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OZET

Bu ¢aligmanin ilk amaci koyun izole pulmoner arter ve venlerinde resveratroliin
etkisi ve neden oldugu vazodilatasyonda NOS ve COX inhibisyonunun roliinii
aragtirmaktir. Ikinci amacimiz ise hipoksiye bagli vazokonstriksiyonda resveratroliin
etkilerini belirlemektir. izole edilen pulmoner damarlar, icinde Krebs-Henseleit ¢dzeltisi
bulunan organ banyosuna asilmistir. izometrik kasilmalar izometrik transdiisir ile
baglantili bilgisayarli poligraf sistemi ile kaydedilmistir. L-NAME (10'4M) ve
indometazin (IO'SM) NO’nun ve COX iirtinlerinin roliinii arastirmak i¢in kullanilmistir.
L-NAME ve indometazin prekontakte izole pulmoner damarlarda resveratroliin neden
oldugu konsantrasyon bagimli vazodilatasyonu etkilememistir. Pulmoner venlerde
resveratrol (20uM), U46619 (10°M) ile ortaya ¢ikan kasilma cevabini anlamli bir
sekilde azaltmustir. Ama pulmoner arterlerde resveratrol varliginda, 5-HT(10°M)’nin
neden oldugu kontraksiyon degismemistir. Bu sonuglar resveratroliin neden oldugu
vazodilatasyonun NO ve COX aracilikli bir mekanizma ile ger¢ceklesmedigini
diisindiirmektedir. Bu verilere ek olarak resveratrol varliginda, U46619 ile prekontrakte
edilen pulmoner venlerde hipoksiye bagli pulmoner vazokonstriksiyonun (HPV) azaldig
da saptanmistir. Ancak 5-HT ile prekontrakte edilen pulmoner arterlerde HPV
cevabinda bir degisim gézlenmemistir.

Calismamiz koyun izole pulmoner arter ve venlerinde resveratroliin neden
oldugu vazodilatasyona (a) NO ve prostanoitlerin aracilik etmedigini (b) resveratroliin

prekontrakte venlerde HPV’yi inhibe ettigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Resveratrol, Pulmoner ven, Pulmoner arter



ABSTRACT

The first aim of this study was to investigate the effect of resveratrol on and the
role of NOS and cyclooxgenase inhibition on resveratrol-induced vasodilatation in sheep
isolated pulmonary arteries and veins. The second aim is to determine the role of
resveratrol on hypoxia induced vasoconstriction. Isolated pulmonary vessels were
suspended in an organ bath filled with Krebs-Henseleit solution. Isometric contractions
were recorded continuously via an isometric transducer connected to a computerized
polygraph system. L-NAME (10™*M) and indomethacin (10°M) were used to investigate
the role of NO and cyclooxygenase product. Resveratrol induced concentration-
dependently vasodilatation was unaffected by L-NAME or indomethacin in
precontracted isolated pulmonary vessels. In our experiments we observed that
resveratrol (20puM) significantly decreased the contractile responses of U46619 (10°M)
in pulmonary veins. But 5-HT- induced contraction was not changed in the presence of
resveratrol in pulmonary arteries. These results suggest that vasodilatation induced by
resveratrol is not NO or COX mediated mechanisms. In addition to these data, in the
presence of resveratrol, hypoxia induced pulmonary vasoconstriction was decreased in
pulmonary veins precontracted with U46619 but not in pulmonary arteries precontracted
with 5-HT.

Our study showed that: (a) resveratrol induced vasodilatation in sheep isolated
pulmonary arteries and veins are not mediated via NO or prostanoids, (b) resveratrol

reduced HPV in precontracted veins.

Keywords : Resveratrol, Pulmonary arteries, Pulmonary veins
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LDL Diisiik dansiteli lipoprotein
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1. GIRIiS VE AMAC

Cesitli bitkilerin mantarlara kars1 yanit olarak sentezledigi flavanoit yapili
fenolik bilesiklerden biri olan resveratroliin kalp damar hastaliklar1 agisindan koruyucu
bir etkinliginin oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim pek ¢ok arastirmada (Frankel ve ark.,
1993; Demrow ve ark.,1995; Perez ve ark., 2002) resveratroliin antioksidan,
antitrombotik, antienflamatuar etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte
resveratroliin izole damar preparatlarindaki vazodilator etkinligine iliskin fazla caligma
yoktur. Bu konuda yapilan az sayidaki arastirmalarin bir kisminda (Flesch ve ark.,1998;
Diebolt ve ark., 2001) resveratroliin nitrik oksit (NO) aracilikli bir gevseme yanitina
neden oldugu vurgulanmaktadir. Dilatasyonun voltaj bagimli K kanallarma bagl
oldugunu gosteren sonuglar da (Orsini ve ark., 2004) vardir. Bugiine kadar resveratroliin
pulmoner damar toniisii iizerine etkinligine iliskin bir ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle
sunulan bu aragtirmada izole pulmoner arter ve ven preparatlarinda resveratroliin damar
tonusu lizerine etkisini belirlemek amacglanmistir. Ayrica bu etkide NO aracilikli bir
mekanizmanin olup olmadiginin arastirilmasi da planlanmistir. Calismamizda pulmoner
dolagim icin 6nemli olan siklooksijenaz (COX) enzim iiriinleri ile resveratrole bagh
yanit arasindaki iliskinin degerlendirilmesi de diisiiniilmiistiir.

Pek ¢ok yoni ile sistemik dolasimdan farkli o6zellikler gosteren pulmoner
dolasimin hipoksiye yanitinin vazokonstriksiyon oldugu bilinmektedir. Fizyolojik
kosullarda bu yanit akcigerlerde ventilasyon perfiizyon oranmin en iyi sekilde
sirdiriilmesi ve diizenlenmesi i¢in gereklidir. Ancak hipoksik pulmoner
vazokonstriksiyon (HPV), astma, atelektazi, akut solunum yetmezligi sendromu (ARDS),
pnomoni gibi pulmoner hipertansiyonun eslik ettigi ¢esitli hastaliklarda bir sorun olarak
ortaya gikmaktadir. Izole pulmoner arterlerde ve venlerde yapilan galismalar hipoksiye
bagl kasilmanin innervasyondan, parenkimal ve bag dokusundan bagimsiz oldugunu

ortaya koymustur. Prekapiller arteriollerin  hipoksiye bagli olarak olusan



vazokonstriksiyonda baglica etki bolgesi oldugu bilinmekle birlikte venlerde de
hipoksiye bagli vazokonstriksiyon gelistigi gosterilmistir. Bu nedenle g¢aligmamizda
normoksik kosullarda pulmoner tonus {izerine etkinligi degerlendirilen resveratroliin
hipoksik kosullarda gelisen pulmoner kontraksiyonu nasil etkilediginin arastirilmasi da

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pulmoner Dolasim

Normal yetiskin pulmoner dolasimi diisilk basingli ve diisiik direngli bir
dolagimdir. Akciger dolasiminda aktif faktorler olarak degerlendirilebilecek birbiriyle
iliskili 3 esas durum goéze carpmaktadir: Oksijen konsantrasyonu, endotel kaynakli
vazoaktif maddeler ve pulmoner damar diiz kas hiicreleri (Reeves ve Rubin, 1998).
Bunun disinda akciger dolasimini bazi pasif faktorler de kontrol etmektedir. Bunlar kalp
debisi, sol atrial basing, interstisyel basing ve damar tikanikligidir. Pasif faktorler de
bazi 6nemli olaylarda rol oynamakla birlikte pulmoner dolagim temel olarak aktif
faktorlerin kontrolii altindadir (Barnes ve Liu, 1995).

Akciger dolasimi {i¢ damarsal boliimden olusmaktadir. Yerlesimlerine gore
sirasiyla bunlar arterler, mikrodamarlar ve venlerdir. Pulmoner arterlerin diiz kas
tabakas1 sistemik arterlere gore daha incedir. Pulmoner venler de yapisal olarak
pulmoner arterlere benzemektedirler ancak diiz kas tabakalar1 daha azdir. Pulmoner
arterlerin kasilmasi pulmoner basincin yiikselmesine ve buna bagli olarak sag kalpte
basincin artmasma, pulmoner venlerin kasilmasi ise kapiler basincin artmasina ve
pulmoner 6dem gelismesine neden olmaktadir (Barnes ve Liu, 1995).

Pek cok kalp ve akciger hastaliklarinin gelisiminde pulmoner dolasimin 6nemi
bliyliktiir. Buna pulmoner damarlarin yapisinda ortaya ¢ikan degisiklikler eslik
etmektedir (Reeves ve Rubin, 1998). Pulmoner basincin kronik olarak yiikselmesi
fibrozisle birlikte yeniden yapilanmayr baglatir. Bu da Ozellikle intimal tabakada
olmaktadir. Sonugta diiz kas tabakasi kalinlasmakta ve kontrol mekanizmalarinda

degisiklikler meydana gelmektedir (Barnes ve Liu, 1995).



2.1.1. Pulmoner damar direncinin diizenlenmesi
Noronal mekanizmalar

Otonom sinir sistemi hem fizyolojik hem de patofizyolojik kosullarda pulmoner
kan akimimi diizenleyebilir. Pulmoner dolagimda, kolinerjik innervasyonun etkinliginin
adrenerjik innervasyona gore daha az oldugu gosterilmistir (Barnes ve Liu, 1995).
Kolinerjik sinir liflerinin dagiliminda tiire bagh degisiklikler belirlenmistir. Asetilkolin
damarin Onceki gerimine bagli olarak hem vazodilator hem de vazokonstriktor
olabilmektedir (Catravas ve ark., 1984).

Pulmoner dolagim adrenerjik ve kolinerjik innervasyon disinda nonadrenerjik
nonkolinerjik (NANK) sinirlerle de innerve edilmistir. Bu sistemin mediyatdrlerinden
adenozin trifosfat (ATP) eksitator; kalsitonin geni ile iliskili peptit (CGRP), NO ve P
maddesi ise inhibitor transmitterleridir (Barnes ve Liu, 1995). Tablo 2.1.’de pulmoner

damarlarda belirlenen otonomik reseptorler ve aracilik ettigi olaylar 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Pulmoner damarlarda otonomik reseptorler (Barnes ve Liu, 1995).

Reseptor Alt tip Yamt Endotele
bagimhihk

Adrenerjik o Kasilma Yok

o Gevseme Var
Muskarinik M; Gevseme Var
Purinerjik Py Kasilma Var

Py, Gevseme Var
Tasikinin NK; Gevseme Var

NK, Kasilma Yok
VIP ? Gevseme Var / Yok
CGRP ? Gevseme Yok




Refleks mekanizmalar

Pulmoner dolagim santral ve lokal refleks mekanizmalarin kontrolii altinda
calismaktadir. Hipotalamik intergratif alanin uyarilmasinin pulmoner kompliansta
azalmaya neden oldugu anlasiimistir (Uzun O, 1998). Medullanin C-1 alaninmn
uyarilmast da pek c¢ok deneyde sempatik sistem araciligt ile pulmoner
vazokonstriksiyona neden olmaktadir (Uzun O, 1998). intrakraniyal basincin yiikselmesi
de Cushing refleksi yoluyla pulmoner vazokonstriksiyona neden olmaktadir. (Uzun O,
1998)

Pulmoner toniis periferik kemoreseptorler ve baroreseptorler tarafindan da
modiile edilir. Deneysel kosullara bagli olarak bir uyar1  karotit ya da aortik
kemoreseptorler araciligi ile pulmoner damar direncinde artmaya ya da azalmaya neden
olabilmektedir. Ancak pulmoner direnci etkilemedigi de bulgular arasindadir. Karotit ya
da aortik baroreseptdrlerin uyarilmasi ise refleks olarak pulmoner vazodilatasyona neden

olabilmektedir (Uzun O, 1998).
Hiimoral mekanizmalar

Hiimoral kontrol mekanizmalar1 fizyolojik kosullara uyumlu yanit olusumu
acisindan onemlidir. Cok sayida mediyatoriin ve hormonun pulmoner damar direncinin
diizenlenmesine katkida bulundugu bilinmektedir. Bu maddelerden bazilar1 ve aracilik
ettikleri yanit Tablo 2.2°de verilmistir. Yas, tiir, deneysel kosullara bagli olarak alinan
yanitlarda farkliliklar izlenebilmektedir (Barnes ve Liu, 1995) .

Tablo 2.2. Pulmoner damarlardaki hiimoral reseptorler

Reseptor Alt tip Yamt Endotele bagimlihik
Adenozin Ay Kasilma Yok
A, Gevseme Yok
Angiotensin AT Kasilma Yok
Atrial natritiretik peptit ANP, Gevseme Yok
ANPg Gevseme Yok
Bradikinin B,? Gevseme Var
B, Gevseme Var




Endotelin ETa Kasilma Yok
ETg Gevseme Var
Histamin (HA) H; Gevseme Var
H, Gevseme Yok
Serotonin (5-HT) 5-HT; Kasilma Yok
5-HT,. | Gevseme Var
Tromboksan TP Kasilma Yok
Vazopressin Vi Gevseme Var

Tablo 2.2. devami

1970’lerin sonlarina dogru vazodilator bir madde olan prostasiklin (PGI, ) ve
vazokonstriktéor bir madde olan tromboksanin (TXA;) bulunup 0zelliklerinin
tanimlanmasindan sonra pulmoner dolasimin kontroliinde endotel hiicrelerinin anahtar
bir role sahip oldugu anlasilmistir (Bakhle ve Ferreira, 1985). Sekil 2.1.” de ¢esitli
uyarilara yanit olarak endotelde iiretilen ve pulmoner tonusun kontroliine katilan

vazokonstriktor maddeler sematik olarak olarak sunulmustur.
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Sekil 2.1. Cesitli uyarilara yanit olarak endotelde iiretilen ve pulmoner tonusun

kontroliine katilan vazokonstriktér maddeler. Reeves ve Rubin (1998)’ndan alinmistir.

Pulmoner damar direncinin kontroliinde Nitrik oksitin rolii:



1980 yilinda Furchgott’in endotelden saliverilen gevsetici bir faktori
tanimlamas1 ve daha sonra bu faktoriin NO oldugunun anlasilmasi akciger fizyolojisi ve
patolojileri agisindan Onemli bir arastirma alanim1 da agmis oldu (Furchgott ve
Zawadzki, 1980; Ignarro ve ark., 1987).

NO, nitrojen ve oksijen atomlarinin karistmindan olusmus gaz yapisinda bir
maddedir (Clini ve Ambrosino, 2002). Yagda ¢ozlintirliigii yliksek oldugundan biyolojik
membranlardan kolaylikla gecebilir. Yarilanma Omriiniin ise c¢ok kisa oldugu
anlagilmigtir (Ignarro ve ark., 1987). Damarlarda NO sentezi baslica kayma gerilimi
(shear stres) ile tetiklenmektedir. Bu olay kanin endotel ylizeyinde olusturdugu mekanik
etki olarak ifade edilebilir. Endotel hiicreleri bu mekanik etki ile sekil degisikligine
zorlanirken hiicre iskeleti yolu ile hiicre i¢ine sinyaller gondermektedir. Bu olay protein
kinaz B aktivasyonu ve endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin fosforilasyonu
ile sonuclanmaktadir. Boylece endotel hiicresinden NO saliverilmesi ger¢eklesmektedir.
flging olarak bu sekilde NO iiretimi i¢in Ca* gerekmemektedir. eNOS un fosforilasyonu
yeterlidir. Diger taraftan hiicre i¢i Ca'™ diizeylerini arttiran bilesiklerin de damar
endotelinde kalsiyuma bagimli bir enzim olan eNOS enzimini aktive ettigi anlagilmistir
( Biiyilikafsar ve ark., 1999). L-argininden baslayarak NO sentezini saglayan NOS’un ii¢
ayr1 izoforma sahip oldugu bilinmektedir. Bunlar: endoteliyal NOS (eNOS/NOS3),
indiiklenebilir NOS (iNOS/NOS2) ve noronal NOS (nNOS/NOS1)’dur (Le Cras ve
McMurtr, 2001).

Pulmoner damarlarda endojen NO ve nitrik oksit donoérleri ile olusan
vazodilatasyonun mekanizmasi esas olarak guanilat siklaz aktivasyonu sonucu Siklik
guanozin monofosfat (cGMP) diizeylerinin yiikselmesi ile agiklanmaktadir (Ignarro ve
ark., 1986; Waldman ve Murad, 1987). (Sekil-2) NO’ya bagl dilatasyonun pulmoner
venlerde pulmoner arterlere gére daha fazla oldugunun gosterildigi arastirmalar vardir
(Edwards ve ark., 1984; Zellers ve ark, 1994; Feletou ve ark., 1995; Arrigoni ve ark.,
1999; Back ve ark., 2002). Pulmoner damar tonusiiniin kontroliinde NO’nun 6nemine
dikkat ceken bir bagka calismada ise eNOS geni ¢ikarilan farelerde normal atmosfer

basinci altinda hafif pulmoner hipertansiyon gelistigi saptanmistir (Fagan ve ark., 1999).



Pulmoner dolasimda damar direncinin diizenlenmesinde NOS ve COX enzimleri
arasinda karsilikl1 bir etkilesim olabilecegi, birinin inhibisyonunun digerinin aktivitesini
degistirebilecegi varsayimi da degerlendirilmistir (Liu ve ark., 1996). Bu degerlendirme
sonucunda normoksik kosullarda NOS aktivitesinin COX blokajindan sonra arttig
gosterilmistir. 1zole perfiize sigan akcigerinde ise COX aktivitesi NOS blokajindan sonra
artmaktadir. Bu etkilesimlerin hipoksinin eslik ettigi patolojik kosullarda pulmoner

direnci nasil etkileyecegi ilging bir arastirma konusu olabilir.
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Sekil 2.2. NO aracilikli gevsemenin mekanizmasi. Giimiisel (2005)’den

almmustir.

Pulmoner damar direncinin kontroliinde prostaglandinlerin rolii:

Cok sayida prostanoidin pulmoner endotel hiicreleri tarafindan tiretilebildigi ve
metabolize edilebildigi bilinmektedir. Insan pulmoner arterinde dért tip prostanoit
reseptorii belirlenmistir (Jones ve ark., 1997)

1. TXA, reseptorleri : Vazokonstriksiyona aracilik ederler. BAY U-3405, GR 32,191 ve
EP 169 gibi maddelerle antagonize edilebilirler.

2. Prostaglandin EP3 reseptorleri: Kasilma yanitina aracilik ederler.



3. Prostaglandin EP2 reseptorleri: PGE,’ye bagli vazodilatasyon yanitina aracilik
ederler.

3. IP reseptorleri(Prostasiklin reseptérleri) : Aracilik ettigi vazodilatasyonun K kanal
acic1 0zelliginden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Pulmoner toniisiin kontrolii agisindan siklooksijenaz enzimininin iki major tiriinii
olan PGE; ve PGI;’nin potent vazodilator etkinlige sahip olduklart diisiiniilmektedir
(Cassin, 1980). Bununla birlikte bir arastirmada bazal kosullar altinda COX inhibitori
olan indometazinin pulmoner arterlerde herhangi bir gerim degisikligine yol agmadig
da gosterilmistir. Oysa ayni ¢aligmada indometazin uygulanmasi pulmoner venlerde
vazokonstriksiyona yol agmistir (Gao ve ark., 1996). Bu acidan degerlendirildiginde
deneysel kosullar, tiir, yas gibi etkenler de g6z Oniinde bulundurulmak kaydiyla
pulmoner arterler ve venlerde prostaglandinlerin etkinliklerinde farklar olabilecegi
diistiniilebilir.

Aragtirmalar PGE, ve PGI,’nin olusturdugu vazodilatasyona biiyiik olasilikla
adenilat siklazin aktivasyonunun ve buna bagli artan cAMP’nin eslik ettigine dikkat
¢ekmektedir (Cassin, 1980; Coleman ve ark., 1984; Gao ve Vanhoutte, 1992; Shaul ve
ark., 1992). Nitekim bir adenilat siklaz aktivatorii olan forskolinin pulmoner damarlarda
vazodilatasyon olusturmakta oldugu bilinmektedir (Gao ve ark., 1996)

Potent bir vazodilatéor olan PGI’nin trombosit agregasyonunu ve diiz kas
hiicrelerindeki proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Moncada ve Vane, 1978;
Todaka ve ark., 1999). Bu agidan tam tersi etkinlige sahip TXA, ile PGI,’nin lokal
iretim dengesinin bozulmasi pulmoner hipertansiyon patogenezi agisindan Onemlidir
(Christman ve ark., 1992; Tuder ve ark., 1999). Nitekim PGI, ve onun analoglar
pulmoner hipertansiyon tedavisinde yararlanilabilecek ilaglardir. Bu olumlu etkiye
katilan diger faktorlerse prostasikline bagl olarak protrombotik durumun normalize
olmasi ve endotelin-1’e (ET-1) bagh etkinligin sinirlanmasidir (Friedman ve ark., 1997;

Langleben ve ark., 1999).



PGI,

Ca-ATPase SE

Sekil 2.3. Prostasiklinin hiicresel etki mekanizmasi. Clapp, (2007)’den alinmistir.

2.1.2 Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyon (HPV)

Pulmoner dolasimin pek ¢ok yonii ile sistemik dolasimdan farkli 6zellikler
gosterdigi bilinmektedir. Bu farklardan en Onemlisi pulmoner damarlarin hipoksiye
yanitinin kasilma olmasidir. HPV olarak adlandirilan bu olay akcigerlerde ventilasyon
perfiizyon oraninin en iyi sekilde siirdiiriilmesi ve diizenlenmesi i¢in gerekli fizyolojik
bir mekanizmadir. {1k kez Von Euler ve Liljestrand (1946) tarafindan anesteziye edilmis
kedi pulmoner dolasiminda gosterilmistir. Bununla birlikte HPV patofizyolojik olarak da
gelisebilir. Astma, atelektazi, ARDS, pndmoni gibi pulmoner hipertansiyonun eslik
ettigi ¢esitli hastaliklarda goriilmektedir (Cutaia ve Rounds, 1990)

Deneylerde kullanilan hayvanin tiirii, cinsi, yas1 ve gebelik gibi pek ¢ok etken
pulmoner dolagimin hipoksiye verdigi yanit1 etkileyebilir(Cutaia ve Rounds, 1990; Gao
ve Raj, 2005). Akciger damar yataginin hipoksi uygulamasina verdigi yanit1 etkileyen
diger faktorlerse deneysel kosullar agisindan degerlendirilebilir. Bunlar; hipoksiye
maruz kalinan siire, hipoksinin derecesi, ¢alisilan damar pargasinin Olgiitleri ve

pulmoner damar yatagindaki yeridir.
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2.2. izole Pulmoner Arter ve Ven Preparatlarinda Hipoksinin Etkisi

HPV agisindan akciger dolagimi temel olarak ii¢ damarsal  boliimde
degerlendirilebilir. Yerlesimlerine gore sirasiyla bunlar; arterler, mikrodamarlar (arteriol
ve veniiller), ve venlerden olusur. Arastirmalar HPV’de pulmoner direng artisinda
arteriollerin asil 6nemli bolge olduguna dikkat cekmektedir (Burton, 1972). Bu damarlar
alveolar oksijen derisimindeki degisikliklerden en kolay etkilenecek bolgededir.
Bununla birlikte hipoksiye verilen yanita venlerin de katkisinin oldugunu gosteren
kaynaklar bulunmaktadir (Zhao ve ark., 1993; Uzun ve Demiryiirek 2006). Bu ac¢idan
pulmoner arterlerin ve venlerin hipoksiye yanitinin karsilagtirildigi bir arastirmada
hipoksiye bagli diren¢ artisinin pulmoner arterlerde venlere gore li¢ kat fazla oldugu
gosterilmistir (Nagasaka ve ark., 1984). Kuzularda yapilmis bir calismada ise pulmoner
arter ve vende hipoksiye bagl direng artisinin esit oldugunu belirlenmistir (Raj ve Cheen,
1986). Literatiirde hipoksiye yanitta pulmoner damar direncinin olusumunda venlerdeki

kontraksiyonun paymin dnemine dair daha az ¢alisma bulunmaktadir.

2.2.1. Hipoksik vazokonstriksiyonun mekanizmasi

HPV'nin mekanizmas1 heniiz kesin olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte
pulmoner damarlarin oksijene duyarliligini ayarlamada gorevi olan ve ¢ok sayida
vazoaktif mediyatoriin sentezlendigi, metabolize edildigi endotel hiicrelerinin HPV’de
onemli bir rolleri oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle ¢ok sayida vazoaktif maddenin
(NO, katekolaminler, HA, AIl, PG’ler, PAF, 5-HT....) HPV’deki rolleri arastirilmistir.
Arastirmalarin  sonuglar1t HPV’de etkinlikleri incelenen mediyatorlerin bu olaya ancak
modiilator olarak katilabileceklerini ortaya koymaktadir (Dumas ve ark., 1999). Sekil
2.4.’de hipoksiye yanitta rolleri oldugu diisliniilen major vazokonstriktdr ve vazodilator
maddelere iligkin bir diyagram verilmistir (Aaronson ve ark., 2002).

HPV’nin  mekanizmas1  iizerinde yapilan arastirmalar iki  ac¢idan
degerlendirilebilir. Bunlardan biri HPV’nin endotel bagimli bir olay oldugundan
hareket eder (Cornfield, 1994). Digeri ise hipoksiye bagli kontraktilitede pulmoner

damar diiz kas hiicrelerinin etkinligi tizerinedir (Demiryurek, 1993).

11



Bugiline kadar yapilan caligmalarin bir kisminda one siiriilen ve deneysel
bulgularla da desteklenen bir goriis oksijen diizeylerinin pulmoner damar diiz kas
hiicrelerinde iyon kanallarinin aktivitesini diizenledigi seklindedir. Ozellikle HPV’de
potasyum ve kalsiyum kanallarinin roliine iliskin pek c¢ok calisma vardir. Bu
aragtirmalara gore hipoksiye bagli voltaj bagimli potasyum kanal inhibisyonu sonucu
damar diiz kas1 hiicresinde kalsiyum diizeyleri artmaktadir (Sekil 2.5.) (Strange ve ark.,
2002; Aaronson ve ark., 2006). Hipoksinin iyon kanallarinin aktivitesini degistirmesini
hiicresel redoks modiilasyonuna baglayan arastirmalar da vardir (Morrell ve ark., 2006).
Bunun disinda alveolar hipoksiye bagli kasilmada sitokrom P-450' nin rolii de
calistlmigtir.  Sitokrom P-450 inhibitorii metirapon ile HPV'nin baskilanabildigi
gosterilmistir (Sylvester ve McGowan, 1978)

HIPOKSI
Prostasiklin <= inhibisyon ? J
20-HETE sm= inhibisyon e TC{{:
NO 4— inhibisyon — aktivasvon ?
aktivasyon I
... || <ol —
Kalsivum
duyarhlhig:

Vazodilatasvon

|

$NO #——— 4 Shear Stres 41— Konstriksiyon
HPV

Sekil 2.4. HPV’de rolleri oldugu diisiiniilen major mediyatorler ve rolleri.

Aaronson ve ark. (2002)’dan alinmustir.
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K, Kanal aktivasyonu K, Kanal inhibisyonu

Ca?* Hipoksi Ca?*
Membran Membran f H=
hiperpolarizasyonu Depolarizasyonu
K K*
Jica fioa
Vazodilatasyon s Vazokonstriksiyon s

Sekil 2.5. Pulmoner tonusun diizenlenmesinde K, kanallarinin rolii. Strange ve

ark. (2002)’dan alinmstir.

2.2.2. Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyonda nitrik oksitin rolii

Endotel hiicrelerinin pulmoner damarlarin oksijene duyarliligini ayarlamada
gorevleri oldugu bilinmektedir. Bu ac¢idan NO’nun HPV’deki rolii arastirildiginda,
yapilan calismalarda, ¢ogunlukla NO sentaz inhibitorlerinin akut uygulamasi ile
hipoksiye bagli kasilmanin arttifi gosterilmistir (Demiryiirek ve ark., 1991; Ogata ve
ark., 1992). Bu gozlemler NO’nun hipoksi bagimli kasilmaya kars1 koruyucu bir
mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir. Ote yandan hipoksik kosullarda bazal NO
saliverilmesinde inhibisyon olustugu ve bunun da HPV’nin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu yorumu da yapilabilir (Kowitz ve ark., 1993). Ciinkii NO sentezlenebilmesi i¢in
yeterli miktarda oksijen gereklidir ve diisiik oksijen konsantrasyonunda NO sentezinin
azalmasi beklenir. Diger taraftan bu kosullarda NO degradasyonu da azalir ve yavaslar.
Dolayisiyla yar1 6mrii uzar ve vazodilator etkisi potansiyalize de olabilir (Gaston ve ark.,
1994). Aslinda HPV-NO iliskisi konusunda yapilan arastirmalar topluca
degerlendirildiginde bulgularinin birbiriyle ¢elismekte oldugu goriilmektedir. Le Cras ve
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McMurty (2001) hazirladiklart bir derlemede orta dereceli bir hipoksik ortamin NO

sentezini sinirlamadig: hatta bazen artirdig1 sonucuna varmislardir.

2.2.3. Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyonda siklooksijenaz iiriinlerinin

rolii

Bolgesel kan akimini yeniden diizenleyen  hipoksik kosullar eikozanoit
iiretimindeki degisikliklerle pulmoner damar toniisiinii etkileyebilirler. Clinkii aragidonat
kaskadinda oksijen esansiyel bir molekiildiir. COX iirtinlerinin HPV deki rolii genellikle
pulmoner arterlerde ¢alisilmistir. Bu konuda pulmoner venlerde yapilan arastirmalar
yeterli degildir. Bununla birlikte pulmoner venlerde indometazin varliginda hipoksiye
bagli kontraktil yanitin inhibe oldugunu gosteren arastirmalar vardir (Miller ve ark.,
1989; Uzun ve Demiryiirek, 2006). Benzer sonuglar pulmoner arterlerde yapilan bazi
calismalarda da elde edilmistir (Demiryurek ve ark., 1991; Demiryurek ve ark., 1993).
Bu verilere dayanarak hipoksinin endotelden vazokonstriktdr prostaglandinlerin
saliverilmesine neden oldugu sonucuna varilabilir.

Aslinda HPV’de vazokonstriktor prostaglandinlerin roliine iliskin ¢aligma sayisi
azdir. Arastirmalarin 6nemli bir kismi prostaglandinlere bagli vazodilator etkinlik
iizerinedir (Gaston ve ark., 1994). Pulmoner damarlar i¢in 6nemli bir vazodilator

prostaglandin olan PGI, sentezi de parsiyel oksijen basincindaki degisikliklerden
dogrudan etkilenebilir. Nitekim bazi arastiricilar hipoksinin  PGI, saliverilmesini
artirdigini belirlemistir (Michiels ve ark., 1993; North ve ark., 1994). Bu bulgu PGIL,’nin

asir1 kasilmaya kars1 koruyucu bir rol iistlendigini diisiindiirmektedir. Ama hipoksiye
bagli olarak PGI, saliverilmesinin azaldigini gosteren ¢alismalar da vardir (Madden ve
ark., 1986). Bu konuda literatiirde birbiriyle ¢elisen bulgular yer almakla birlikte, genel
olarak COX {irlinlerinin hipoksiye bagli kontraktil yanitta kritik bir rol oynamasalar bile

modiile edici 6zellikleri oldugu sdylenebilir.
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2.3. Resveratrol

2.3.1 Bulunusu ve Kimyasal Yapisi

\ HO O

o]

Sekil 2.6. trans-resveratrol Sekil 2.7. cis-resveratrol

Cesitli bitkiler mantarlara kars1 yanit olarak flavanoit yapili fenolik bilesikler
sentezleyebilirler. Bunlardan biri olan resveratrol, stilben fitoaleksinlerin asil aktif
bilesigi olarak tanimlanmistir ve ilk defa 1940 yilinda ak ¢oplemeden (Veratrum album)
izole edilmistir. Dut, yerfistig1, liziim, ¢am ve bakla gibi ¢esitli bitkilerde bulundugu
bilinmektedir (editorial, 2007). Bu bilesigi igeren bitkiler uzak doguya 6zgii geleneksel
ilaclardan biri olarak da kullanilmaktadir (Fremont, 2000). Vitis vinifera (asma)’dan ise
ilk kez 1976 yilinda Trans-resveratrol izole edilmistir (Sekil-7). Langcake ve Pryce bu
bilesigin yaprak dokusunun mantar enfeksiyonuna ya da ultraviyole isinlarina maruz
kalmas1 sonucunda sentezlendigini gostermislerdir (Langcake ve Pryce, 1976).

Yapilan epidemiyolojik caligmalar, gelismis tilkelerde doymus yaglardan zengin,
yiiksek kalorili diyetle beslenme seklinin, kalp-damar hastaliklarina ve bunlara bagl
oliimlere neden oldugunu isaret etmektedir (Leasa ve ark., 1998). Oysa Fransa’nin bazi
bolgelerinde bu tarz beslenme ile kalp-damar hastaliklar1 arasindaki iligki Amerika
Birlesik Devletleri ve Ingiltere gibi iilkelere gore anlamli bir sekilde az bulunmustur.
1992 yilinda yapilan bir arastirmada, bunun nedeni Fransa’da sarap tiiketiminin diger
bat1 iilkelerinden daha fazla olmasiyla agiklanmistir (Renaud ve DeLorgeril, 1992).

Gergekten de Fransa’da yiliksek kan basinci ve yiiksek kolestrol seviyesi gibi nedenlerle
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koroner kalp hastaliklarindan o6liim oram1 diger bati1 iilkelerine oranla diisiik
bulunmustur(De Lorgeril ve ark., 1996). Daha sonra bu durum Fransiz paradoksu
(French paradox) olarak adlandirilmistir. Bu olay sarabin ve diger alkolli igeceklerin
kalp damar hastaliklar1 tizerindeki yararli etkilerini arastirmaya yonelik yapilan pek ¢cok
calismanin da onilinii agmustir.

Arastirmalar kalp damar hastaliklar1 agisindan koruyucu etkinin saraptaki
alkolden degil icindeki fenolik bilesiklerden kaynaklandigini gostermektedir. Bunlarin
biiyilk kismi1 da flavanoit yapisindadir (Soleas ve ark., 1997). Bu flavonoit yapili
maddelerden resveratroliin, sarabin iginde bulundugu ilk kez Siemann ve Creasy
tarafindan (1992) ortaya ¢ikartilmistir. Cis ve trans olmak iizere iki izomerik forma sahip
oldugu anlasilan resveratroliin iiziim ekstrelerinde sadece trans seklinin bulundugu
anlagilmistir. Resveratrol, viniferinler olarak adlandirilan polimer ailesinin ana
molekiiliidiir.  Bitkiler bu maddeyi glikozit yapisinda da sentezleyebilir
(piceid=resveratrol 30 beta glikozit). Yiiksek pH tamponlar1 harig, 1s1ktan korundugunda
trans-resveratrol etkinligini aylarca korur. Sarap i¢inde bulunan resveratroliin miktari
liziimiin nasil yetistirildigi, bolgenin sicaklii, yetistirilen cografya, sarabin tipi ve
Botrytis (gri kiif) enfeksiyonuna ne oranda maruz kaldigi ile iliskilidir. Saraptaki
resveratrol miktarint belirleyen en onemli faktorlerden biri de {iziimiin kabugu ile
birlikte fermantasyon zamanidir. Buna da resveratroliin iiziimiin etli kisminda degil
kabugunda bulunmasinin neden oldugu bildirilmistir. Bulgulara gore beyaz sarap iginde
daha diistik resveratrol bulunmasinin nedeni kisa maserasyon siiresi ile aciklanmaktadir
(Fremont, 2000). Pembe saraplarda bulunan resveratrol miktarinin ise kirmizi sarap ile
beyaz sarap arasinda bir degerde oldugu goézlenmistir (Fremont, 2000). Kullanilan
iizimiin cinsinin de maserasyon zamanmi kadar sarap igindeki resveratrol miktarini
belirleyici dzellige sahip oldugu anlasiimistir. Ornegin Jeandet ve arkadaslarinin yaptig
bir c¢alismada Pinot Noir iiziimlerinden yapilmis  sarabin resveratrol igeriginin
Chardonnay’e gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Fremont, 2000). Yine ayni
aragtirma % 10 oraninda Botrytis ile enfekte olan {iziimlerden iiretilen sarapta yiiksek

diizeyde resveratrol bulunmasina karsilik % 40 - % 80 oraninda Botrytis ile enfekte olan
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iizlimlerden {iretilen saraplarda daha diisiik diizeyde resveratrol bulundugunu
gosterilmistir (Fremont, 2000).

Ulkemizdeki iiziimler ve bunlardan iiretilen saraplarm resveratrol igerigi
konusunda sinirli sayida calisma vardir. Bunlardan birinde en g¢ok trans-resveratrol
miktarini iceren sarap Orneginin Cabernet Sauvignon cinsi liziimlerinden oldugu bunu

sirastyla Siraz, Merlot ve Kalecik Karasi’nin izledigi belirlenmistir (Cabuk, 2004).

2.3.2. Resveratroliin Kardiyovaskiiler Etkileri
Resveratrol ve Ateroskleroz:

Koroner damar hasariin ve o6zellikle iskemik vaskiiler hastaliklarin baglica
sebebi olan ateroskleroz, kisaca kan (plazma proteinleri, lipoproteinler, biiyiime
faktorleri, trombositler, lenfositler) ile arteriel duvarin hiicresel elementleri arasindaki
reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan bozulma olarak agiklanabilir.

Cesitli bilesikler farkli hiicresel diizeylerde aterosklerotik lezyon olusumunu
engelleme yetisine sahiptirler. E vitamini, flavonoitler ve polifenoller gibi g¢esitli
antioksidan bilesikler ateroskleroz olusumunu 6nlemeye aday maddelerdir. Polifenolik
yapili bir bilesik olan resveratrol de ateroskleroz ~ olusumunun  farkli basamaklarini
etkileyebilecek bir maddedir.

Bu basamaklar (Delmas ve ark., 2005):

1. Lipit birikimi,

2. Diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonu,
3. Monosit ve lenfosit infiltrasyonu,

4. Diiz kas hiicresi proliferasyonu ve migrasyonu,
5. Trombosit agregasyonudur.

Resveratrol’iin damarlarda ateroskleroz olusumunun baslangicinda ve ilerlemis
asamalarindaki etkinligi sekil-8 ve sekil-9’ da sematize edilerek agiklanmistir (Delmas
ve ark., 2005). Bununla birlikte literatiirde resveratroliin bu etkinligini dogrulamayan

karsit ¢aligmalar da vardir. Bunlardan birinde hiperkolestrolemi olusturulan tavsanlara
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besin yoluyla trans-resveratrol (0,6 mg/kg 5 giin daha sonra 6. giinden 60. giine kadar 1
mg/ kg) verilmis fakat plazmadaki yliksek kolestrol konsantrasyonunda herhangi bir
azalma gozlenmemistir. Ayrica resveratrol uygulanan tavsanlarin aortalarinda

beklenmedik aterosklerotik lezyonlar bulunmustur (Fremont, 2000).

Monosit

Endotelyum

||\ diopedesiz
L _/r"lekstravazas yon

S

tarklllsma

== T g 4
= Damar Duz Kas hiicresi

Sekil 2.8. Ateroskleroz olusumunun baslangicinda Resverartoliin (R) etkileri.

Delmas ve arkadaslar1 (2005)’dan alinmistir.
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trombositler

Aktive olmamig m Liimen
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migrasyonu

Media

Sekil 2.9. Ilerlemis atreosklerotik lezyon olusumunda resveratroliin etkileri.
Delmas ve arkadaslar1 (2005)’dan alinmistir.

Resveratrol ve Oksidatif stres

Organizmada oksidatif mekanizmalar sonucu olusan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) asir1 iiretimi ve sonugta oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi,
protein, lipit, karbonhidrat ve niikleotit gibi biyomolekiillerin oksitlenip hiicre hasarina
yol agmasina neden olur. Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri (CDYA), SOR’un
zararl etkisinden daha kolay etkilenir. Bu yiizden CDYA’den zengin olan membranlar
SOR’un etkisine agiktirlar ve membranlarda yap1 ve fonksiyon bozukluklari olusabilir
(Halliwell ve Chirio, 1993; Kurtulus ve ark., 2003).

Arastirmalar okside olmus LDL’nin doku tromboplastin aktivitesini uyararak,
monosit/makrofajlarin yiizeyinde prokoagulan aktiviteyi arttirdigini ve trombosit
agregasyonunu stimiile ettigini gostermistir (Aviram, 1989; Schuff-Werner ve ark.,
1989). Resveratroliin antioksidan etkinligi {izerine yapilan ¢aligmalar bu molekiiliin SOR

olusumunu engelledigini gostermistir. Bunun bir kamiti domuzlarda yapilan bir
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calismada ortaya konmustur. Bu arastirmada LDL oksidasyonu sirasinda doymamis yag
asitlerinin yikim iriinleri 6lglilmiis, trans-resveratroliin ¢ogunlukla diger flavanoitlerde
de oldugu gibi serbest radikallerle selat olusturdugu gozlenmistir (Fremont ve ark.,
1999). Cis izomerinin ise selasyon kapasitesinin trans izomerine gore yarim kat daha az
oldugu saptanmustir. Arastiricilara gore bunun nedeni cis ve trans izomerlerinde
hidroksil grubunun yerinin selasyon yetenegine etkisidir (Cao ve Li, 2004).
Resveratroliin antioksidan etkinliginde cesitli enzimatik sistemler veya
makrofajlarm rol oynadig1 anlasilmistir (Delmas ve ark., 2005). Ornegin resveratrol
metal iyonu ile uyarilmis LDL oksidasyonunda endotel hiicrelerinde NADPH bagiml
oksidaz, hipoksantin, ksantin oksidaz (HX/PO), 15-lipooksijenaz (15-LO),
miyeloperoksidaz (MPO) ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri {izerinden etki
gostermektedir (Fremont ve ark., 1999). Bu enzimler hiicre i¢i SOR’un endoteldeki
olusumunu azaltmalariin yan sira 16kosit adezyonunu da inhibe etmektedir (Orallo ve
ark., 2002; Shigematsu ve ark., 2003). Resveratroliin H,O, iiretimini azalttigi, MPO
aktivitesini ve oksidize glutatyon reduktazin diizeyini normallestirdigini gosteren bagka

aragtirmalarda vardir ( Jang ve Pezzuto 1999; Cavallaro ve ark., 2003).

Resveratrol ve Tromboz

Koroner kalp hastaliklarinin olusum mekanizmalarinda ve ateroskleroz
gelisiminde trombositlerin 6nemli bir rolii vardir. Resveratroliin trombin ve ADP ile
uyarilmig trombositten zengin insan plazmasinda, trombosit agregasyonunu azalttig
belirlenmistir(Berteli ve ark., 1995; Pace-Asciak eve ark., 1996). In-vitro olarak yapilan
bu caligmalar1 in vivo olarak yapilan arastirmalar da desteklemektedir(Wang ve ark.,
2002). Resveratrol trombinin neden oldugu trombositlerden ATP ve ADP saliverilmesini
de inhibe etmekte ve ndtrofil fonksiyonlarini ise azaltmaktadir (Kaneider ve ark., 2004).

Trombosit aktive edici faktor (PAF) ile uyarilan trombosit agregasyonu TXA,
olusumuna neden olmaktadir. TXA, ise proagregan ve vazokonstriktor bir maddedir.
Ayrica PAF, polimorfoniikleer 10kositlerin agregasyonunu da uyarip lokotrienlerin
saliverilmesini ve siiperoksitlerin olusumunu arttirmaktadir. Resveratrol PAF ile

uyarilmig trombosit agregasyonunu inhibe etmektedir (Fragopoulou ve ark., 2000).
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Benzer sekilde PAF monositlerin agregasyonunu da uyarir. Resveratroliin PAF’in
etkilerini inhibe ederek eikosanoitler ve 16kotrienler gibi proagregant/proinflamatuar
maddelerin etkilerini azaltabilecegi diistiniilmektedir (Delmas ve ark., 2005).

Arasidonik asitten sentezlenen eikazanoitlerin ve I6kotrienlerin  trombosit
agregasyonunda rolleri bulunmaktadir. Insan trombositlerinde arasidonik asit iiriinleri
lipooksijenaz yolagi, COX ve prostaglandin H sentaz yolaginda sentezlenmektedir.
Resveratrol hem 5-lipoksijenaz hem de 15-lipoksijenazi inhibe edebilmektedir (Pinto ve
ark., 1999; MacCarrone ve ark., 1999). Boylece lipoksijenaz inhibisyonu ile birtakim
enflamatuar maddelerin saliverilmesi engellenmektedir (Kimura ve ark., 1985; Rotondo
ve ark., 1998; Kimura ve ark., 1995).

Kimera ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 bir c¢alismada, resveratroliin yalnizca
lipoksijenaz tiriinlerini degil ayn1 zamanda TXB, (TXA; nin metaboliti) olusumunu da
inhibe ettigini saptamiglardir (Kimura ve ark., 1995). Resveratrolin COX enzimini de
inhibe edip prostaglandinler ve TXA; olusumunu engelleyebildigini gosteren pek cok
arastirma vardir (Kimura ve ark., 1985; Rotondo ve ark., 1998; Kimura ve ark., 1995;
Pace-Asciak ve ark., 1998; Knight ve ark., 1999; Martinez ve Moreno, 2000; Moreno,
2000).

Hiicre i¢i Ca™ artisinin trombosit agregasyonu siirecinde ¢ok énemli bir unsur
oldugu bilinmektedir. Arastirmalar resveratroliin trombositlere Ca™ girisini
azaltabildigini ortaya ¢ikarmistir. Antiagregan etkinlige bu mekanizmanin katkist oldugu

aciktir (Dobrydneva ve ark., 1999; Dobrydneva ve ark., 2003).

Resveratrol ve Vazodilatasyon

Hemodinamik degisikliklere yanit olarak damar direncinin normal sinirlarda
siirdiiriilmesinde endotelden saliverilen vazodilatér, antitrombotik ve antimitotik
faktorlerin 6nemli bir rolii vardir (Luscher ve Noll 1995; Napoli ve Ignarro, 2001). Daha
once antioksidan, antitrombotik, antienflamatuar etkileri gosterilmis olan resveratroliin
damarlarda da vazodilatdr oldugunu ortaya koyan arastirmalar vardir (Chan ve Pace-

Asciak, 1996; Naderali ve ark., 2000; El-Mowafy 2002; Li ve ark., 2006). Bu
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arastirmalarin bir kisminda resveratroliin vazodilator etkisine NO’nun aracilik ettigi
diisiiniilmektedir. Ornegin prekontrakte izole domuz koroner arterlerinde resveratroliin
doz bagimli bir vazodilatasyona neden oldugu goriilmiistiir (Li ve ark., 2006). Bu
vazodilatasyon NOS inhibitorii olan L-NNA ile anlamli bir sekilde azalmistir. Nitekim
resveratroliin NO diizeylerini hem eNOS hem de iNOS {izerinden modiile ettigini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (Delmas ve ark., 2005). Bu arastirmalar1 destekleyen
benzer bir sonug insan IMA ve safen veninde yapilan bir ¢alismada da elde edilmistir
(Rakicr ve ark., 2005). Bu aragtirmada IMA’da resveratrol etkinligi endotel aracilikli
bulunurken safen vende vazodilatasyon kismen endotel bagimli bulunmustur.
Resveratrol aracilikli gevsemeye iki ayri mekanizmanin yol agtigr diistiniilmektedir.
Bunlardan biri endotelden NO saliverilmesi iken digeri resveratrol’iin kalsiyum
antagonisti 6zellikleri ve Ca™ influksunun inhibisyonuna aracilik etmesi olabilir ( Li ve
ark., 2006). Sican torasik aortasinda yapilan bir ¢caligmada ise resveratroliin endotel ve
damar diiz kasi hiicrelerini farkli mekanizmalarla etkiledigi vurgulanmaktadir. Bu
arastirmaya gore resveratrolin neden oldugu endotel aracilikli gevseme endotel
hiicrelerindeki Ca™ artigina bagliyken diiz kas hiicrelerinde Ca™ duyarliliginin azalmasi
ile iligkilendirilmektedir (Bulug ve Demirel-Yilmaz, 2006). Diger taraftan resveratroliin
endoteliyal etkilerine Ca™ bagimli K ve voltaj bagimhi K kanallar1 aracilik ediyor
olabilir (Granados-Soto ve ark., 2002; Novakovic ve ark., 2006; Wu, 2003).

Resveratrolin COX enzimini inhibe ettigini gosteren pek ¢ok arastirma
bulunmaktadir (Kimura ve ark., 1985; Rotondo ve ark., 1998; Kimura ve ark., 1995;
Pace-Asciak ve ark., 1998; Knight ve ark., 1999; Martinez ve Moreno, 2000; Moreno,
2000). Buna karsin vazodilator etkisinin mekanizmasi iizerine yapilan arastirmalarda
COX enzim inhibitdrii indometazinin resveratrol aracilikli gevsemeyi etkilemedigi
bulunmustur (Chaikhouini ve ark., 1986).

llging olarak endoteli kazinnmus damarlarda yapilan bazi arastirmalarda da
resveratroliin vazodilatasyon olusturdugu gosterilmistir (Naderali ve ark., 2001). Bu etki
resveratroliin diiz kas iizerine olan etkisi ile agiklanmaktadir. Ornegin koyun koroner
arteri diiz kasinda resveratroliin 6zellikle partikiiler guanilat siklaz (pGC) enzimi

araciligryla cGMP diizeylerini arttirdig1 ve bunun sonucunda damar gevsemesi olustugu
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gosterilmistir (ElI-Mowafy, 2002). Bir baska arastirmada ise resveratrole baglh diiz kas
gevsemesinde 4-aminopiridin ve margatoksine duyarli K kanallarinin rolii oldugu
saptanmustir. Bu kanallar voltaja duyarli K* kanallaridir (Novakovic ve ark., 2006).

Resveratroliin giiclii bir vazokonstriktér madde olan ET-1 saliverilmesini
azalttig1 belirlenmistir (Liu ve ark., 2003). Bunu ET-1 gen ekspresyonunu baskilayarak
gerceklestirmektedir. Resveratrol ayrica AIl aracilikli hipertrofiyi de ERK1/2 ve ERK
kinaz aktivasyonunu inhibe ederek engellemektedir (Olson ve ark., 2004).

Aragtirmalar resveratrolle sentetik bir fitodstrojen olan dietilstilbesteroliin yapisal
olarak benzerligini gostermistir. Bu arastirmalara gore resveratrol bir fitodstrojen olarak
degerlendirilebilir. Ostrojen reseptor agonisti dzellikleri tasiyabilir (Gehm ve ark., 2004;
Abou-Zeid ve El-Mowafy, 2004). Bu yiizden 0strojenlere benzer sekilde eNOS

aktivitesini arttirarak vazodilatasyona aracilik edebilir (Wallerath ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Preparat

Deneyler mezbahada yeni kesilen koyunlarin akcigerlerinden izole edilen arter
ve venlerinde gerceklestirilmistir. Akcigerler ¢ikarildiktan sonra Krebs-Heinseleit
sollisyonu igeren kaba konularak laboratuara getirilmistir. Arter ve venlerin izolasyonu
laboratuarda yapilmustir.

3.2. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

e lzole organ banyosu

e Sirkiilatér (MAY, WBC 3044 V3, Ankara)

e Transdiisir (MAY, FDT-10A Force displacement transducer, Ankara)
e Biopac bilgisayar sistemi (MP30B-CE, Ankara)

e Oksijenmetre (WTW 0Xi 330i-fet, Germany)

3.3. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan Krebs-Heinseleit ¢dzeltisinin bilesimi (mM):
NaCl 119, NaHCO;, 25, KC1 4.6, MgCl, 1.2, KH,PO41.2, CaCl;, 2.5, Glukoz 11
Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler resveratrol, 5-HT, indometazin,
L-NAME ,U46619, histamin, fenilefrin ve noradrenalindir. Hepsi Sigma Chemical Co
(St. Louis, USA)’dan saglanmistir. Kullanilan kimyasal maddelerden resveratrol ve
U46619 etil alkolde, indometazin sodyum bikarbonat ¢6zeltisinde digerleri ise distile

suda ¢Oziilmiistiir.
3.4. Optimum Dinlenme Geriminin Saptanmasi

Deneylerde giinliik olarak kesilen koyunlarin akcigerleri kullanilmustir. izole

edilen arter ve venler sol akcigerin alt lobuna giden ilk daldandir ve dis ¢aplar1 yaklasik
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2-4 mm’dir. Izolasyondan sonra damarlar Krebs-Henseleit ¢dzeltisi igeren bir petri
icinde 3-5 mm kalinliginda halka seklinde kesilmis, yag ve bag dokudan temizlenmistir.
Daha sonra izole edilen damarlar izole organ banyosuna ¢engeller yardimiyla asilmustir.
Izole organ banyolar1 10 ml Krebs-Henseleit ¢dzeltisi igermektedir ve havalandirma igin
% 95 0, -% 5 CO,igeren gaz karisimi kullanilmustir. izometrik kasilmalar siirekli olarak
izlenmis ve bilgisayarli poligraf sistemiyle kaydedilmistir. Izole edilen dokular bir saat
dengelenmeye birakilmis bu siire iginde 15 dakikada bir yikanmistir. Optimum dinlenme
geriminin saptanabilmesi i¢in dengelenme siiresi sonunda dokulara 1-5 g arasinda gerim
uygulanmis ve 20 mM KCI’ ile alinan yanitlar degerlendirilmistir. Bu islem sonucunda
dokularin en iyi kasilma yamitini verdikleri gerim optimum dinlenme gerimi olarak
saptanmigtir. Sonugta optimum dinlenme gerimi arterler i¢in 3g, venler igin 2g olarak
belirlenmistir Izometrik kasilmalar mN/mm?” olarak degerlendirilmistir (Sylvester ve
McGowan, 1978). Bunun i¢in  asagidaki formiile gore hesaplanan A degeri

kullanilmistir.

A=W/hxp

A= Damarn enine kesit alani
B= Dokunun yogunlugu (1.05 mg/mm°)
W= Filtre kagidinda kurutulmus venlerin agirlig1 (mg)

h= Optimum dinlenme geriminde damarin iki ¢engel arasindaki uzunlugu (mm)

Buna gore;
kasilma (mN)

izometrik kasiima (mN/mm?) =

A

formiiliine uygun sekilde hesaplanmistir.
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3.5.Deney Protokolii

3.5.1. Kontraktil agonistin belirlenmesi

Deneylerimizde prekontraktil agonist olarak kullanilmak {iizere pulmoner
arterlerde venlerde 5-HT, noradrenalin, fenilefrin, KCI; pulmoner venlerde ise U46619,
noradrenalin, histamin ve KCI ile 6n c¢aligmalar yapilmis, doz-yanit egrileri
cikartilmistir. Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.de bu agonistlere iliskin ECsy degerleri
verilmistir. Sonucta pulmoner arterlerde serotonin, venlerde ise U46619 ile deneylere

devam edilmesine karar verilmistir.

Tablo 3.1. Pulmoner arterlerde prekontraktil agonist olarak denenen agonistler ve

ECsdegerleri
Kontraktil Noradrenalin Fenilefrin 5-HT KCL
Agonist
ECs 320 £32 nM 52+3uM 1.7+ 3 uM 212+ 5 mM

Tablo 3.2. Pulmoner venlerde prekontraktil agonist olarak denenen agonistler ve

ECsodegerleri
Kontraktil U46619 Noradrenalin Histamin KCl
Agonist
ECs 32+ 5 nM 300 £ 23 uM 21+7 uyM 323+ 6 mM

3.5.2. Prekontrakte izole pulmoner arter ve venlerde resveratroliin damar

toniisii iizerine etkisi

Izole edilen damarlar optimum dinlenme geriminde 1 saat dengelenmeye
birakildiktan sonra KCI1 uygulamasi yapilmis ve ardarda benzer kasilma yanit1 alindiktan

sonra deneylere gecilmistir. Pulmoner arterlerde endotel dokusunun fonksiyonel
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oldugunun gosterilebilmesi i¢in 5-HT ile prekontrakte dokularda 10°M Ach’e verilen
gevseme yanit1 degerlendirilmistir.

Resveratroliin prekontrakte dokulardaki etkinligi; arterlerde 5-HT ile (10°°M),
venlerde ise U46619 (10°M) ile yapilan kontraksiyondan sonra incelenmistir.
Prekontraksiyonda  platoya ulasildiktan sonra 10-100 uM konsantrasyonlarda
resveratroliin - kiimiilatif uygulamasi yapilmistir. Arastirmamizin bu boliimiinde
resveratroliin etkinliginde NO’nun roliinii degerlendirebilmek icin L-NAME (10 M) ve
prostaglandinlerin roliinii belirleyebilmek i¢in de indometazin (10"5 M) kullanilmistir
(Naderali ve ark., 2000; Rakici, 2005). L-NAME ve indometazinle inkiibasyondan sonra
resveratrole bagl kiimiilatif doz-yanit iligkisi yeniden degerlendirilmistir. L-NAME i¢in

ve indometazin i¢in 30 dakikalik inkiibasyon siiresi uygulanmustir.

3.5.3. Prekontrakte 1zole pulmoner arter ve venlerde asetilkolin yamitlari

lizerine resveratroliin etKisi

Prekontrakte dokularda resveratroliin asetilkolin yanitlari tizerine etkisi arterlerde
5-HT (10°M) ile, venlerde ise U46619 (10°M) ile yapilan kontraksiyondan sonra
incelenmistir. Bu dokularda Ach’nin 10°M-10M doz araliginda kiimiilatif uygulamasi
yapilmustir. Daha sonra dokular 20uM resveratrol ile inkiibe edilmis ve Ach (10°M-10"

M) kiimiilatif uygulamasi yinelenmistir.

3.5.4. Resveratroliin Hipoksik Pulmoner Vazokonstriksiyon Uzerine Etkisi

Resveratroliin hipoksik pulmoner vazokonstriksiyon iizerine etkisi izole edilen
pulmoner arter ve venlerde calisilmistir. Izolasyondan sonra damarlar optimum
dinlenme geriminde 1 saat dengelenmeye birakilmistir. Daha sonra KCIl uygulamasi
yapilmis ve ardarda benzer kasilma yaniti alindiktan sonra deneylere gecilmistir.
Deneylerde izole organ banyolarinda Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin havalandirmasi, % 95
0, -% 5 CO;igeren gaz karisimi ile yapilmistir. Hipoksik kosullar ise % 5 CO»- % 95

N, karistmi ile saglanmistir. Deneyler siiresince izole organ banyolarinda oksijen
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konsantrasyonu Olgiilmiistiir. Hipoksi ~ uygulamasit sonucu ortamin pO, degerinin

zamana kars1 degisimi Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.3. Hipoksi siiresi boyunca pO, degerinin zamana kars1 degisimi (n=18)

Zaman 0 1 2 3 4 5 10 20 30
(Dak)
pO2 9743 | 4617 | 2243 | 11£1 | 8+0.6 | 6+0.6 | 5+0.5 | 3+0.5 |3+0.5

Dokular dengelendikten sonra izlenen deney protokolii Tablo-6’da verilmistir.
Bu protokole gore prekontraktil agonist olarak sectigimiz 5-HT ve U46619 ile ardarda
benzer kasilma yanitlar1 alinmis ve daha sonra protokoliin uygulamasina gecilmistir.
Hipoksi uygulama siiresi 30 dakikadir. Deney protokoliimiize goére izole pulmoner
arterler 10°M 5-HT ile venler ise 10°M U46619 ile prekontrakte edilmistir. Daha sonra
prekontrakte dokularda hipoksinin etkisini incelemek amaciyla 30 dakikalik hipoksi
uygulamasi yapilmistir. Bu islemlerden sonra normoksik kosullara geri doniilmiis ve
yikama iglemi yapilmigtir. 20 pM resveratrolle yapilan 30 dakikalik inkiibasyondan
sonra dokular yeniden serotoninle prekontrakte edilmis ve sonrasinda 30 dakika hipoksi

uygulamasi1 yinelenmistir.

3.6. Bulgularin Degerlendirilmesi

Deneylerimizde gevseme yanitlari, prekontraktil madde olarak kullanilan 5-HT
ya da U46619 ile alinan kasilma yanitindaki azalmanin yilizdesi olarak ifade edilmistir.
Kiimiilatif doz yanit egrilerinin her biri i¢in ICso degerleri hesaplanmustir.

Sonuclar, ortalama + standart hata olarak hesaplanmistir. Gruplar arasi
anlamliligin degerlendirilmesi icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.

Daha sonra post-test olarak Tukey testi kullanilmistir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 3.4. Deney protokolii

Prekontrakte dokuda hipoksi uygulamasi (30 dakika)
Yikama
Resveratrol (inkiibasyon siiresi)

!

Prekontrakte dokuda hipoksi uygulamasi (30 dakika)
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4. BULGULAR
4.1. Pulmoner Arterlerde Yapilan Calismalar

4.1.1. Prekontrakte izole pulmoner arterlerde resveratroliin damar toniisii

uizerine etkisi.

5-HT (10°M) ile prekontrakte edilen izole pulmoner arterlerde resveratrol doz
bagimli bir gevseme yantina neden olmustur (% 92.3£5.37, ICsp= 33.6+3.7 uM, n=6).
Sonuglar tablo 4.1. ve sekil 4.1.’de verilmistir.

4.1.2. Prekontrakte izole pulmoner arterlerde indometazin varh@nda

resveratroliin damar toniisii iizerine etkisi.

5-HT (10'6M) ile prekontrakte edilen izole pulmoner arterlerde resveratroliin
olusturdugu doz bagimli gevseme yaniti 10°M indometazinle énceden inkiibe edilmis
dokularda anlamli bir degisiklife neden olmamistir. Indometazin varliginda
resveratroliin olusturdugu maksimum gevseme yanit1 % 87.2 £4.21 olarak belirlenmis,

ICs degeri ise 29.7443.1 uM, olarak hesaplanmistir (n=6). (Sekil 4.1., Tablo 4.1.).

4.1.3. Prekontrakte izole pulmoner arterlerde Il-name varhginda

resveratroliin damar toniisii iizerine etkisi.

L-NAME (10*M) varhginda 5-HT (10°M) ile prekontrakte edilen izole
pulmoner arterlerde resveratroliin olusturdugu doz bagimli gevseme yanitinda anlamli
bir degisiklik belirlenememistir. L-NAME varliginda resveratroliin olusturdugu
maksimum gevseme yanit1 %97.5544.5 olarak belirlenmis, ICsy degeri ise 26.43+2.6 uM
olarak hesaplanmistir (n=6). (Sekil 4.1., Tablo 4.1.).
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4.1.4 Prekontrakte izole pulmoner arterlerde resveratroliin asetilkolin

yamtlar iizerine etKisi.

5-HT (10°M) ile prekontrakte edilmis pulmoner arterlerde asetilkolin (10°M-10"
M) uygulamasi doz bagimli bir gevseme yanit1 olusmasina neden olmustur (%30.8+4.6,
n=6). 20 uM resveratrol ile inkiibe edilen dokularda ise bu yanitta istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklik izlenmemistir (%19.9£9.5, n=6) (Sekil 4.2.).

4.1.5 Prekontrakte izole pulmoner arterlerde resveratroliin HPV iizerine

etkisi.

10° M 5-HT ile prekontrakte edilmis izole pulmoner arterlerde olusan
kontraksiyon (2.17£0.5 mN/mm?’, n=6) 20 uM resveratrol ile inkiibasyon sonrasi
azalmistir. Ancak bu azalma (1.70+£0.5 mN/mm?’, n=6) istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (Sekil 4.4.).
10°® M 5-HT ile prekontrakte edilen genis capli izole kuzu pulmoner
arterlerinde 30 dakika siire ile hipoksi uygulamasi anlamli bir kontraksiyona neden
olmustur (0.5240.12 mN/mm’, n=6) (Sekil-12). Prekontrakte izole kuzu pulmoner
arterlerinde olusan bu kontraksiyonun 20 pM resveratrol varliginda siirdiigi

belirlenmistir (0.6+0.17mN/mm?, (Sekil 4.4.).

Tablo 4.1. Pulmoner arterlerde resveratrole bagli yanitin L-NAME ve indometazin
varliginda degisen ICsodegerleri

ICso (uM)
Resveratrol 33.64+3.7
L-NAME (10*M)  + Resveratrol 29.74+3.1
indometazin (10° M) + Resveratrol 26.43+2.6
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Sekil 4.1. Prekontrakte pulmoner arterlerde resveratrole (20uM) baglh gevseme
iizerinde indometazin (10°M) ve L-NAME (10°M)’nin etkisi (n=6).
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Sekil 4.2. Prekontrakte pulmoner arterlerde asetilkoline bagli yanit {izerine resveratroliin
(20uM) etkisi (n=6).
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Sekil 4.3. Prekontrakte pulmoner arterlerde hipoksi uygulamasina bagli gerim degisikligi
(n=6) *P<0.05 normoksi uygulamasina gore anlamlilig1 ifade etmektedir.
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-3d Hipoksiuygulamasi RSV varlifinda hipoksi

Sekil 4.4. Prekontrakte pulmoner arterlerde resveratrol varliginda hipoksi uygulamasina
bagl gerim degisikligi (n=6)
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4.2. Pulmoner Venlerde Yapilan Calismalar

4.2.1. Prekontrakte izole pulmoner venlerde resveratroliin damar toniisii

uizerine etKisi.

U46619 (10'6M) ile prekontrakte edilen izole pulmoner venlerde resveratrol doz
bagimli bir gevseme yantina neden olmustur (%92.345.3, 1C5y=33.0£1.6 uM, n=6).
Sonuglar Tablo 4.2. ve sekil 4.5.’de verilmistir.

4.2.2. Prekontrakte izole pulmoner venlerde indometazin varh@inda

resveratroliin damar toniisii iizerine etkisi.

U46619 (10'6M) ile prekontrakte edilen izole pulmoner venlerde resveratroliin
olusturdugu doz bagimli gevseme yaniti 10°M indometazinle énceden inkiibe edilmis
dokularda anlamli bir degisiklige neden olmanmustir. Indometazin varliginda
resveratroliin olusturdugu maksimum gevseme yanit1 %87.2+4.2 olarak belirlenmis, ICs

degeri ise 30.1+£2.8 uM, olarak hesaplanmistir (n=6). (Sekil 4.5., Tablo 4.2.).

4.2.3. Prekontrakte izole pulmoner venlerde L-NAME varhginda

resveratroliin damar toniisii iizerine etkisi.

L-NAME (10*M) varliginda U46619 (10°M) ile prekontrakte edilen izole
pulmoner venlerde resveratroliin olusturdugu doz bagimli gevseme yanitinda bir artma
goriilmekle birlikte, anlamli bir degisiklik belirlenememistir. L-NAME varliginda
resveratroliin olusturdugu maksimum gevseme yanitt %97.6.3+4.6 olarak belirlenmis,

ICsg degeri ise 27.3£1.9 uM olarak hesaplanmistir (n=6). (Sekil 4.5, Tablo 4.2.).
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4.2.4. Prekontrakte izole pulmoner venlerde resveratroliin asetilkolin

yamtlar iizerine etKkisi.

U46619 (10°M) ile prekontrakte edilmis pulmoner venlerde asetilkolin (10°M-
10°M) uygulamasi doz bagimli zayif bir kasiima yamiti olusmasma neden olmustur.
Kasilmanin maksimumu %13.2+5.5 (n=6) olarak belirlenmistir. 20 uM resveratrol ile
inkiibe edilen dokularda ise bu kasilma yaniti tamamen gevseme bi¢imine doniismiistiir.

Gevseme yanit1 %81.9£10.5 (n=6) olarak ger¢eklesmistir (Sekil 4.6.).

4.2.5. Prekontrakte izole pulmoner venlerde resveratroliin HPV iizerine

etkisi.

10 M U46619 ile prekontrakte edilmis izole pulmoner venlerde olusan
kontraksiyon 4.45+0.9 mN/mm’, (n=6) 20 pM resveratrol ile inkiibasyon sonrasi
istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde (0.87+0.7 mN/mm?, n=6) azalmstir (Sekil 4.8.).

10°M U46619 ile prekontrakte edilen genis capli izole pulmoner venlerinde 30
dakika siire ile hipoksi uygulamasi anlamli bir kontraksiyona neden olmustur.
(3.4+1.3 mN/mm?, n=6) (Sekil 4.7.). Prekontrakte izole pulmoner venlerinde olusan bu
kontraksiyon 20 puM resveratrol varliginda anlamli bir sekilde azalmistir (0.6 0.1

mN/mm?, n=6) (Sekil 4.8.).

Tablo 4.2. Pulmoner venlerde resveratrole bagli yanitin L-NAME ve indometazin

varliginda degisen ICsdegerleri.

ICso (M)
Resveratrol 33.0%1.6
L-NAME (10™* M)+ Resveratrol 30.142.8
indometazin (10° M)+ Resveratrol 27.3%£1.9
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Sekil 4.5. Prekontrakte pulmoner venlerde resveratroliin (20uM) olusturdugu doz

bagimli gevseme iizerinde indometazin (10°M) ve L-NAME (10°M)’nin etkisi (n=6).
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Sekil 4.6. Prekontrakte pulmoner venlerde asetilkoline bagli yanit {izerine resveratroliin

(20uM) etkisi (n=6).
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Sekil 4.7 Prekontrakte pulmoner venlerde hipoksi uygulamasina bagli gerim degisikligi (n=6)
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Sekil 4.8. Prekontrakte pulmoner venlerde resveratrol varliginda hipoksi uygulamasma bagli gerim

degisikligi (n=6)
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5. TARTISMA

5.1. Prekontrakte izole Pulmoner Arterlerde Resveratroliin Damar Toniisii

Uzerine Etkisi

Son yillarda yapilan epidemiyolojik arastirmalar, fitoostrojen igerigi yiliksek
diyetlerin kalp-damar hastaliklarinin insidansinda azalma sagladigini ortaya ¢ikarmistir
(Figtree ve ark., 2000, Clarkson ve Anthony, 1998). Bu acidan dogal bir fenolik madde
olan resveratrol de iizerinde pek ¢ok calismanin yapildig: bir fitodstrojen olarak dikkat
cekmektedir. Arastirmalar resveratroliin antioksidan, antitrombotik, antienflamatuar ve
vazodilator 6zelliklerinin oldugunu gostermektedir.(ElI-Mowafy, 2002; Naderali ve ark.,
2000; Chan ve Pace-Asciak, 1996; Li ve ark., 2006). Literatiirde resveratroliin
vazodilator etkinliginin mekanizmasi lizerine izole damarlarda yapilan arastirmalar
sinirli sayidadir (Chaikhouini ve ark., 1986; Jager ve Nguyen-Duong, 1999; Naderali ve
ark., 2000; Novakovic ve ark., 2006; Novakovic ve ark., 2006a; Novakovic ve ark.,
2006b; Li ve ark., 2006). Pulmoner arter ve venlerde ise resveratroliin vazodilator
etkinliginin degerlendirildigi bir aragtirma yapilmamustir.

Deneylerimizin sonuglar1 diger izole damar preparatlarinda yapilan ¢alismalarin
bulgulariyla uyumlu olarak resveratroliin koyun izole pulmoner arter ve venlerinde de
giiclii bir vazodilator etkinlige sahip oldugunu gostermektedir (Chan ve Pace-Asciak,
1996; Naderali ve ark., 2000; El-Mowafy, 2002; Li ve ark., 2006). Resveratroliin
vazodilator etkinliginde NO’nun roliine dikkat c¢eken  arastirmalarin tersine,
deneylerimizde koyun pulmoner arterler ve venlerinde NOS inhibitorii L-NAME ile
gevseme yanitinda anlamli bir degisiklik saptanamamistir (Sekil 4.1., Sekil 4.5.)(Delmas
ve ark., 2005; Rakici ve ark., 2005; Li ve ark., 2006). Calismamizda, endotelden
saliverilen ve pulmoner dolasim agisindan o©nemli vazoaktif maddeler olan
prostaglandinlerin resveratrole bagli gevseme yanit1 {izerine etkinligini degerlendirmek

amaciyla indometazin kullanilmistir. Bu gurup deneylerimizin bulgular izole pulmoner
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arter ve ven preparatlarinda resveratrole bagli gevseme yanitinin COX enziminden
bagimsiz oldugunu gostermektedir (Sekil 4.1., Sekil 4.5.). Bu sonug insan internal meme
arteri, kobay mezenterik ve uterin arterinde yapilan arastirmalarin bulgularina

benzemektedir (Naderali ve ark., 2000; Rakic1 ve ark., 2005).

Arastirmamizda izole pulmoner arter ve ven preparatlarinda resveratrole bagl
olarak olusan vazodilatasyonda, endotelden saliverilen NO ve COX firiinlerinin roli
iizerinde durulmustur. Oysa endotelyumu kazinmis damarlarda da resveratroliin
vazodilatasyon olusturdugu gosterilmistir (Naderali ve ark., 2001). Bu resveratroliin
dogrudan diiz kas iizerine olan etkisini gostermektedir. Bu bulguya parelel olarak koyun
izole pulmoner damarlarinda da resveratroliin etkinliginde endotelden bagimsiz
mekanizmalarin rol oynayabilecegi disliniilebilir. Bu acidan resveratrole bagh
etkinlikte diiz kasta pGC etkinligi, K" ve Ca' kanallarinin rollerinin degerlendirilmesi
yararli olacaktir. Diger taraftan resveratroliin bir fitodstrojen oldugu diisiiniilerek
vazodilator etkisinde Ostrojen reseptorlerinin etkisi de arastirilmalidir.

Calismamizda prekontrakte edilen izole koyun pulmoner arterlerde endotel
bagiml dilatator etki olusturdugu bilinen Ach’ne bagl yanitlar {izerine resveratroliin
etkinligi de degerlendirilmistir. Sonuglarimiz resveratrol varligina bagli olarak Ach ile
elde edilen gevseme yanitinda anlamli bir degisikligin ger¢eklesmedigi seklindedir. Bu
grup deneylerimizde prekontraksiyon amaciyla kullandigimiz 5-HT ye baglh yanitlarda
da anlamli bir degisiklik belirlenememistir. Oysa 30 puM resveratrolle inkiibe edilen
domuz koroner arterlerinde KCI ve 5-HT aracilikli vazokonstriksiyonun anlamli bi¢imde
inhibe edilebildigi gosterilmistir (Li ve ark., 2006). Elde ettigimiz bu sonucun nedeni
deneyde kullanilan preparatlarin farkli tiirlere ait olmasi1 ve kullanilan dozda (20 uM)
resveratrole duyarliligin degiskenligi olabilir.

Izole koyun pulmoner venlerinde prekontraksiyon amaciyla bir TXA, analogu
olan U46619 kullanilmistir. TXA,, pulmoner dolagim icin hem fizyolojik hem de
patolojik kosullarda Onemli olan vazokonstriktdr etkili bir arasidonik asit tirtiniidiir
(Cogolludo ve ark., 2003). U46619’a bagli olarak pulmoner venlerde Ca™ influksu ve

Ca" saliverilmesinde artis gergeklestigi bilinmektedir. Bunun sonucu myofilamentlerin
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duyarliliginda olusan artis vazokonstriksiyonla sonuclanmaktadir. U46619 ile olusan
kontraksiyonda protein kinaz C, tirozin kinaz ve Rho kinaz sinyal yolaklarinin da 6nemi
oldugu gosterilmistir (Janssen ve ark., 2001; Ding ve Murray, 2005). Deneylerimizde
U46619 ile olusan prekontraksiyonun resveratrol varliginda azaldigi saptanmustir.
U46619’a bagh kontraksiyonda tirozin kinaz enziminin de rolii oldugu diisiiniildiigiinde
bdyle bir sonug¢ sasirtict olmayacaktir. Nitekim resveratrol gibi bir fitodstrojen olan
genisteinin de U46619 aracilikli vazokonstriksiyonu inhibe edebildigi daha once
gosterilmistir (Uzun ve Demiryiirek, 2003).

U46619 ile prekontrakte koyun pulmoner venlerinde Ach zayif bir kasilmaya
neden olmustur. Bu yanit resveratrol varliginda tamamen ortadan kalkmis ve gevseme
yanitina doniigmiistiir. Ach genellikle bilinenin aksine koyun pulmoner venlerinde NO
aracilikli gevseme olusturmamaktadir. Ach ile pulmoner venlerde endotel aracilikli
vazodilator etkinin gosterilememis olmasi ilging bir bulgu degildir. Ciinkii vendz
pulmoner damar yataginin NO sentez ve saliverme kapasitesinin diisiik oldugu
bilinmektedir (Seidel ve Larochelle, 1987). Benzer bir sonu¢ baska bir arastirmada da
almmistir (Kemp ve ark., 1997). Bu durum ayni zamanda pulmoner damar yataginin
vazoaktif maddelere verdigi yanitin bolgesel Ozellikler gosterdigini de ortaya

koymaktadir.

5.2. Prekontrakte Pulmoner Arter ve Ven Preparatlarinda Resveratroliin

HPV Uzerine EtKisi

Calismamizda izole pulmoner arter ve ven preparatlarinda hipoksiye bagh
kontraksiyon ve bu yanit lizerine resveratroliin etkinligi degerlendirilmistir. HPV’nin
mekanizmasi iizerine yapilan aragtirmalar genellikle pulmoner arterlerde yapilmistir. Bu
aragtirmalar HPV’nin asil bolgesinin dar ¢apli pulmoner arterler oldugunu belirtmektedir.
Bununla birlikte genis capli pulmoner arterlerin ve pulmoner venlerin de hipoksiye
yanitinin  kasilma oldugunu gosteren arastirmalar vardir (Uzun, 1998; Uzun ve
Demiryiirek 2003). Pulmoner venlerde akut hipoksiye bagli olarak olusan

kontraksiyonda bu bdlgede varligi gosterilen kardiyomiyositlerin de rolii olabilir
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(Michelakis ve ark, 2001). Daha onceki bulgulara benzer sekilde bu calismada da
prekontraksiyon sonrasi hem pulmoner arter hem de pulmoner venlerde
vazokonstriksiyon olustugu belirlenmistir.

Deneylerimizde koyun izole pulmoner arterlerinde hipoksiye bagli olusan
kontraksiyonda resveratrol varliginda anlamli bir degisiklik belirlenememistir. Koyun
pulmoner arterlerinde HPV’da endotel aracilikli mekanizmalarin 6zellikle de NO’nun
onemli oldugu bilinmektedir (Cornfield ve ark., 1994). Oysa normoksik kosullarda
yaptigimiz deneylerin sonucun pulmoner arterlerde resveratroliin vazodilator
etkinliginde NO’nun roliiniin olmadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte pulmoner
arterlerde  HPV yanitinda tirozin kinaz aracilikli mekanizmalarin rolii oldugu
diisiiniildiigiinde bir fitoostrojen olan resveratroliin HPV’yi kismen de olsa inhibe etmesi
beklenebilirdi. Bu acidan bakildiginda resvratroliin kullandigimiz dozunda hipoksiye
bagli kontraktilite artisini etkilemegi de sOylenebilir.

Arastirmamizin pulmoner venlerde yapilan deneylerinde ise resveratroliin
HPV’nu anlamli bir sekilde inhibe ettigi anlasilmistir. Bu sonucu iki agidan
degerlendirmek olasidir. Birincisi vazodilatdor ve vazokonstriktor maddelere yanit
verirlilik agisindan pulmoner damar yataginin bolgesel farkliliklar tagidigi bilgisinden
hareketle yapilacak yorumdur (Kemp ve ark.,, 1997). Bu durumda resveratroliin
vazodilator etkisine pulmoner venlerin arterlerden daha duyarli oldugu sonucuna
varilabilir. Diger bir agidan bakildiginda ise sentetik bir fitodstrojen olan ve
dietilstilbesterole yapisal olarak benzerligini gosterilmis (Gehm ve ark., 2004; Abou-
Zeid ve El-Mowafy, 2004) olan resveratroliin tipki genistein gibi tirozin kinaz
inhibisyonu yoluyla HPV inhibe ettigi goriisiidiir (Uzun ve Demiryiirek, 2003). Ancak
bu varsayimin dogrulanabilmesi i¢in en azindan protein tirozin fosfataz aktivitesinin
inhibisyonuna neden olan ve tirozin kinaz etkinligini artiran bir madde ile (ortovanadat)
kullanilarak yapilacak deneylerle gereksinim vardir. Ciinkii diiz kasin geriminde tirozin
kinaz/tirozin fosfataz dengesi 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Somlyo ve Somlyo,

1994).
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6.SONUC

Bu aragtirma kapsaminda flavanoit yapili bir fitodstrojen olan resveratroliin

koyun izole pulmoner arter ve ven preparatlarindaki etkinligi degerlendirilmis ve

asagidaki sonuglara ulagilmistir:

1.

Resveratrol koyun izole pulmoner arter ve venlerinde vazodilator etki
gostermektedir.

Resveratroliin vazodilator etkinliginde NO’in rolii olmadig1 anlagilmistir.
Resveratrole  bagli gevseme yanmiti  siklooksijenaz ~ enziminin
inhibisyonundan etkilenmemektedir.

Pulmoner arterlerde 5-HT’ye baghh kasilma yanit1i resveratrolden
etkilenmemektedir.

Pulmoner venlerde tromboksan analogu olan U46619 ile olusan kasilma
yaniti resveratrol tarafindan inhibe edilmektedir.

Pulmoner arterlerde hipoksiye bagli vazokonstriksiyon resveratrol
varligindan etkilenmemektedir.

Pulmoner venlerde hipoksiye bagli gelisen kontraksiyon resveratrol

tarafindan inhibe edilmektedir.

Elde edilen bu sonuglar resveratroliin pulmoner damarlardaki etkinliginin NO ve

prostaglandinlerden bagimsiz oldugunu gostermektedir. Bu acidan, daha sonra yapilacak

aragtirmalarda

pulmoner  damarlarda  resvratrolin  etki ~ mekanizmasinin

aydinlatilabilmesi i¢in zellikle K™ ve Ca™ kanallarimin etkinliginin arastirilmasi énemli

goriilmektedir. Ayrica resveratrole bagli etkinlikte Ostrojen reseptorlerinin, tirozin

kinaz/tirozin fosfataz dengesi ve Rho kinazin roliiniin degerlendirilmesi yararli olacaktir.
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