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Sarkoplazmik-Endoplazmik Retikulum Ca** ATPaz inhibisyonunun Tavsan
Merkezi Kulak Arter Kasilmalarindaki islevi

Role of Sarcoplasmic-Endoplasmic Reticulum Ca** ATPase Inhibition on Contractions of
Central Ear Artery of Rabbit
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Ozet

Amac: Bu calismada depo-kontrollii (kapasitatif) Ca*
giriginin periferal bir damar olan tavsan merkezi kulak
arterinde  kasitlmaya  kenetlenip  kenetlenmediginin
arastirtlmasi amaglandi.

Yontem: Tavsanlar (erkek, 2.5-3 kg, n=5) intrakardiyak
sodyum pentobarbital enjeksiyonu ile dldiiriildiiler. Endotel
hiicreleri uzaklastirilmis merkezi kulak arter halkalar1 (3
mm) izole edildi ve gazlandirilan (%95 O,+%5 CO,)
fizyolojik tuz c¢ozeltisi (Krebs, 37°C) igeren organ
banyolarima alindi. Stabilizasyon sonrasi dokular 60 mM
potasyum kloriir ile uyarildi. Her bir ajana bagh kasilabilir
yanitlarin plato fazinda selektif sarkoplazmik-endoplazmik
retikulum-Ca*>  ATPaz inhibitorii siklopiazonik  asit
uygulandi.

Bulgular: Hiicre ici Ca® depolarmi tamamen bosalttigi
gosterilen derisimde (10 uM) siklopiazonik asit herhangi bir
kasilmaya neden olmadi. Potasyum kloriir (30 mM) ve
noradrenalinin (100 nM) neden oldugu kasilmalar
siklopiazonik asit ile artmazken siklopiazonik asit varliginda
serotonin (300 nM) kasilmalari belirgin  diizeyde
potansiyelize oldu (p<0.01).

Sonug: Bulgular, depo-kontrollii Ca* girisi sonucu artan
hiicre i¢i Ca*™* derisiminin periferik damarlarda da kasilabilir
aparat icermeyen sitozolik kompartmanlarda
“hapsedilebilecegini” ve serotonin reseptor etkinlesmesi ile
kasilmaya kenetlenebilecegini diisiindiirmektedir. Sonug
olarak bulgulartmiz, noradrenalin reseptoriinden farkli
olarak, serotonin reseptorlerinin  de endotelin  ve
prostaglandin reseptorleri i¢in Onerilene benzer sekilde siki
olarak stnurlandiridmis 6zellesmis kompartmanlarin plazma
membranlan iizerinde yerlesmis olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: siklopiazonik asit, depo-kontrollii Ca*
girisi, sarkoplazmik-endoplazmik retikulum Ca** ATPaz
inhibisyonu, tavsan kulak arteri, serotonin
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Abstract

Objective: This study investigated whether the store-
operated (capacitative) Ca®™ entry is coupled to
contraction in a peripheral blood vessel, central ear artery
of the rabbit.

Method: Rabbits (male, 2.5-3 kg, n=5) were sacrificed
via intracardiac  sodium  pentobarbital injection.
Endothelium-denuded central ear artery rings (3 mm)
were isolated and placed in organ baths containing
physiological salt solution (Krebs, 37°C) gassed with
(95% 0,+5% CO,). Following the stabilization period,
tissues were stimulated with 60 mM potassium chloride.
A selective sarcoplasmic reticulum-Ca®*  ATPase
inhibitor, cyclopiazonic acid was applied during the
steady-state contraction of each agents.

Results: Cyclopiazonic acid at concentration (10 uM)
which shown to deplete intracellular Ca®" stores did not
elicit any contraction. Potassium chloride- (30 mM) and
norepinephrine- (100 nM) induced contractions were not
enhanced by cyclopiazonic acid whereas serotonin
contractions were significantly potentiated in the presence
of cyclopiazonic acid (p<0.01).

Conclusion: The data suggest that increased intracellular
Ca® concentration resulting from store-operated Ca**
entry may also be restricted in non-contractile
intracellular compartments in peripheral artery smooth
muscle cells and coupled to contraction via serotonin
receptor activation. In conclusion, unlike adrenoceptors,
the data suggest that serotonin receptors could also be
located in the plasma membrane over these
subsarcolemmal compartments similar to that suggested
for endothelin and prostaglandin receptors.

Key Words: cyclopiazonic acid, store-operated Ca®
entry, sarcoplasmic-endoplasmic reticulum Ca®* ATPase
inhibition, rabbit central ear artery, serotonin
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Giris ve Amag

Hiicre ici kalsiyum iyon derisimindeki ([Ca*™]) yer ve
zamana baglt degisiklikler, bircok farkli hiicresel olayi
diizenlemektedir (1). Hiicre i¢i Ca*? derisimindeki artis; 1)
hiicre i¢i depolardan Ca** saliverilisi ile, 2) hiicre
membranindaki  kalsiyum iyonuna gecirgen katyon
kanallarindan Ca** girisi ile ya da 3) her iki yolak ile
gerceklesebilmektedir (2). Hiicre icine Ca* girisi voltaja-
duyarli (voltage-operated Ca’* channels, VOCC) ve -
duyarsiz Ca* kanallart ile gerceklesmektedir. Voltaja-
duyarli olmayan Ca** kanallar1 arasinda reseptor-kontrollii
Ca*? (receptor-operated calcium channels; ROCC) ve depo-
kontrollii Ca** kanallar (store-operated Ca** channels;
SOCC) bulunmaktadir (3). SOC ya da kapasitatif kalsiyum
girisi etkinlesmesine; 1) hiicre i¢ci Ca** depolarinin inositol
1,4,5-trifosfat (IP;) ile bosalmasi ya da 2) siklopiazonik asid
(CPA) (4), tapsigarjin (5) gibi ajanlar ile SR icine Ca*™
alimini saglayan sarkoplazmik-endoplazmik retikulum (SR)
Ca™ ATPaz (Sarcoplasmic-Endoplasmic Reticulum Ca’*
ATPase, SERCA) pompasinin selektif inhibisyonu
sonucunda pasif olarak hiicre ici depolarin bosaltilmasinin
neden oldugu bilinmektedir (6). SOC girisi ile hiicre
icerisine giren Ca™ hiicre membram ile SR arasindaki
kompartmanda hapsedilerek kasilma olusturmazken (7,8)
yine bu kompartmanda bulunan protein kinaz C (PKC)
etkinlesmesi ile kasilmaya neden oldugu 6nerilmistir (9,10).

Dokulara giden kan akimiin yerel gereksinimler
dogrultusunda kontrollii devamliliginin saglanmasinin viicut
icin yasamsal o©nemi vardir. Istenmeyen periferik
vazospastik olgularin dolagim sisteminin biitiinliigiinii
olumsuz ag¢idan etkilemesi nedeniyle periferdeki damar diiz
kas hiicrelerinde bulunan mekanizmalarin tam olarak
acikliga kavusmasi onemlidir. Bu ¢aligmanin amacini daha
onceden onerdigimiz SOC girisinin sigcan torasik aortunda 1)
kasilabilir olmayan bir kompartmanda sinirlandigi, 2)
membran depolarizasyonu ile degismedigi ve 3) PKC
etkinlesmesi ile kasilmaya kenetlendigi hipotezimizi (9)
serotonin (5-HT) ve noradrenalin (NA) kullanarak periferal
bir arter modelinde test etmek olusturmaktadir. Bu amagla
tavsan merkezi kulak arteri kullamilmistir.

Yontem

Tim hayvanlara Amerikan Ulusal Bilim Akademisi
tarafindan hazirlanan ve Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan da  benimsenen
“Laboratuvar Hayvanlarimin Bakim ve Kullanim Rehberi”
kriterlerine gore muamele edilmistir. Ozetle, anestezi altinda
intrakardiyak sodyum pentobarbital (100 mg/kg, 5 ml hacim
icerisinde) enjeksiyonu ile dldiiriilen (11) tavsanlarin (erkek,
2.5-3 kg, n=5) kulaklarindan alinan merkezi kulak arteri,
sogutulmug ve gazlandirilmis Krebs cozeltisi (mM olarak
icerigi: 118 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl,, 1.17 MgSO,, 1.2
KH,PO,, 11.1 Glukoz ve 25 NaHCOs;, endojen prostanoid
sentezini elimine etmek amaciyla 10 pM indometazin

eklenmistir) icine alinmug ve etrafindaki yag dokusu
temizlenmistir (12). Her bir merkezi kulak arteri 3 mm’lik
halkalar halinde kesilmistir. Damar halkalar1 liimenden
gegirilen iki paslanmaz celik tel araciligi ile sicakligi 37
°C’de sabit tutulan ve karbojen gaz karisimi (%95 O, ve
%S CO,) ile gazlandirilan 25 ml Krebs ¢ozeltisi igeren
cam organ banyolarma takilmstir. Ustteki gelik tel
dogrudan bir izometrik kuvvetdlcere (Force-displacement
transducer, FDT 10-A Commat, Ankara) baglanmustir.
Merkezi kulak arter preparatt 15 dakika dengelenmesi icin
ongerimsiz birakildiktan sonra her bir doku kademeli
olarak tavsan kulak merkezi arteri icin daha Onceden
belirlenen optimum dinlenim gerilimi olan 0.75 g’ye
gerilmistir. Ongerim  sonrasi, damarlar 1 saatlik
stabilizasyon siiresince 15 dakikalik aralarla Krebs
¢ozeltisi ile yikanmustir. Stabilizasyon sonrasi dokular 60
mM potasyum kloriir (KCl) ile stimiile edilmislerdir. KCl
(10 mM-120 mM), 5-HT (107-3x107° M) ve NA (10°-
3x107° M) kiimiilatif doz yamt egrileri almarak her bir
ajanin maksimal doza gore yaklasik %30’luk kasilma
yapan derisimleri belirlenmistir. Kasilmaya neden olan
ajanin yanitlar1 tizerine CPA’nin olasi eklenici etkisini
gorebilmek amaciyla her bir ajanin maksimum yanitin
%30’unu olusturan derisimleri kullanilmistir. Sirasiyla
KCl (30 mM) ve NA (100 nM), 5-HT (300 nM) ile
kastirilan dokularda gozlenen kasilma yaniti plato
diizeyinde iken CPA (10 puM) uygulanmistir. CPA
yamtlart plato diizeyine ulastiZinda verapamil (1 pM)
uygulanmustir. Tiim organ banyosu olgiimleri dijital veri
kazanim sistemi (Biopac System Inc., ABD) ile izlenerek
kaydedilmistir.

Istatistiksel Yontem

Tim veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade
edilmistir. “n” deneyde kullanilan denek sayisini
gostermektedir. Ortalamalar arasindaki farkin anlamliligt
Student’s t-testi ile analiz edilmistir. p<0.05 oldugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

SERCA’nin selektif bir inhibitéri olan 10 pM
CPA’'nin Ca* depolarii bosaltarak Ca** derisimini
artirdigr bilinmekle birlikte izole merkezi kulak arter
preparatinda kasilmaya neden olmamuagtir.

CPA’mun KCl Yamitlart Uzerine Etkisi

KCI hiicre membranin1 depolarize ederek VOCC
aracilikli Ca* girisine neden olmaktadir. 10 uM CPA
kullanimma bagh olarak artan hiicre i¢i Ca* derisiminin,
VOCC ile Ca* girisine neden olan KCl kasilmalari
tizerine eklenici bir etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir.
Once kontrol amach olarak 30 mM KCl yamti plato
diizeyinde iken L-tipi Ca** kanal blokorii verapamilin (1
pM) etkinligi test edilmistir (Sekil 1). KCl (30 mM) ile
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kasilma yanit1 alindiktan sonra plato diizeyinde iken 10 uM
CPA uygulandiginda anlamli bir degisiklik gézlenmezken
kasilmalar1 1 pM verapamil tamamen inhibe etmistir (Sekil
2).

CPA’mun NA Yamitlart Uzerine Etkisi

Reseptor- aracilikli kasilma olusturan bir agonist olan
NA'mn 10 pM CPA’nm neden oldugu hiicre ici Ca®
derisimindeki artist kasilmaya kenetleyip kenetleyemeyecegi
aragtirilmistir. NA (100 nM) ile olusan plato kasilma yaniti
iizerinde CPA artis olusturmamistir (p=0.3259). Olusan
yamtn  Ca** duyarligim test etmek amactyla deney
protokoliiniin sonunda verapamil (I pM) uygulanmustir.
Agonist kontraksiyonlarinda verapamil ile %100 gevseme

KCI (30 mM)
| Verapamil (1 pM) |

2mN
1dk
Sekil 1. Potasyum kloriir (KCl) kasilmasi iizerine verapamilin
etkisi.
NA (100 nM)
CPA (10 uM)
VER (10 uM)
2mN
.
10 dk

Sekil 3. Noradrenalin (NA) kasilmast iizerine siklopiazonik asidin
(CPA) ve verapamilin (VER) etkileri.

beklenmezken CPA
yanitlarinda  anlaml
(p=0.6524)(Sekil 3).

sonrasi
bir

uygulanan verapamil
degisiklik  gbdzlenmemistir

CPA’mn 5-HT Yamitlart Uzerine Etkisi

KCl ve NA ile yapilan deneylerden farkli olarak
CPA, 5-HT’nin (300 nM) neden oldugu kasilma
yanitlarini anlaml olarak artirmistir (p<0.01, eslestirilmis
Student’s t testi, n=5) (Sekil 4, Tablo 1). Tablo 1’de biitiin
yanitlar % agonist plato yanitina normalize edilmistir ve
kontrol kosullarinda agonist yanitlar1 gevseme egiliminde
oldugu icin 15 dk sonraki degerleri dikkate alinarak
gevseme yanitlar1 % olarak hesaplanmigtir.

KCI (30 mM)

CPA (10 uM)

VER (1 uM)

2 mN

Wi
- >

10 dk

Sekil 2. Potasyum kloriir (KCl1) kasilmasi tizerine siklopiazonik
asidin (CPA) ve verapamilin (VER) etkileri.

SHT (300 nM)

CPA (10 uM)

VER (10 uM)

1 mN

-—

10 dk

Sekil 4. Serotonin (5-HT) kasilmast {izerine siklopiazonik asidin
(CPA) ve verapamilin (VER) etkileri.
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Tablo 1. Potasyum kloriir (KCl, 30 mM), noradrealin (NA, 100
nM) ve serotonin (5-HT, 300 nM) maksimum plato kasilma
yanitlar iizerine siklopiazonik asidin (CPA) etkisi.

KCl (%) NA (%) 5-HT (%)
Kontrol -13+4 265 9+3
+ CPA -12+2 34+9 53 £ 6 #*

*#p<0.01, 5-HT yanitlarinin CPA varliginda ve yoklugunda karsilastirmast,
eslestirilmis Student’s t testi, n=>5).

Tartisma ve Sonug

Bu calismada sigan mezenterik arterinde agoniste duyarli
yiizeyel SR’leri selektif olarak bosalttigi gosterilen (13)
serotoninin ilk defa noradrenalinden farkli olarak tavsan
merkezi kulak arterinde SOC’yi kasilmaya kenetledigi
gosterilmistir.  Bulgularimiz  SOC  girisinin, periferik
damarlarda da kasilabilir aparat icermeyen yiizeyel SR’ler
tarafindan  sinirlandirilmig,  hiicre  ici  kompartmanlarda
“hapsedilebilecegini”  diisiindiirmektedir. ~ Ayrica  bu
kompartmanda derigimi artan kalsiyum 5-HT reseptor
etkinlesmesi ile kasilmaya kenetlenebilir (Sekil 5).

Hipotezimiz 1) 10 pM CPA’nin vaskiiler dokularda
hiicre i¢i Ca* derisimini artirdign gosterilmis olmasina

socC

Agonist

VOCC AR

ragmen (3) herhangi bir kasilmaya neden olmamasi, 2)
KCl ve NA kasilmalarinin CPA’dan etkilenmemesi ve 3)
CPA varliginda 5-HT kasilmalarimin anlamli diizeyde
potansiyelize olmasi1 gozlemleri ile desteklenmektedir
(Tablo 1).

CPA’nin  hiicre i¢ci Ca* depolarmmn tamamen
bosalmasina neden olan derisimde (10 uM) (4) hiicre ici
serbest Ca*” derisimini artirdigi halde o6nemli diizeyde
kasilmaya neden  olmadigi  bildirilmistir  (9).
Calismalarimiz  sonucunda membran potansiyelindeki
degisimlere duyarli VOCC’lerin ac¢ilmasina neden olarak
hiicre i¢i Ca* derisimini artiran ve kasilmaya neden olan
KCl yanitlar1 iizerinde yine [Ca+2]i artisina neden olan
CPA’nin herhangi bir etkisinin olmadigi gosterilmistir.
Sican torasik aortunda [Ca®™]; artist ve kasiimay1
eszamanli olarak izledigimiz onceki bir ¢alismamizda,
ayni derisimdeki KClI ile benzer diizeyde [Ca*z]i artisina
neden olan 1 uM CPA’'min KCl kasilmalarini
potansiyelize etmemesi CPA’nin kasilabilir aparat
icermeyen bir hiicre i¢i kompartmanda [Ca*]; artisina
neden olabilecegini diisiindirmiistii (9). Gelincik portal
veninde yapilan bir ¢aligmada SOC artislarinin KCI
kasilmalarin1 etkilememesi nedeniyle de ayni yorumda
bulunulmustur (14). Tavsan femoral arteri ile yapilan

Kontraktil aparat

Sekil 5. Vaskiiler diiz kas hiicresinde reseptor-efektor sistemlerinin sitozolik kompartmanlarla olan iligkisini Oneren model.
Prostaglandin ve endotelin reseptorlerinin (sirast ile PGR ve ETR) yani sira serotonin (5-HT) reseptoriiniin (5-HTR) de 6zellesmis
subsarkolemmal alanlara yakinlig1 biri tarafimizdan onceden ileri siiriilen iki modelin (9,16) bileskesi lizerinde gosterilmektedir. Sekilde
aynm1 ylizeyel sarkoplazmik retikulum (SR) ile sinirlandirilmig komsu iki kompartmanda (I ve II) gergeklesen ardisik siiregler
gosterilmektedir. Oklar Ca*? girigini gostermektedir. VOCC ile hiicreye giren Ca*?, engellenmeden kasilabilir aparata ulasir. Adrenerjik
reseptorlerin (AR) ise kompartman diginda oldugu diisiiniillmektedir. 5-HT uygulamasi ve CPA- aracilikli SERCA inhibisyonu (®)
sonrasinda, depo-kontrollii Ca*? kanallari (store-operated Ca*? channels, SOCC) ile kompartmanlarda artan Ca*? kaveola (C) iizerinde
bulunan reseptoriin internalizasyonunu kolaylastirir. Deponun bosalmasinin IP; reseptorleri (IPR) ve SOC kanallar1 ile membrana
iletildigi ve ekstraseliiler kalsiyamun dogrudan SR icine alindigi diisiiniilmektedir (21). Kaveola ile kompartmana internalize olan
reseptorler (II) membrandan gegemeyen antagonistlerinden etkilenmez. SOC kompartmanda protein kinaz C (PKC) tarafindan kasilmaya

kenetlenir (9).
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diger bir calismada da SERCA’y1 inhibe eden dogal kaynakli
bir madde olan tapsigarjinin artirdizi hiicre i¢i Ca™
derisiminin kasilmaya yol agmadig1 gosterilmistir (15). Soz
konusu ii¢ calismada kullanilan damarlardan periferik bir
damar olmasi nedeniyle farklilik gosteren tavsan izole
merkezi kulak arter preparatt ile yaptiZimiz c¢alismalar
kasilabilir aparat icermeyen kompartmanin kiigiik c¢aph
damarlarda da islevsel olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bazi reseptorlerin 6zellikle s6z konusu subsarkolemmal
kompartmanlart  ¢evreleyen  plazma  membranlarinda
yerlesmis olabilecegi ve bu reseptorlerin efektor/ikinci ulak
sistemlerinin de bu Ozellesmis kompartmanlar icinde
tetiklendigi ET 4 reseptor/IP; ve PGF,/IP; sistemleri i¢in ileri
siiriilmiistiir (16). Ozellikle diiz kas, endotel hiicreleri ve
fibroblastlarda daha yogun olarak bulunan kolesterol ve
proteinden zengin Ozellesmis membran bolgelerinin
olusturdugu 60-80 nm capinda kaveola olarak tanimlanan kap
benzeri girintilerin endositoz, transitoz, kalsiyum sinyali ve
diger Dbircok sinyal iletim yolagmnda rol oynadigi
bilinmektedir (17). Kaveolanin temel proteini olan kaveolin-1
(Cav-1) geni tasimayan transgenik farede kaveolar yapi
olusmamast  kodlanan  proteinin  islevsel  oldugunu
gostermektedir (18). SOC girisinden sorumlu oldugu o6ne
stiriilen (19) “Transient receptor potential canonical” (TRPC)
proteinlerinden TRPC1 (20), TRPC3 (21), TRPC4 (22) ve
endotelin reseptoriiniin (23) kaveolada Cav-1 ile birlikte
bulunduklann gosterilmistir. TRPC3’iin Cav-1 ve diger
proteinlerle (IP; reseptorii, SERCA, Gayg,, fosfolipaz Cf)
olusturdugu kompleksin internalizasyonunun TRPC3 kanal
etkinliginin kaybolmasina neden oldugu gosterilmistir (21).
Sican torasik aortunda ise ET s reseptor blokorii BQ123 ET-1
yamtlarin1 tamamen bloke ederken SERCA inhibisyonu
varhiginda ET-1 kasilmalarini kismen bloke edebilmistir (24).
Bu durum SOC girisinin ETR internalizasyonunu artirarak
vazokonstriksiyonun uzamasina neden olacagin
diisiindiirmiistiir (Sekil 5) (24). Ayrica Cav-1’in eNOS ile
negatif yonde etkilestigi ve asetilkolinin neden oldugu
endotelyuma  bagimli  gevseme  yamtlariu  azalttig
gosterilmistir (25,26).

RNA-interferans yontemi ile Cav-1 ekspresyonunun
baskilandig1 bir calismada Cav-1’in 5-HT reseptor sinyal
yolaginin yeni bir modiilatérii oldugunun gosterilmesi (27) ve
5-HT reseptoriiniin kaveoler yerlesiminin (28) bildirilmesi
fonksiyonel c¢alismalarimizdan elde ettigimiz bulgulara
dayanilarak Onerilen 5-HT reseptoriiniin ozel
kompartmanlardaki yerlesimini desteklemektedir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda SERCA inhibisyonu
sonucu artan [Ca™];, vaskiiler ve endotelyal Ca® sinyal
yolaklarinda gorev alan kaveolada yerlesmis bu proteinlerin
Cav-1 proteini ile etkilesmesine neden olarak sinyal
iletiminin baskilanmasmma ya da stimiilasyonuna neden
olmaktadir. Klinik yonden bakildiginda kaveolada yerlesmis
bu proteinlerin rol aldig: fizyolojik ya da patolojik olaylarin
bu acidan da degerlendirilmesi 6nemlidir. Cav-1 ile ilgili
gerceklestirilen son c¢alismalar bu proteinin  &zellikle
kardiyak, pulmoner ve vaskiller islevler acisindan

vazgecilmez bir protein oldugunu gostermistir. Bu anlamda
Cav-1 ile etkilestigi ya da kaveolar yerlesimi 6nerilen 5-
HT, ET, PG reseptorleri ve eNOS gibi enzimler ile ilgili
sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi 6zellikle kalp ve damar
hastaliklar1  agisindan  tedavide yeni  yaklasimlar
saglayabilecektir.
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