sekil 4.2.2. Sican izole mezenter arter halkalarinda ekstraseliler kalsiyum uzaklastirildiginda EAU ile
elde edilen kasilma yanitlarina BAY K 8644 (100 nM) ve nifedipin’in (100 nM) etkisi. Degerler KCI (60
mM) kasiimasinin ylizdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama * standart hata olarak verildi (* kontrole

gore anlamli olarak farklidir, ** BAY K 8644’e gore anlamli olarak farkhdir, p<0.05, n=6).

Kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracih kasilma yanitlari endoteli
uzaklastinlmis dokularda degismedi (Sekil 4.2.3.). Benzer sekilde sodyum kanal
blokort TTX (1 uM) ve duyusal sinir uglarinin bosaltilmasini saglayan kapsaisin (10
M) varhginda da yanitlarda kontrole gére anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.2.3.).

60 mmm BAY K 8644, 100 nM
o BAY K 8644 + TTX, 1 uM

E= BAY K 8644 + Kapsaisin, 10 uM
ESS BAY K 8644 E ()

40 4

20 4
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I
|

i
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Sekil 4.2.3. Sican izole mezenter arter halkalarinda BAY K 8644 (100 nM) varliginda EAU ile elde edilen
kasilma yanitlarina TTX (1 uM), kapsaisin (10 uM) ve endotelin etkisi. Degerler KCI (60 mM)

kasilmasinin yiizdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama * standart hata olarak verildi (n=6).
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Daha sonra kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracilh kasiimalarin IPs
reseptor blokori 2-APB (100 uM) ve ryanodin reseptorleri araciligiyla SR’yi tiketen
kafein (20 mM) ile inklibasyondan nasil etkilendigi test edildi. 2-APB varliginda yanit
anlaml olarak azalirken (% 4.32 + 1.72), kafein inkibasyonu tamamen ortadan

kaldirdi (% 0.5 + 0.2) (Sekil 4.2.4.).
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Sekil 4.2.4. Sigan izole mezenter arter halkalarinda BAY K 8644 (100 nM) varliginda EAU ile elde edilen
kasilma yanitlarina IP; reseptor blokort 2-APB (100 uM) ve ryanodin reseptor modulatori kafeinin (20
mM) etkisi. Degerler KCl (60 mM) kasilmasinin ylzdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama + standart

hata olarak verildi (* BAY K 8644’e gore anlamli olarak farkhidir, p<0.05, n=6).

SR’deki kalsiyum pompasinin roliinii incelemek amaciyla mezenter arter
halkalari TAPS (1 uM) ve CPA (20 uM) ile inktbe edildi. Her ikisi de anlamli olarak
yanitlari azaltti (TAPS ile % 8.10 £ 1.52, CPA ile % 8.82 + 1.33, kontrol % 39.41 + 2.03)
(Sekil 4.2.5.).
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Sekil 4.2.5. Sigan izole mezenter arter halkalarinda BAY K 8644 (100 nM) varliginda EAU ile elde edilen
kasilma yanitlarina SERCA inhibitorleri TAPS (1 uM) ve CPA’nin (20 uM) etkisi. Degerler KCI (60 mM)
kasilmasinin ylizdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama + standart hata olarak verildi (* BAY K 8644’e

gore anlamli olarak farklidir, p<0.05, n=6).

Kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracili kasilmalarda IP3 yolaginin roli
olup olmadigini test etmek amaciyla dokular PLC inhibitorti U 73122 (10 uM) ve Rho
kinaz inhibitord Y 27632 (10 uM) ile inklibe edildi. Yanitlarin kontrol grubuna gore
anlaml olarak azaldigi bulundu (U 73122 igin % 6.32 + 1.58, Y 27632 igin % 8.99 *
1.91) (Sekil 4.2.6.).
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Sekil 4.2.6. Sican izole mezenter arter halkalarinda BAY K 8644 (100 nM) varliginda EAU ile elde edilen
kasilma yanitlarina PLC inhibitéri U 73122 (10 uM) ve Rho kinaz inhibitord Y 27632'nin (10 uM) etkisi.
Degerler KCl (60 mM) kasilmasinin ylizdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama + standart hata olarak

verildi (* BAY K 8644’e gore anlamli olarak farklidir, p<0.05, n=6).
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4.3. Kalsiyumsuz Ortamda Yiiksek Potasyum ile Olusan Kasilma Yanitlari

Kalsiyumsuz ortamda elde ettigimiz EAU-aracili kasilmalarin, diiz kas hiicre
membraninin  baska bir yontemle depolarizasyonuna baglh kasilmalarla
benzerligini/farkliigini ortaya koymak icin mezenter arter halkalarinin 40 mM
potasyuma verdigi vyanitlar incelendi. Olusan kasilmalarin amplitidid kiglk
oldugundan (% 1.83 £ 0.77) bunlar da 100 nM BAY K 8644 ile potansiyalize edildi (%
22.01 + 1.08). Daha sonra 30 dakika ara ile tekrarlandiginda kasilmanin belirgin
sekilde baskilandigi goruldi (% 1.2 + 0.8) (Sekil 4.3.1.).
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Sekil 4.3.1. Sican izole mezenter arter halkalarinda kalsiyumsuz ortamda BAY K 8644 (100 nM)
varliginda 40 mM potasyum ile elde edilen depolarizasyona bagli kasilma yanitlarinin 30 dakika ara ile
tekrarlanmasi. Degerler KCl (60 mM) kasilmasinin ylizdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama * standart

hata olarak verildi (*BAY K 8644’e gére anlamli olarak farkhdir, p<0.05, n=6).

Kalsiyumsuz ortamda BAY K 8644 varliginda 40 mM potasyum ile olusan
kasilma yanitlari nifedipin (100 nM) tarafindan bloke edildi. Benzer sekilde 2-APB (100
uM), kafein (20 mM), TAPS (1 uM), U 73122 (10 uM) ve Y 27632 (10 uM) ile inklibe
edilen dokularda da kalsiyumsuz ortamda elde edilen 40 mM potasyum-aracili

kasilmalar anlamli olarak azaldi (Sekil 4.3.2.).
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Sekil 4.3.2. Sican izole mezenter arter halkalarinda kalsiyumsuz ortamda 40 mM potasyum ile elde
edilen depolarizasyona bagli kasiima yanitlarina BAY K 8644 (100 nM), nifedipin (100 nM), 2-APB (100
uM), kafein (20 uM), TAPS (1 uM), U 73122 (10 uM) ve Y 27632’nin (10 uM) etkisi. Degerler KCl (60
mM) kasiimasinin ylizdesi cinsinden ifade edildi ve ortalama * standart hata olarak verildi (* kontrole

gore anlamli olarak farklidir, ** BAY K 8644’e gore anlamli olarak farkhdir, p<0.05, n=6).
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz ilk 6nemli bulgu sican mezenter arterinde
LTKK’larin blokaji ile hiicre igine kalsiyum girisinin kisitlanmasinin EAU ile elde edilen
gevseme yanitlarini inhibe etmesi olmustur. Bu sonug, LTKK’nin inhibisyonunun her
zaman vazodilatasyon lehine g¢alisan bir mekanizma olmayabileceginin isareti
sayllabilir.

Daha 6nce yaptigimiz calismada sican izole mezenter arterinde EAU-aracili
gevsemenin biylk oranda diiz kastaki BKca kanallarinin aktivasyonuna bagh oldugunu
gostermistik (1). BKca kanallarinin  aktivasyonu icin sitozoldeki kalsiyum
konsantrasyonunun artmasi gerekir. Bu artisi saglayan, LTKK'dan hiicreye giren
kalsiyumun bir dizi mekanizmayi tetiklemesi sonucu olusan kalsiyum sparklardir.
Normalde ¢izgili kas ve kalp kasinda oldugu gibi damar diz kasinda da hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonundaki global bir artis kasiimaya neden olur. Oysa kalsiyum
sparklari, BKca kanallari araciligiyla membrani hiperpolarize ederek LTKK’nin
kapanmasina ve boylece sitozol genelinde kalsiyum konsantrasyonunun diismesini
saglayarak gevsemeye neden olur (39). Boylece LTKK araciligi ile hiicre icine giren
kalsiyum bir taraftan sitoplazma genelinde kalsiyum artisi yaparak kasilmayi
tetiklerken, bir taraftan da -damar tonusunun durumuna bagl olarak- kalsiyum
sparklarinin amplitidini ve frekansini artirarak hiperpolarizasyonu indikler. Bu olay
¢alismamizda EAU-aracili gevseme yanitlarinin nifedipin tarafindan inhibe edilmesini
aciklayabilir. Nifedipin’in bu etkisinin direk olarak BKca kanalini bloke etmesine bagl
olma ihtimali yoktur, zira bu kanallarin agicisi NS 1619 ile indiklenen gevsemeler
nifedipin’den etkilenmemistir. Ayrica kobay kohlear arterinde gosterildigi (izere
endotelyal SKca ve/veya IKca kanallarinin nifedipin tarafindan bloke edilme olasiligi da
bu calisma icin gecerli degildir (44), zira deneylerimiz endoteli harap edilmis
arterlerde yapilmistir. Buna karsilik verapamil’in de nifedipin gibi inhibisyon yapmasi
LTKK’'nin EAU-aracili gevsemeden sorumlu asil kanal oldugunu gliclendirmektedir.
Bildigimiz kadariyla ¢calismamiz BKc, aracili gevsemelerin LTKK blokaji ile dnlendiginin

gosterildigi ilk calismadir. Bizi destekleyen bir arastirmada sican koroner dolasiminda
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hiperpolarizasyon-aracili vazodilatasyonun nifedipin ile azaltildig1 bildirilmistir (45).
Bunun herhangi bir patofizyolojik anlami olup olmadigini henlz bilmiyoruz. Ancak,
ilag etkilesimi agisindan 6nem tasiyabilir. S6yleki; LTKK blokdérleri, birlikte verilmeleri
halinde BKca kanal agicilarinin etkinliginde azalmaya neden olabilir.

Diger taraftan, BAY K 8644 varliginda EAU-aracili gevseme yanitlarinin
artmamasi bizim igin beklenmedik bir sonug olmustur (data verilmedi). Bunun nedeni
EAU’nun membrani depolarize ederek hiicre icine kalsiyum girisini saglamasi olabilir,
zira BAY K 8644 istirahat membran potansiyelini degistirmeden LTKK'y1 aktive
etmektedir (46). Sican serebral arterinde yapilan bir calismada BAY K 8644'(in spark
frekansini yaklasik iki kat artirdigi gosterilmis ancak bu artisin gevseme ile iliskisine
dair herhangi bir kanit sunulmamistir (39).

Calismamizdan elde ettigimiz ikinci 6nemli bulgu ise banyo ortamindan
kalsiyumun uzaklastirilmasinin ~ EAU-aracili  gevsemeleri ayni  stimulasyon
parametrelerinde frekansa bagli kasilmalara dontstiirmesidir. Bu da bizim igin
beklenmedik bir bulgu idi ¢clinkii amacimiz ekstraseliler kalsiyumu uzaklastirarak EAU
gevseme yanitlarinda nifedipin’in yaptigi gibi bir inhibisyon olusturmak ve boylece
hiicre icine kalsiyum girisi engellendiginde BKca kanal aktivasyonunun bozuldugu
savini gug¢lendirmekti. Kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracili kasiimalarin sinir
aracih olup olmadigini degerlendirmek amaciyla ortama néronal sodyum kanal
blokéri TTX eklendiginde kasilmalarin degismedigi gorildi. Bazi C-grubu primer
aferent sinir liflerinde TTX’e direngli sodyum kanallarinin bulunmasi nedeniyle (47)
uyguladigimiz elektriksel uyarilarin TTX’e ragmen duyusal sinirleri aktive etme olasiligi
vardir. Bu nedenle calismamizda, EAU’nun neden oldugu kasilma yaniti Uzerine
kapsaisin’in etkisi de incelendi. Duyusal sinir ucunda vaniloid tip reseptorleri aktive
ederek noropeptit saliverilmesine ve ardindan bu sinirlerde desensitizasyona neden
olan kapsaisin’in de (48, 49) yanitlari etkilememesi sican izole mezenter arter
halkalarinda kalsiyumsuz ortamda elektriksel uyariyla elde edilen kasilmalarin sinir
aracitll olmadigini gug¢lendirdi. Yanitlarda endotel kokenli kasici ajanlarin da bir
rolinin olmadigi séylenebilir zira endoteli hasarlanmis dokularda kasilmalar

degismedi. Kasilma amplitidiniin disiik olmasi sebebiyle ortama eklenen LTKK
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agicisi BAY K 8644 yanitlarin belirgin sekilde artmasini sagladi. BAY K 8644’ln
kendisinin bazal gerimde bir degisiklik yapmamasi, buna karsilik EAU ile indlklenen
kasilmalari potansiyalize etmesi bu ajanin LTKK'yi membran potansiyelini
degistirmeden actigini dislindirmektedir. Nitekim, tavsan pulmoner arterinde
yapilan bir calismada BAY K 8644’Gin membran potansiyelini degistirmeden kanall
aktive ettigi goOsterilmistir (46). Kalsiyumsuz ortamda EAU-aracih kasiimalarin
nifedipin ile bloke olmasi, bu yanitlarda da LTKK’nin rol oynadigini géstermektedir.
Boyle bir etki ilk kez sican basiler arter miyositlerinde gosterilmis, ancak o ¢alismada
kalsiyumsuz ortamda kasilma bizimkinden farkh olarak yiksek potasyum ile
saglanmistir (50). Daha sonra bu olay yeni bir eksitasyon-kontraksiyon kenedi olarak
yorumlanmis ve “kalsiyum kanal ile indiklenen kalsiyum saliveriimesi” diye
isimlendirilmistir (50). Mekanizmasi kisaca, ekstraselller kalsiyum yoklugunda
LTKK'da meydana gelen voltaja bagh bir konformasyonel degisim sonucu G-
proteininin aktive olmasi ve IP3 Uretiminin uyarilmasi seklinde agiklanmaktadir (51).
IPs‘de bilindigi gibi SR membraninda bulunan kendi reseptérini aktive ederek
sitoplazmaya kalsiyum saliverilmesine neden olur. Boéylece LTKK’lar lizerinden hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonu artmakta ve kasilma meydana gelmektedir (51). Bu yeni
eksitasyon-kontraksiyon kenedinin daha sonra domuz ve insan koroner arter
miyositlerinde de varligi gosterilmistir (52). Calismamizda EAU-aracili kasilmalarda da
bu kenedin rol oynadigina dair glicli ipuglari vardir. Bunlardan biri BAY K 8644 ile
biylyen kasilmalarin nifedipin’le bloke olmasi, bir digeri de IP3 reseptor blokori 2-
APB’nin ve kafein‘in yanitlari inhibe etmesidir. Oysa basiler arter miyositlerinde
yuksek potasyum aracili kasilmalarin 2-APB varliginda inhibe oldugu, kafein ile
degismedigi bildirilmistir (50). Kafein disik konsantrasyonda (<5 mM) ryanodin
reseptorlerini uyarirken yiksek konsantrasyonda glgli bir sekilde kalsiyum
salivererek SR’nin tilkenmesine neden olur. Bizim deneylerimizde kafein 20 mM,
diger calismada ise 5 mM olarak kullaniimistir. iki yanit arasindaki farkliligin kullanilan
kafein konsantrasyonundan ileri geldigi s6ylenebilir. Nitekim ylksek potasyum ile
yaptigimiz deneylerde ayni miktar kafein kasilmayi ortadan kaldirmistir. Elde ettigimiz

sonuclar SR’de depolanan kalsiyumun EAU-aracili  kasilmadaki 6nemini
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gostermektedir. Sitoplazmaya saliverilen kalsiyum SR Uzerinde bulunan SERCA
aracihg ile geri alinir. TAPS ve CPA bu pompayi LTKK'y1 etkilemeden selektif olarak
inhibe eden ajanlardir ve bunlarla inkiibasyon yanitlarda anlamli bir diistis meydana
getirmistir. EAU-aracili kasilmalarin PLC'nin selektif inhibitori U 73122 varliginda
azalmasi ise LTKK’larin konformasyonel degisime ugrayarak IPs yolagini tetikledigi
iddiasini desteklemektedir. Bu iddiayi ortaya atanlar daha sonra RhoA/ROCK
yolaginin da buna eklemlendigini ileri siirmuslerdir (53). Nitekim bizim ¢alismamizda
da Rho kinaz inhibitori Y 27632 varliginda yanitlarin inhibe olmasi, EAU-aracili
kasilmalarin da ayniyolagi kullandigini kanitlamaktadir. LTKK aktivasyonu ile baslayan

bu yolagin sematize edilmis sekli asagida verilmistir (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. Kalsiyumsuz ortamda elde edilen EAU-aracili kasiimalarin hipotetik mekanizmasinin sematik

gosterimi.
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Mezenter arter halkalari kalsiyumsuz ortamda EAU yerine yliksek potasyum
ile depolarize edildiginde, yine BAY K 8644 ile amplifiye olan kasiimalar elde edildi. Bu
yanitlar EAU kasilmalarini azaltan biitlin ilaglar tarafindan benzer sekilde inhibe oldu.
Bu bulgu, kalsiyumsuz ortamda damar diiz kas membrani ne sekilde depolarize
edilirse edilsin kasilmaya giden yolagin degismedigini gosteriyor. Aralarindaki tek fark
ylksek potasyum ile elde edilen yanitlarin tekrarlanamamasidir. Hiicre ici kalsiyum
Olclimi yapma olanagimiz bulunmadigindan sadece fonksiyonel yanitlar Gzerinden
bu farkhhgi agiklamak mimkin degildir.

Bu calisma EAU’nun da yliksek potasyum gibi kalsiyum kanali ile indiiklenen
kalsiyum saliverilmesini tetikledigini gosteren ilk calismadir. BAY K 8644, EAU-aracili
yanitlari bayutirken kendisi tek basina kasilma olusturmamaktadir. Bu durumun BAY
K 8644’lin membran potansiyelini etkilemeden direk kalsiyum kanalini agmasindan
ileri geldigi sanilmaktadir. Ote yandan sican basiler arterinde kalsiyumsuz ortamda bir
diger LTKK acicisi olan FPL-64176'nin kendisinin de kasilmaya neden oldugu
bildirilmistir (52). Bu farklihk FPL-64176’nin kanal icinde baglandigi yerin BAY K
8644’(in baglandigi bélgeden ayri olmasindan kaynaklanabilir (54).

Ote yandan reseptore- ve/veya depoya- bagimli kalsiyum kanallari gibi
voltajdan bagimsiz kalsiyum kanallarinin da EAU-aracili kasilmalardan sorumlu
olabilecegi akla gelebilir. Bunlardan reseptére-bagimli kalsiyum kanallarinin rolinin
olmasi pek mimkin gorilmemektedir zira deneylerimizde bu kanallari aktive
edebilecek bir reseptor agonisti kullanilmamistir. Diger olasiliga gelince; her ne kadar
2-APB’nin 25 uM’in Gstlindeki konsantrasyonlarda depoya-bagimli  kalsiyum
kanallarini inhibe etme kapasitesi olsa bile (55, 56) bu kanallarin EAU’nun etkisine
karismis olmasi zordur, zira ekstraseliler kalsiyum yoklugunda fonksiyonlarini devam
ettirdiklerine dair literatlirde bir kanit yoktur (56). Ayrica, deney kosullarimizda
nifedipin inklibasyonu sonrasinda geride kalan kasilmanin ¢ok az olmasi da LTKK
disindaki diger kanallarin bu yanitin olusmasina 6nemli bir katkida bulunmadiklarini
desteklemektedir.

Kalsiyum kanali ile indiklenen kalsiyum saliverilmesinin fizyolojik/patolojik

onemi bilinmemektedir. Hipoksik kosullarda memeli koroner arterinde bu
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mekanizma-aracili kasilmalarin azalmasi, hipokside meydana gelen vazodilatasyona
katkida bulundugunun iddia edilmesine yol agmistir (52). Ayrica LTKK geni silinmis
farelerin aortalarinda bu mekanizmanin ortadan kalkmasi, LTKK'nin intraselller sinyal
yolaklariyla baglantili yeni bir fonksiyonel roliiniin olduguna isaret edebilir (57).
Bununla birlikte, kalsiyum kanali ile indiklenen kalsiyum saliverilmesinin
mekanizmasinin aydinlatilacagi ve eksitasyon-kasilma kenedi ile iligkisinin
gOsterilecegi yeni calismalara gereksinim vardir.

Sdrtiinme stresine (shear stress) veya EAU’ya maruz kalmis hiicrelerin benzer
reaksiyonlar gostermesi nedeniyle (58, 59), onceki calismamizda EAU’nun sirtiinme
stresinin vaskiler reaktivite Gzerindeki etkisinin arastirilmasinda uygun bir arag
olabileceginiileri sirmustik (1). Kan akiminin pulsatil dogasindan kaynaklanan damar
duvarinin gerilmesi, vaskiiler diz kaslarda meydana gelen bir diger mekanik
uyarandir. Gerimin hicre ici depolardan kalsiyum saliverilmesine neden olarak
sitozoldeki kalsiyum konsantrasyonunu artirdigina dair literatiirde kanitlar vardir (60-
62). Ayrica gerimin, bizim bulgularimiza benzer sekilde, non vaskiiler diiz kaslarda
hiicre icine kalsiyum girisine gerek duymadan depolardan kalsiyum saliverdirdigi de
gosterilmistir (63). Bu nedenlerle EAU’nun mekanik stresin vaskiiler miyojenik tonus
Uzerindeki etkisinin incelenmesinde uygun bir deneysel ara¢ olabilecegi dikkate

alinmahdir.
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6. SONUC ve YORUM

Bu calismada 6n-kasilma olusturulmus sican izole mezenter arterlerinde EAU
ile elde edilen gevseme yanitlarinin ortamdan kalsiyum uzaklastirildiginda kasilmaya
donlstugl ve her iki yanitin da LTKK nin aktive olmasi ile meydana geldigi bulundu.
ilging olarak, bu kanallari bloke eden nifedipin, verapamil gibi ilaclarin, normalde
antihipertansif amagla kullaniimalarina karsin, farkh bir mekanizma ile vazodilatasyon
yapan EAU’nun bu etkisini ortadan kaldirdigi gorildi. Bu sonug, LTKK inhibisyonu ile
damarlarda her zaman gevsemeye yonelik bir etkinin olusmayabileceginin akilda
bulundurulmasi gerektigini gosteriyor.

Calismamizda, ekstraseliiler kalsiyum yoklugunda elde edilen EAU-aracili
kasiimalarin “kalsiyum kanali ile indiiklenen kalsiyum saliverilmesi” diye tanimlanan
yeni bir eksitasyon-kontraksiyon kenedi yolu ile gerceklestigine iliskin acik kanitlar
vardir. Boylece, ilk kez yiiksek potasyum ile depolarize edilmis damarlarda gosterilmis
olan bu olayin EAU ile de tetiklendigi ortaya konmustur. Bunun fizyolojik ya da
patolojik anlami hentiz bilinmemektedir. Ancak, kalsiyumun damar diz kasinin
mekanik yanitlarinda oynadigi roliin sanilandan daha karmasik mekanizmalar ve/veya
yolaklar Gzerinden yiridigune iliskin ipuglar tasimaktadir. Ayrica, eger EAU’'nun
sirtiinme stresi olayina model olma varsayimi dogru ise, slirtiinme stresinin de bu
mekanizmayi tetiklediginin gosterilmesi olayin fizyolojik 6neminin anlasiimasina
onemli bir katki yapabilir. Sonugta bu c¢alisma ortamin kalsiyum durumuna bagl
olarak LTKK aktivasyonunun arteryal kasilmaya ya da gevsemeye neden olmasini
saglayarak, bir hiicrede ayni ulagin iki zit fizyolojik fonksiyonu yerine getirebilmesine

iliskin carpici bir 6rnek olusturmustur.
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