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TURKCE OZET

Apelinerjik sistem kardiyovaskiiler etkileri nedeniyle oldukga 6nemli olup,
diinya c¢apinda yaygim morbidite ve mortalite sebebi olan kardiyovaskiiler
hastaliklarda yuksek tedavi potansiyeli tasimaktadir. Bu ¢aligmada apelinerjik sistem
elemanlar1 olan apelin ve elabelanin vaskiiler kontraktilite tizerindeki etkileri ve etki
mekanizmalart arastirilmistir.

Erkek Wistar Albino sicanlarin torasik aortlarindan elde edilen damar
halkalar1 izole organ banyosu sistemine yerlestirilmistir. Dengelenme periyodu
sonrasinda fenilefrin ile kasilan damarlara plato fazinda pyroglutamyl apelin-13
([Pyrl]apelin-13) veya elabela-32 (Ela-32) kimdlatif olarak uygulanarak damar
gerimi Uzerindeki etkileri incelenmistir. Etki mekanizmalarini ortaya koymak amaci
ile spesifik yolak inhibitorleri varliginda belirtilen protokol tekrarlanmistir. Bu
amacla apelin reseptori (APJ), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), AMP ile
aktiflenen protein kinaz (AMPK), siklooksijenaz (COX), mitojenle aktiflenen protein
kinaz (MAPK) ve potasyum kanal inhibitorleri kullanilmastir.

[Pyrl]apelin-13 fenilefrin ile 6n kasilma uygulanmis sican torasik aortunda
doz bagimli olarak gevsemeye neden olmustur. Ela-32 de benzer sekilde doz bagimli
vazodilatator etki gostermistir. Her iki etken maddenin de ortak reseptorleri olan APJ
aracihigr ile vazodilatator etki gosterdigi gozlenmistir. [Pyrl]apelin-13’in
vazodilatator etkisinde nitrik oksit (NO), AMPK, prostanoidler ve potasyum
kanallarinin rol oynadigi belirlenmistir. Ela-32’nin vazodilatator etkisine AMPK,
prostanoidler ve potasyum kanallarimin katildigi gosterilmistir. Ela-32’nin sigan
torasik aortundaki vazodilatator etki duzeyinin [Pyrl]apelin-13’e kiyasla daha
yuksek oldugu saptanmustir.

Sonug olarak, bu ¢alismada apelinerjik sistemin vazodilatator etkinliginde
APJ, NO, AMPK, prostanoidler ve potasyum kanal aktivasyonunun rol oynadigi
belirlenmistir. Ela-32’nin [Pyrl]apelin-13’ten daha yiiksek seviyede vazodilatasyona
neden oldugu gosterilmistir. Belirgin vazodilatator etkileri nedeni ile apelinerjik
sistem elemanlarinin hipertansif hastaliklarda dnemli bir tedavi alternatifi olabilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: apelin, elabela, NO, potasyum kanali, vazodilatasyon
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INGILIZCE OZET

EFFECT OF ENDOGENOUS APELIN RECEPTOR LIGANDS ON
VASCULAR CONTRACTILITY AND INVESTIGATION OF POSSIBLE
EFFECT MECHANISMS

The apelinergic system is very important due to its cardiovascular effects, and
it has a high treatment potential in cardiovascular diseases, which are common
causes of morbidity and mortality worldwide. In this study, the effects of apelin and
elabela, which are the components of the apelinergic system, on vascular contractility
and their mechanisms of action were investigated.

Vascular rings obtained from the thoracic aorta of the male Wistar Albino rats
were placed in an isolated organ bath system. After the equilibration period,
pyroglutamyl apelin-13 ([Pyrl]apelin-13) or elabela-32 (Ela-32) was applied
cumulatively to the vessels pre-contracted with phenylephrine in the plateau phase to
investigate the effects on vascular tension. The protocol was repeated in the presence
of specific pathway inhibitors to demonstrate their mechanism of action. For this
purpose, apelin receptor (APJ), endothelial nitric oxide synthase (eNOS), AMP-
activated protein kinase (AMPK), cyclooxygenase (COX), mitogen-activated protein
kinase (MAPK), and potassium channel inhibitors were used.

[Pyrl]apelin-13 induced a dose-dependent relaxation in the thoracic aorta of
the rat pre-contracted with phenylephrine. Ela-32 also showed a dose-dependent
vasodilator effect. It has been observed that both active ingredients act as a
vasodilator through their common receptor, APJ. It has been determined that nitric
oxide (NO), AMPK, prostanoids, and potassium channels play a role in the
vasodilator effect of [Pyrl]apelin-13. It has been shown that AMPK, prostanoids,
and potassium channels participate in the vasodilator effect of Ela-32. The
vasodilator effect level of Ela-32 in rat thoracic aorta was found to be higher than
[Pyrl]apelin-13.

In conclusion, it was determined that APJ, NO, AMPK, prostanoids, and
potassium channel activation play a role in the vasodilator activity of the apelinergic
system. Ela-32 has been shown to cause a higher level of vasodilation than
[Pyrl]apelin-13. It is thought that apelinergic system elements may be an important
treatment alternative in hypertensive diseases due to their prominent vasodilator
effects.

Keywords: apelin, elabela, NO, potassium channel, vasodilation
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1. GIRIS

Apelin reseptori  (APJ), endojen APJ ligandlar1 ve reseptor sonrasi
yolaklardan olusan apelinerjik sistem bir¢ok fizyolojik siirecte rol almaktadir. Viicut-
stvi diizenlemesi, enerji metabolizmasi, besin alimi, néroendokrin stres cevabi ve
bagisiklik cevaplari apelinerjik sistemin dahil oldugu baslica siireglerdir. Bununla
birlikte apelinerjik sistemin kardiyovaskiler fizyolojik sureclerdeki roli oldukca
belirgindir. Apelinerjik sistem pozitif inotropik, antihipertansif ve kardiyoprotektif
etkilere aracilik etmektedir. Kan basincinin diizenlenmesinde onemli bir roli olan
apelinerjik sistemin vaskuler kontraktilite Uzerindeki etkileri ise degiskenlik
gostermektedir. Fizyolojik kosullarda genellikle vazodilatator etki gosteren
apelinerjik sistemin damar endotelinin hasarlandigi ya da fonksiyonel olmadigi
durumlarda vazokonstriktor etki gosterebildigi ileri siirilmektedir (Mughal, &
O'Rourke, 2018; O'Carroll, Lolait, Harris, & Pope, 2013; Shin, Kenward, & Rainey,
2017; Xu, Chen, Jiang, & Li, 2018; Yamaleyeva, Shaltout, & Varagic, 2016; Zhang
etal., 2018).

Bilinen iki endojen APJ ligandi apelin (APJ endogenous ligand) ve elabela
(APJ early endogenous ligand, Apela, Toddler, Ela)’dir. Apelin ve elabelanin gesitli
izoformlar1 bulunmaktadir. Bununla birlikte plazma ve kardiyovaskiiler dokulardaki
baskin apelin izoformu pyroglutamyl apelin-13 ([Pyrl]apelin-13)’tirr. Elabela-32
(Ela-32) ise elabelanin olgun izoformudur (Zhang et al., 2018). Farkli apelin
izoformlarmin kullanildig1 in vitro vaskiiler kontraktilite ¢alismalarinda genellikle
vazodilatator etki bildirilmistir (Mughal, Sun, & O'Rourke 2018a; Wang et al.,
2015). Baz1 caligmalarda ise vazokonstriktor etki gozlenmistir (Katugampola,
Maguire, Matthewson, & Davenport, 2001; Maguire, Kleinz, Pitkin, & Davenport,
2009). [Pyrl]apelin-13 ile yapilmis ¢ok az in vitro vaskiiler kontraktilite ¢alismasi

vardir. Ayrica [Pyrl]apelin-13’iin sican torasik aort gerimi lizerindeki etkisine ve etki


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mughal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29807055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Rourke%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29807055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29357134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kenward%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29357134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rainey%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29357134

mekanizmasina dair bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ela-32 ile ilgili ise sadece birkag
in vitro vaskiler kontraktilite galismasi bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda vazodilatator
etki bildirilmistir (Perjés et al., 2016; Wang et al., 2015). Ela-32’nin de si¢an torasik

aort gerimine etkisi ve etki mekanizmasi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Burada sunmus oldugumuz ¢alismamizda endojen APJ ligandlari olan apelin
ve eclabelanin sican torasik aort kontraktilitesi Uzerindeki etkilerinin ve etki
mekanizmalarinin izole organ banyosu yontemi ile arastirilmasi amaglanmustir.
Plazma ve kardiyovaskiler dokudaki baskin apelin izoformu olmasi nedeni ile
[Pyrl]apelin-13 kullanilan g¢alismamizda elabelanin olgun izoformu olmasindan
dolayr Ela-32 kullanilmistir. Apelin ve elabelanin vaskiler kontraktilite Gzerindeki
etkilerine aracilik eden mekanizmalarin belirlenmesi amaciyla apelinerjik sistem
kaynakli vazodilatasyonda rolii olabilecegi ileri siiriilen APJ, endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS)/nitrik oksit (NO), mitojen ile aktiflenen protein kinaz (MAPK),
siklooksijenaz (COX) ve adenozin monofosfat ile aktiflenen protein kinaz (AMPK)
yolaklar1 ile potasyum Kkanallarimin olasi rolii sorgulanmistir. Bununla birlikte
calismamizda her iki etken maddenin vaskiiler gerim {izerindeki etki mekanizmalari
ve etki diizeyleri karsilastirilmistir. Bu ¢alismanin hipertansiyon ve kalp yetmezligi
gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda yeni ve alternatif tedavi ajanlari olabilecegi
diistiniilen endojen APJ ligandlarinin vaskdiler fonksiyonlar Uzerindeki etkilerinin ve
etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina katkida bulunacagini, apelinerjik sistem
tabanli tedavilerin uygulandigi klinik ¢aligmalardaki olasi bulgular hakkinda fikir
verecegini ve literatiire katkida bulunarak daha sonraki calismalara yardimci

olacagini diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Apelinerjik Sistem

Apelinerjik sistem APJ ile bu reseptoriin endojen ligandlar1 olan apelin ve
elabeladan olusan bir sistemdir. Kardiyovaskiler diizenleme, viicut-sivi homeostazi,
enerji metabolizmasi, anjiyogenez, besin alimi ve ndroendokrin stres cevabi gibi
birgok fizyolojik siiregte gorev almaktadir (Shin et al., 2017; Xu et al., 2018; Zhang
etal., 2018).

Apelinerjik sistemin kardiyovaskiler fizyolojik sireclerde dnemli gorevleri
bulunmaktadir. Hem pozitif inotropik etkisi oldugu hem de kardiyoprotektif etki
gosterdigi ileri siiriilmektedir. Bununla beraber apelinerjik sistem vaskiler
kontraktilite ve arteryel kan basincinin diizenlenmesinde de 6nemlidir (Kuba, Sato,
Imai, & Yamaguchi, 2019; O’Carroll et al., 2013; Shin et al., 2017; Xu et al., 2018;
Zhang et al., 2018). Pozitif inotropik, vazodilatatdr ve antihipertansif etkileri olan
apelinerjik analoglar ve APJ agonistlerinin kalp yetmezIligi, esansiyel hipertansiyon
ve pulmoner arteryel hipertansiyon gibi birgok yaygin kardiyovaskiiler hastalikta
tedavi potansiyeli tasidigr diistiniilmektedir (Kuba et al., 2019; Marsault et al., 2019;
Wysocka, Pietraszek-Gremplewicz, & Nowak, 2018; Yamaleyeva et al., 2016).

2.1.1. APJ

G protein kenetli bir reseptdr olan APJ 1993 yilinda kesfedilmistir. Onceleri
ligand1 bilinmedigi i¢in orphan reseptor olarak tanimlanmis ve 1998 yilinda apelinin
kesfine kadar bu durum boyle devam etmistir. APJ’yi kodlayan APLNR geni 11.
kromozom {izerinde yer almaktadir (O’Dowd et al., 1993). 380 amino asitten olusan
APJ, 7 transmembran bdlgesine sahiptir. APJ’nin amino asit sekansi insan, sican ve
fare gibi ¢esitli tiirler arasinda olduk¢a korunmustur (Hosoya et al., 2000). APJ

anjiyotensin 11 (Ang 1) tip 1A reseptorii (AT1A) ile énemli bir sekans homolojisine



sahiptir (%31). Bu homoloji orani transmembran bdlgesinde oldukca yiksektir
(%54). Bu 2 reseptoriin doku dagilimi da oldukga benzerdir. Bu benzerlige karsin
apelin AT1A reseptorine baglanmamaktadir. Yine ayni sekilde Ang II de APJ’ye
baglanmamaktadir (Xu et al., 2018). APJ viicut dokularinda yaygin bir ekspresyona
sahiptir. Kardiyovaskuler sistemde kardiyomiyositlerde, vaskiler endotelyal
hicrelerde ve vaskdler duiz kas hicrelerinde APJ ekspresyonu gorilmektedir (Kleinz,
& Davenport, 2005).

EIabeIa/Apehn Mechanlcal stress

Recycling

@ Gag/11 o (AP lnternallzatan

RhoGEF PLCB PI3K Adenylyl Q
cyclase

il

RhoA  pyc Ca2+ AKT cAMP ERK Other pathways
ERK NOS l

PS70S6K

Sekil 1: Apelinerjik sistemin sinyal yolaklar1 (Zhang et al., 2018). AKT: protein kinaz B,
APJ: apelin resptorl, cAMP: siklik adenozin monofosfat, ERK: ekstraseliler sinyal diizenleyici kinaz,
GEF: guanin niikleotid degistirici faktor, NOS: nitrik oksit sentaz, PI3K: fosfatidilinositol 3-kinaz,
PKC: protein kinaz C, PLC: fosfolipaz C

APJ sonrasi etkiler ¢esitli G proteinlerinin aktiflesmesiyle gerceklesmektedir.
Gai/o, Gagll and Gal2/13 gibi G proteinleri bunlardan bazilaridir. G proteinleri
sonrasinda fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)/Akt/eNOS ve fosfolipaz C (PLC)/protein
kinaz C (PKC) gibi yolaklar aktifleserek siklik adenozin monofosfat (CAMP)
uretiminin supresyonu, ekstraseliler sinyal dizenleyici kinaz (ERK) aktivasyonu,
eNOS aktivasyonu ve kalsiyum mobilizasyonu gibi etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Miyokard kontraktilitesinin artisinda 6zellikle MAPK kinaz (MEK)/ERK
yolaginin ve PLC aktivasyonunun Onemli oldugu ileri siiriilmektedir. Bununla

birlikte PIBK/Akt/eNOS yolagmin ise vaskller fonksiyonel etkilerde cok onemli



oldugu distintilmektedir (Sekil 1) (Kuba et al., 2019; Perjés et al., 2014; Zhang et al.,
2018).

2.1.2. Apelin

Apelin ilk bulunan endojen APJ ligandidir. 1998 yilinda sigir mide
dokusundan izole edilmistir (Tatemoto et al., 1998). Apelini kodlayan APLN geni X
kromozomu Uzerinde g25-26.1 bandinda yer almaktadir (Lee et al., 2000). Apelinin
apelin-12, apelin-13, [Pyrl]apelin-13, apelin-17 ve apelin-36 gibi ¢esitli izoformlari
bulunmaktadir (Sekil 2). Bu izoformlar 77 amino asitli prekirsér protein olan
preproapelinden olusturulmaktadir. [Pyrl]apelin-13, apelin-13’ten posttranslasyonel
modifikasyonla olusturulmaktadir ve enzimatik yikima oldukg¢a direngli olan stabil
bir formdur. Apelinin C-terminal 12 amino asidi bu peptidin reseptore baglanmasi
icin gerekli oldugundan 12 amino asitten daha kisa fragmanlarin biyolojik olarak
inaktif oldugu ileri siirlilmektedir. Apelinin saglikli insan plazmasindaki
konsantrasyonu 0.26+0.03 nmol/l olarak dl¢tilmistiir (Yang et al., 2017; Zhang et al.,
2018).

Apelin-55

Apelin-36

OEE® Apelin-17

Pyr-apelin

Sekil 2: Apelin izoformlar1 (Zhang et al., 2018). Pyr-apelin: [Pyr1]apelin-13



Apelin kalp, beyin, mide, akciger, karaciger, barsak, bobrek, iskelet kasi, yag
doku ve vaskuler endotelde yogun olarak eksprese edilmektedir (O’Carroll et al.,
2013; Shin et al., 2017; Zhang et al., 2018). Doku dagilimlar1 ve etki gii¢leri apelin
izoformlar1 arasinda farklilik gosterebilmektedir. [Pyrl]apelin-13 insan plazma ve
kalp dokusundaki baskin apelin izoformudur. [Pyrl]apelin-13’tn plazma
konsantrasyonunun 7.7-23.3 pg/ml oldugu gosterilmistir. Apelin izoformlar: arasinda
[Pyrl]apelin-13 ve apelin-13’iin kardiyovaskiiler etkiler agisindan daha giiglii oldugu
ileri sirilmektedir (Maguire et al., 2009; Zhang et al., 2018; Zhen, Higgs, &
Gutierrez, 2013). Neprilysin ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE 2) apelinin
enzimatik yikiminda gorev almaktadir (Marsault et al., 2019). Apelinin plazma
yarilanma omriiniin ¢ok kisa oldugu belirlenmistir. Birka¢ dakika olarak ifade edilen
bu sitrenin apelin-13 ve apelin-36 igin 8 dakikayr geg¢medigi bildirilmistir
(Folino, Montarolo, Samaja, & Rastaldo, 2015; Japp et al., 2008; Zhang et al., 2018).

Apelin arteryel kan basinci, kardiyovaskiiler kontraktilite, anjiyogenez, viicut-
stvi homeostazi, enerji metabolizmasi ile gastroinstestinal motilite ve sekresyon gibi
siiregclerde diizenleyici role sahiptir. Bununla birlikte kalp yetmezligi, obezite,
diyabet ve kanser gibi yaygin morbidite ve mortalite nedeni olan patolojik
durumlarda da apelinin rolii oldugu ileri strilmektedir (O’Carroll et al., 2013; Shin
etal., 2017; Zhang et al., 2018).

2.1.3. Elabela

Elabela apeline gore daha sonra bulunmus olan endojen APJ ligandidir. 2 ayr
aragtirma grubu tarafindan es zamanl olarak kesfedilmistir (Chng, Ho, Tian, &
Reversade, 2013; Pauli et al., 2014). Elabela’y1 kodlayan APELA geni insanda 4.
kromozom fiizerinde bulunmaktadir. Elabela izoformlar1 54 amino asit igeren
prekiirsor peptidden olusturulmaktadir. Bunlar elabelanin olgun formu olan Ela-32
ile Ela-11 ve Ela-21°dir (Sekil 3). Elabelanin saglikli insan plazmasindaki
konsantrasyonu 0.34+0.03 nmol/l olarak oOlgiilmiis ve apelin diizeyinden anlamli
olarak daha fazla bulunmustur. Apelin gibi elabelanin da plazma yarilanma omriiniin
oldukga kisa olup birka¢ dakikayir gecmedigi ileri strtlmektedir (Yang et al., 2017,
Zhang et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Folino%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25652330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montarolo%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25652330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samaja%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25652330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rastaldo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25652330

Elabela-54

Elabela-32

Elabela-21

Elabela-11

Sekil 3: Elabela izoformlar1 (Zhang et al., 2018).

Elabela normal kalp gelisimi ve anjiogenez i¢in gereklidir. Viicut dokularinda
yaygin olarak eksprese edilen bu peptid apeline benzer sekilde vazodilatator ve
pozitif inotropik etki gostermektedir (Wang et al., 2015; Xu et al., 2018; Zhang et al.,
2018). Elabelanin pozitif inotropik etkisinde ERK 1-2 aktivasyonunun rol oynadigi
gosterilmistir (Perjés et al., 2016). Apelin ve elabelanin birlikte calisarak renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS)’ni antagonize ettikleri ileri strilmektedir.
Bu sekilde apelinerjik sistemin kardiyak hipertrofi ve fibrozis gibi patolojik
durumlar 6nledigi diisiiniilmektedir (Chun et al., 2008; Sato et al., 2017).

2.2. Apelin ve Vaskuler Kontraktilite

Apelin vaskiiler fonksiyonlari hem vazodilatasyon hem de vazokonstriksiyon
yonunde etkileyebilmektedir. Bu etkinin esas olarak vaskiler endotelin fonksiyonel
olup olmamast ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Apelin ile uyarilmis vazodilatator
etki bircok turde ve birgok damar yataginda gosterilmistir (Japp et al., 2008; Mughal
et al., 2018a; Salcedo et al., 2007; Wang et al., 2015). Sigan portal veni kullanilan bir
caligmada apelin-13’iin bazal damar tonusunu etkilemedigi ancak Ang Il ile
uyarilmis vazokonstriksiyonu NO aracili olarak engelledigi bildirilmistir (Gurzu,
Petrescu, Costuleanu, & Petrescu, 2006). Apelin-13’iin U46619 ile kasilmig insan

mezenterik arter ve hepatik arterlerinde gevsemeye neden oldugu rapor edilmistir.



Mezenterik arterdeki apelin-13 aracili vazodilatator etkide NO’nun rolii oldugu
ancak prostanoidlerin rol oynamadigr gosterilmistir. Bununla birlikte hepatik
arterdeki vazodilatator etkide NO’nun rol oynamadigi belirlenmistir (Salcedo et al.,
2007). Insanlar iizerinde yapilan in vivo bir ¢calismada [Pyr1]apelin-13 veya apelin-36
inflizyonunun 6n kol arterlerinde vazodilatasyona neden oldugu ancak vendz tonusu
etkilemedigi  gozlenmistir.  [Pyrl]apelin-13  kaynakli  vazodilatator etkide
prostanoidlerin rolii olmadigi ancak NO’nun rol oynadig1 gosterilmistir (Japp et al.,
2008). [Pyrl]apelin-13, apelin-13 ve apelin-36’nin koroner arter hastalarindan elde
edilen ve endotelin-1 (ET-1) ile 6n kasilmaya tabi tutulan insan internal torasik
arterinde gevsemeye neden oldugu bildirilmistir. Internal torasik arterdeki
[Pyrl]apelin-13 aracili vazodilatasyonda NO’nun rolii olmadigi gozlenirken bu
etkinin endotel bagimli ve prostanoid aracili olarak meydana geldigi rapor edilmistir
(Maguire et al., 2009). Apelin-13’iin normoksik siganlarin pulmoner arterinde ET-1
ve Ang II ile uyarilan kasilmay1 inhibe ettigi belirlenen ¢alismada kronik hipoksik
sicanlarda apelinin vazodilatator etkisinin azaldigi gosterilmistir (Andersen,
Markvardsen, Hilberg, & Simonsen, 2009). Norepinefrin (NE) ile 6n kasilma
uygulanmis sigan pulmoner arterinde apelinin endotel bagimli ve NO aracili olarak
gevsetici etki olusturdugu bildirilmis olup apelinin gevsetici etkisinin hipoksik
siganlarda azaldigi belirlenmistir (Huang et al., 2011). U46619 ile kasilmis fare
aortunda apelin-13’iin endotel bagimli olarak gevsetici etki gosterdigi bildirilmis ve
endotelin ¢ikarilmasi sonucunda apelin aracili vazodilatator etkinin énemli Slglide
azaldig1 gosterilmistir (Wang et al., 2015). Apelin-13’iin sican koroner arterinde
serotonin ile uyarilan kasilmayr NO ve biiyiik kondiiktansli kalsiyum ile aktiflenen
potasyum (BKca) kanali aktivasyonu araciligi ile inhibe ettigi bildirilmistir (Mughal
etal., 2018a).

Insan, sican ve fare gibi tiirlerde birgok farkli damar yataginda gesitli apelin
izoformlar1 ile endotel bagimli ve NO aracili olarak vazodilatasyon olustugu
belirlenmistir. Apelinin vazodilatatdr etkisinde one siiriilen mekanizmaya gore apelin
APJ’ye baglandiktan sonra PI3K/Akt aktivasyonu yoluyla eNOS fosforilasyonu ve
bunun sonucunda da NO dretimi meydana gelmektedir. NO’nun vaskiiler diiz kas
hiicrelerine diflizyonu sonrasinda siklik guanozin monofosfat (cGMP)/protein kinaz

G (PKG) yolag: aktiflesmektedir. Aktiflesen PKG sitoplazmik kalsiyumun Ca?'-



ATPaz aracilig1 ile sarkoplazmik retikuluma pompalanmasini saglamaktadir. Bu
durum miyozin hafif zincirlerinin defosforilasyonunda artis ile sonuglanmaktadir.
Bunun sonrasinda g¢apraz kopriilerin sayisinda azalma ve vazodilatasyon meydana
gelmektedir (Folino et al., 2015; Read et al., 2019; Yang, Maguire, & Davenport,
2015). Bunlara ilave olarak BKca kanallarinin aktivasyonunun da vazodilatasyona
katkida bulundugu bildirilmistir (Mughal et al., 2018a). Ayrica apelin aracili
vazodilatasyonda prostanoidlerin de rol oynadig: ileri siiriilmektedir (Maguire et al.,
2009). Endotelin ¢ikarilmasi apelin ile uyarilan vazodilatator etkiyi biylk oranda
azaltmakta ancak tamamen ortadan kaldirmamaktadir. Bu nedenle apelinin
endotelden bagimsiz olarak da damar gevsetici etki gosterdigi diisiiniilmektedir
(Wang et al., 2015). Apelinin Onerilen vazodilatator etki mekanizmasi ve olasi

yolaklar Sekil 4A’da gosterilmektedir.
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Sekil 4: Apelin kaynakli vazodilatasyon (A) ve vazokonstriksiyon (B) ic¢in onerilen

mekanizmalar ve olas1 yolaklar (Read et al., 2019). Akt: protein kinaz B, AMPK: adenozin
monofosfat ile aktiflenen protein kinaz, BKca: biiyiik kondiiktansli kalsiyum ile aktiflenen potasyum
kanali, eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz, ERK: ekstraseluler sinyal diizenleyici kinaz, IP3: inositol
trifosfat, MLC: miyozin hafif zinciri, NO: nitrik oksit, NCX: Na*-Ca?" degistiricisi, NHE: Na*-H*
degistiricisi, PGly: prostaglandin 1, PI3K: fosfatidilinositol 3-kinaz, PKC: protein kinaz C PLC:
fosfolipaz C, VEC: vaskiiler endotelyal hiicre, VSMC: vaskiler diiz kas hucresi
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Endotelin deneysel olarak ¢ikarildigi durumlarda ya da endotelin fonksiyonel
olmadig1 bazi patolojik durumlarda apelinin vazokonstriktor etkisi on plana
cikmaktadir. Bu durumlarda vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki APJ’ye baglanan
apelinin vazokonstriksiyona neden oldugu diistiniilmektedir (Modgil, A., Guo, L.,
O’Rourke, & Sun, 2013). Endoteli ¢ikarilmis insan safen veni ve internal torasik
arterinde [Pyrl]apelin-13’iin vazokontriksiyona neden oldugu bildirilmistir. Benzer
sekilde endoteli c¢ikarilmis insan safen veninde apelin-13 ve apelin-36’nin
vazokonstriktor etki gosterdigi belirlenmistir (Katugampola et al., 2001; Maguire et
al., 2009). Ateroskleroz hastalarindan elde edilen insan koroner arterinde
[Pyrl]apelin-13’tin vazokonstriktor etki gosterdigi bildirilmistir (Pitkin, Maguire,
Kuc, & Davenport, 2010). Asimetrik dimetil arginin (ADMA) ile endoteli
hasarlanmis sigan kuyruk arterinde apelin-13’{in vazokonstriktor etki sergiledigi ileri
striilmistiir (Wang et al., 2011). Endoteli ¢ikarilmis fare torasik aortu kullanilan bir
caligmada apelinin vazokonstriktor etkisinde pertusis toksini duyarli G protein, PKC,
Na*-Ca?" degistiricisi (NCX) ve Na'-H* degistiricisi (NHE) aracili mekanizmalarin
rol oynadig1 rapor edilmistir (Hashimoto et al., 2006). Baska bir ¢alismada apelin-
13’{in sican serebral arterinde NO aracili BKca kanal aktivasyonunu engelleyerek
bradikinin ile uyarilan gevsemeyi inhibe ettigi bildirilmistir (Mughal, Sun, &
O'Rourke, 2018Db). Diger ¢alismalarin aksine, endoteli ¢ikarilmis si¢an portal veninde
apelin-13’iin vazokonstriktor etki gostermedigi belirlenen bir ¢calismada apelin-13’iin
Ang 1II ile uyarilan vazokonstriksiyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Gurzu et al.,
2006).

Fonksiyonel bir endotelin olmadigi durumlarda 6nerilen mekanizmaya gore
apelinin vaskuler diiz kas hiicrelerindeki APJ’ye baglanmasinin PLC aktivasyonuna
neden oldugu diisiiniilmektedir. Aktiflesen PLC, membran fosfolipidlerinden inositol
trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) iiretimine neden olmaktadir. IP3 reseptorlerinin
aktivasyonu sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunu artirmaktadir. Bununla birlikte
meydana gelen riyanodin reseptor kanallarinin aktiflesmesi sonucunda sitoplazmik
kalsiyum daha da artmaktadir. Diger taraftan DAG, PKC’yi aktive etmektedir.
Bunun sonucunda PKC yoluyla NCX ve NHE uyarilmakta ve sitoplazmik kalsiyum
artigina katkida bulunulmaktadir (Folino et al., 2015; Read et al., 2019; Yang et al.,

2015). Bunlara ilave olarak voltaj kapili L tipi kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ve
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kalsiyum ile aktiflenen potasyum kanallariin inhibisyonu da sitoplazmik kalsiyum
artisinda rol oynamaktadir (Modgil et al., 2013). Sarkoplazmik kalsiyum artig1
sonucunda miyozin hafif zincirlerinde fosforilasyonun artmasi sonrasi devam eden
mekanizmalar damar diiz kasinin kasilmasi nedeni ile vazokonstriksiyonla
sonuclanmaktadir. Ayrica apelinin miyozin fosfataz aktivasyonunu inhibe etmesi
sonucunda miyozin hafif zincirlerinin fosforilasyonu daha ileri dizeyde artmaktadir
(Hashimoto et al., 2006). Apelinin 6ne surllen vazokonstriktor etki mekanizmasi
Sekil 4B’de gosterilmektedir.

Vaskiiler fonksiyonel etkileri belirgin ve dnemli olan apelin kan basincinin
periferik diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Zhang et al., 2018). Periferik olarak
uygulanan apelin genellikle arteryel kan basincinin azalmasina neden olmaktadir.
Intravendz (1V) olarak uygulanan apelin-12, apelin-13, apelin-36 ve [Pyri]apelin-13
gibi apelin izoformlarinin siganlarda kan basincini azalttigi bildirilmistir (Cheng et
al., 2003; Lee et al., 2005; Reaux et al., 2001; Tatemoto et al., 2001). Saglikli
insanlarda ve kalp yetmezligi hastalarinda IV [Pyr1]apelin-13 uygulamasi sonucunda
kan basincinda azalma goriilmiistiir (Japp et al., 2010). Kronik hipertansif siganlarda
IV apelin-13 uygulamasina bagli olarak sistolik ve diyastolik kan basincinda diisiis
oldugu belirlenmistir (Najafipour et al., 2012). Buna karsin bazi caligmalarda
periferik uygulanan apeline bagli olarak hipertansif etki gézlenmis olup elde edilen
bulgular apelinin vazokonstriktor etkisi ile uyumluluk gostermektedir. IV uygulanan
apelin-13’iin koyunlarda kan basinci iizerinde bifazik etki gosterdigi bildirilmistir.
Bu calismada onceleri goriilen kan basincindaki diisiisiin daha sonrasinda yerini
artisa biraktig1 gézlenmistir (Charles, Rademaker, & Richards, 2006). IV uygulanan
[Pyrl]apelin-13’tin uyanik siganlarda ortalama arteryel kan basmnct (OAKB)’ni
artirdigi belirlenmistir (Kagiyama et al., 2005). eNOS inhibitori N(w)-nitro-L-
arginin metil ester (L-NAME) uygulanan farelerde IV uygulanan [Pyr1]apelin-13’iin
sistolik kan basincinda artisa neden oldugu gézlenmistir (Han, Zhang, Yin, Zhang, &
Liu, 2013). ADMA ile endotel hasar1 olusturulan siganlarda apelin-13 uygulamasinin
sistolik kan basincini artirdigi bildirilmistir (Nagano, Ishida, Unno, Matsukura, &
Fukamizu, 2013).
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Periferik etkilerinin yaninda apelinin kan basincinin santral diizenlenmesinde
de rolii oldugu diisiiniilmektedir (Zhang et al., 2018). Spontan hipertansif si¢canlarda
rostral ventrolateral medulla (RVLM) ve paraventrikiler niikleus (PVN)’ta apelin
ekspresyonunun arttigi bildirilmistir (Zhang et al., 2014; Zhang, Yao, Raizada,
O'Rourke, & Sun, 2009). RVLM’ye apelin gen transferinin normotansif sicanlarda
hipertansiyona neden oldugu gosterilmistir (Zhang et al., 2009). [Pyrl]apelin-13
veya apelin-13’iin sicanlarda intraserebroventrikiler (ISV) olarak RVLM, PVN veya
niikleus traktus solitaryusa uygulanmasi sonucunda kan basincinda artis meydana
geldigi rapor edilmistir (Seyedabadi, Goodchild, & Pilowsky, 2002; Yao et al., 2011,
Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2014). Apelin-13’iin ISV olarak uyanik sicanlara
uygulanmasi sonucunda OAKB’de artig oldugu bildirilmistir (Cudnoh-Jedrzejewska
et al., 2015). Buna karsin, ISV [Pyrl]apelin-13 uygulamasinin anestezi altindaki
sicanlarda kan basincinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi bildirilmistir
(Reaux et al., 2001). Anestezi altindaki si¢anlarda subfornikal organa apelin-13

uygulanan bir ¢alismada ise kan basincinda diisiis gozlenmistir (Dai et al., 2006).

Apelinin bazi patolojik durumlarda bozulan damar fonksiyonlarini diizelttigi
cesitli calismalarda ileri strilmektedir. Apelinin diyabetik farelerde bozulmus olan
Ang Il ile kasiima ve asetilkolin (Ach) ile gevseme yanitlarini diizelttigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada Akt ve eNOS fosforilasyonunun apelinin bu iyilestirici
etkisinde rolii oldugu gosterilmistir (Zhong et al., 2007a). Diyabetik farelerin renal
arterlerinde artmis Ang II ve azalmis Ach yanitlarinin, apelin tarafindan eNOS
fosforilasyonu sonucunda NO dretiminin artirllmast  yoluyla diizeltildigi
belirlenmistir (Zhong et al., 2007b). Apelinin pulmoner arteryel hipertansiyonda
ortalama pulmoner arter basincini diisiirerek iyilesme sagladigi bildirilmistir
(Andersen, Hilberg, Mellemkjer, Nielsen-Kudsk, & Simonsen, 2011).

Apelinin plazma yarilanma Omriiniin olduk¢a kisa oldugu ve 8 dakikayi
asmadigi ileri siiriilmektedir (Japp et al., 2008). Bu durumun apelinin etki suresinin
kisa olmasina ve terapotik potansiyelinin azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir
(Folino et al., 2015). Bu nedenle etki slresi daha uzun olan ve daha gugcli etki
gosteren APJ agonistleri ve apelin analoglar1 gelistirilmeye calisilmaktadir. Son

yillarda gelistirilmis olan MMO07’nin yarilanma odmriinin yaklasik olarak 17 dakika
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oldugu ve apelin izoformlarindan daha uzun oldugu bildirilmistir. MMO7’nin 6n kol
kan akimimi ve kardiyak outputu 6nemli 6lgiide artirdigi belirlenmistir (Brame et al.,
2015). APJ reseptor agonisti E339-3D6’nin 6n kasilmaya tabi tutulmus si¢an torasik
aortunda Ach’den daha diisiik dozlarda gevseme sagladig1 gosterilmistir (Iturrioz et
al., 2010). Olduk¢a uzun yarilanma omriine sahip apelin-17 analoglar1 olan P92 ve
LITO1-196’nin sigan torasik aortu ve glomeruler arteriollerinde vazodilatator etki

gosterdigi belirlenmistir (Gerbier et al., 2017).
2.3. Elabela ve Vaskiuler Kontraktilite

Elabelanin vaskiiler fonksiyonlar tizerindeki etkilerinin arastirildig1 az sayida
calisma vardir. Ela-32’nin U46619 ile 6n kasilma uygulanmig fare aortunda endotel
bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla gevsemeye neden oldugu gosterilmistir (Wang
et al., 2015). Ela-32’nin izole sigan kalbinde koroner vazodilatasyona neden oldugu
belirlenmistir (Perjés et al., 2016). Apeline benzer sekilde elabelanin da periferik
uygulamada hipotansif etki gosterdigi ileri sUrllmektedir. Ela-32’nin ve
[Pyrl]apelin-13’iin sicanlarda sistemik vazodilatasyona neden olarak kan basincinda
diisise neden oldugu belirlenen in vivo bir ¢alismada daha diisiik dozlardaki Ela-
32’nin [Pyrl]apelin-13 ile benzer veya daha yiksek dizeyde etki gosterdigi
gozlenmistir (Yang et al., 2017). Elabela ve analoglarinin siganlarda arteryel kan
basincini azalttigi bildirilmistir (Murza et al.,, 2016). Apelin ve elabela ile ilgili

vaskiiler kontraktilite calismalar1 Tablo 1’de gosterilmektedir.
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Tablo 1: Apelin ve clabelanin vazodilatator etkisi ve etki mekanizmasi ile ilgili

calismalar. Ang Il: anjiyotensin 11, BKca: biiyiik kondiiktansh kalsiyum ile aktiflenen potasyum
kanali, ET-1: endotelin-1, NE: norepinefrin, NO: nitrik oksit

Etken madde Denek Damar Kasici ajan Mekanizma Kaynak
apelin-13 sigan portal ven Ang Il NO Gurzu et al., (2006)
apelin-13 insan mezenterik arter, | U46619 NO (sadece | Salcedo et al,
hepatik arter mezenterik arterde) (2007)
[Pyr1]apelin-13, Insan (in | 6n kol direng | - NO Japp et al., (2008)
apelin-36 Vvivo) damarlari
[Pyr1]apelin-13, insan internal  torasik | ET-1 Prostanoidler Maguire et al.,
apelin-13, apelin-36 arter (koroner ([Pyr1]apelin-13’in | (2009)
arter hastalarindan vazodilatator
elde edilmistir) etkisinde)
apelin-13 sigan pulmoner arter ET-1, Ang Il - Andersen et al.,
(2009)
apelin sigan pulmoner arter NE NO Huang et al., (2011)
apelin-13 fare aort U46619 - Wang et al., (2015)
apelin-13 sigan koroner arter serotonin NO, BKca Mughal et al.,
(2018a)
Ela-32 fare aort U46619 NO’dan bagimsiz Wang et al., (2015)
Ela-32 sigan koroner arter - - Perjés et al., (2016)
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2.4. Damar Duvarimin Yapisi ve Vaskiiler Diiz Kas

Damar duvarinda 3 tabaka bulunmaktadir. Bunlar tunika intima, tunika media
ve tunika adventisya olarak adlandirilmaktadir (Sekil 5). Tunika intimada tek kath
endotelyal hiicre tabakasi bulunurken tunika mediada vaskiler diiz kas hiicreleri yer
almaktadir. Endotel hiicre tabakasi kalpten baglayarak kilcal damarlara kadar kan
damarlarinin i¢ ylizeyini kaplamaktadir. Bu sayede limendeki kan ile ¢evre dokular
arasinda bir bariyer islevi gérmektedir. Endotel hiicreleri NO, prostanoidler ve ¢esitli
peptidleri salgilayarak ve endotel kaynakli hiperpolarizasyonu baglatarak kan
damarlarinin ¢apinin hem bazal hem de dinamik diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Zhao, Vanhoutte, & Leung, 2015).

@ % ) Endothelial cell

= Smooth muscle cell

Perivascular adipose
tissue cell

Tunica intima
Tunica media
- Fibroblast cell

Tunica externa "~ Collagen fiber

Q/Nerve endings

Sekil 5: Damar duvarinin yapisi (Zhao et al., 2015).

Vaskiiler diiz kas tabakasi kan damarlarimin kasilma ve gevsemesini
diizenlemektedir. Vaskiiler diiz kasin kasilmasi liimen i¢i basing artis1 ve gerilme ile
mekanik olarak ya da gesitli ajanlarin membrandaki reseptorlerine baglanmasi ile

farmakolojik olarak baslatilabilmektedir. Bu aktivatorler sonug olarak sarkoplazmik
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retikulum gibi hucre ici kaynaklardan ya da kalsiyum kanallar1 araciligiyla hiicre
disindan kalsiyum girigine ve hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artisina neden
olmaktadir. Hiicre i¢i serbest kalsiyum iyonu kalmoduline baglanarak kalsiyum-
kalmodulin kompleksini olusturmakta ve miyozin hafif zincir kinazi aktive
etmektedir. Sonugta miyozin hafif zincirleri fosforillenip, ¢apraz kopriiler olusmakta

ve vaskiiler diiz kasta kasilma meydana gelmektedir (Zhao et al., 2015) (Sekil 6).

Sekil 6: Vaskuler diiz kasin kasilma mekanizmasi (Zhao et al., 2015). ADP: adenozin

difosfat, ATP: adenozin trifosfat, Ca?*: kalsiyum, IP3R: IP; reseptdr kanali, MLC: miyozin hafif
zinciri, MLCK: miyozin hafif zincir kinaz, MLCP: miyozin hafif zincir fosfataz, PO,: fosfat, ROC:
reseptor kontrolli kalsiyum kanali, RyR: Riyanodin reseptor kanali, SR: sarkoplazmik retikulum,

SOC: depo kontrollii kalsiyum kanali, VDCC: voltaj kapili kalsiyum kanalt

Adventisya tabakasi1 sinir sonlanmalar1 ve perivaskiiler yag dokusunun yan
sira ¢evre organlara tutunmayi saglayan fibroblast ve kollajen gibi bag dokusu
elemanlarini igermektedir. Adventisya tabakasinin gesitli komponentleri vaskiler
gelisim ve yeniden modelleme, bagisiklik, immiin hiicre trafigi ve sinyal iletimi gibi
islevlerde rol almaktadir (Zhao et al., 2015). Perivaskiiler yag dokusundaki
adipositler adipokinleri salgilayarak vaskiiler tonus diizenlenmesinde onemli bir

isleve sahiptir. Perivaskiiler yag dokusu bulunan sican torasik aortu gibi damarlarda
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fenilefrin gibi maddeler ile olusan kasilma yaniti azalmaktadir (Soltis, & Cassis,
1991). Bu durumun adipdz doku kaynakli gevsetici faktorler araciligr ile olustugu
diistiniilmektedir. Bu faktorler diiz kasta dogrudan gevsetici rol oynayabilecegi gibi

NO dretimine neden olarak da gevsemeye neden olabilmektedir (Zhao et al., 2015).
2.5. eNOS/NO Yolag: ve Vaskuler Tonus

Serbest bir radikal olan NO, dogal olarak yildirim gibi elektrik desarjlarindan
kaynaklanabilmekte veya kimyasal bir ara trlin olarak Uretilebilmektedir. Bununla
birlikte NO bir hava kirletici olarak otomobil motorlarindan veya fosil yakitli enerji
santrallerinden kaynaklanabilmektedir (Chen, Yang, Buzanowski, & Cichanowicz,
1990; Goldenbaum & Dickerson, 1993; Murad, 1999; Zhao et al., 2015). NO’nun
potansiyel endojen Uretimi endotel kaynakli gevsetici faktor olarak Robert Furchgott
ve Louis Ignarro tarafindan bagimsiz olarak 1986’da ileri siiriilmiistiir ve daha
sonraki caligmalarda bu bilgi dogrulanmistir (Furchgott et al., 1988; Ignarro, Byrns,
& Wood, 1988). Boylece NO, organizmada bir sinyal araci olarak kabul edien ilk gaz
halindeki molekiil olmustur (SoRelle, 1998). Daha sonraki g¢alismalarda NO'nun
kardiyovaskdler sistemin fizyolojik regtlasyonunda anahtar bir rol oynadigi ortaya
konulmugtur. NO (retimindeki ve/veya biyoyararlanimindaki anormallikler
hipertansiyon ve ateroskleroz gibi hastaliklara ve anjiyogenez ile iligkili bozukluklara
neden olabilmekte veya eslik edebilmektedir (Moncada, & Higgs, 2006; Vanhoultte,
Shimokawa, Tang, & Feletou, 2009). Bunlara ek olarak NO, sinir ve bagisiklik
sistemleri, davranisin dizenlenmesi, gastrointestinal motilite, bulasict hastalik ve
timorlere karsi savunma mekanizmalar1 gibi siireclere katkida bulunmaktadir

(Napoli, & Ignarro, 2001; Toda, Ayajiki, & Okamura, 2012; Zhao et al., 2015).

L-arginin en iyi bilinen NO kaynagi ve NOS substratidir (Sakuma, Stuehr,
Gross, Nathan, & Levi, 1988). L-argininden NO iiretimini saglayan ve farkli genler
tarafindan kodlanan 3 ayr1 NOS izoenzimi bulunmaktadir. Bunlar néronal NOS
(nNOS), sitokin ile uyaritlan NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS)’tur
(Forsterman, & Sessa, 2012). Bu 3 NOS agisindan null olan farelerde endotel aracili
damar gevsemesi azalmistir. Ayrica bu farelerde yasam beklentisi hipertansiyon,
diyastolik kalp yetmezligi, kardiyak hipertrofi, ateroskleroz, miyokard infarktiisii gibi
hastaliklarin erken olarak ortaya ¢ikmasi nedeni ile kisalmistir (Tsutsui et al., 2015).
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eNOS vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alan major NOS
izoformudur. eNOS aktivasyonu ve NO iretimi birgok farkli uyaran tarafindan
kalsiyum bagimli ve kalsiyum bagimsiz mekanizmalarla baslatilabilmektedir.
Bunlardan bazilar1 shear stress, Ach, bradikinin, histamin ve 17p-etradiol olarak
siralanabilir (Zhao et al., 2015). Ach, bradikinin ve histamin gibi agonistler
endotelyal hiicre membranindaki spesifik reseptorlerine baglanarak, kalmoduline
baglanmak suretiyle eNOS iizerindeki kalmodulin baglayici1 bolgenin aktiflesmesine
onculik eden, hiicre ici kalsiyumun artisina neden olmaktadir (Hall, 1997; Parsons,
& Ganellin, 2006; Walch, Brink, & Norel, 2000). Bu durum enzimin NO uretimini
uyaracak olan rediiktaz bolgesinden oksijenaz bolgesine elektron akisina neden
olmaktadir. Diger taraftan kalsiyum konsantrasyonundan bagimsiz olarak
fosforilasyonu da enzimin aktivasyonu i¢in 6nemlidir ¢linki bu durum elektronlarin
rediktaz bolgesinden oksidaz bolgesine aktif olarak akisini kolaylastirmaktadir
(Sessa, 2004). Bu modifikasyon eNOS aktivitesini degistirmektedir. Farkli bolgelerin
fosforilasyonu enzim aktivitesinde karsit etkilere neden olabilmektedir (Kolluru,
Siamwala, & Chatterjee, 2010). Ornegin Serl177 (bazi tiirlerde Ser 1179) bir
aktivasyon bolgesi iken Thr495 eNOS igin bir inhibisyon bolgesidir. PKA ve Akt,
bircok uyarana yanit olarak eNOS enzimini Serl177 bolgesinden fosforilleyerek
aktive etmektedir (Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999). Buna karsin hidrojen
peroksit ve bradikinin eNOS aktivitesini hem Ser1177 fosforilasyonunu hem de
Thr495 defosforilasyonunu uyararak artirmaktadir (Harris et al., 2001; Thomas,
Chen, & Keaney, 2002). Hemodinamik shear stress ve 17p-etradiol, NO salimini
esas olarak bu kalsiyum bagimsiz yolak ile uyarmaktadir (Caulin-Glaser, Sarrel,
Sessa, & Bender, 1997; Kuchan, & Frangos, 1994). Ozellikle shear stress PKA
bagimli bir mekanizma ile Serl179 ve Ser635 bolgelerinin fosforilasyonunu
uyarmaktadir (Boo et al., 2002a; Boo et al., 2002b). Bununla birlikte puerarin gibi
cesitli bitkiler Akt bagimli bir mekanizma ile eNOS fosforilasyonu araciligr ile

vaskuler tonusu duzenlemektedir (Li et al., 2015; Zhang et al., 2008).

Endotel kaynakli NO gii¢lii bir vazodilatatordir ve soluble guanilat siklaz
(sGS)’1 uyararak vaskuler duz kas hicrelerinde cGMP olusumunu uyarmaktadir.
cGMP, PKG’yi aktive etmektedir. PKG, sitozolik kalsiyumun sarkoplazmik

retikuluma geri alinmasini, kalsiyumun hiicre digina atilmasini ve kalsiyum ile
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aktiflenen potasyum kanallarmin agilmasini uyarmaktadir. Hiicre igi kalsiyum
konsantrasyonunun azalmasi sonucunda miyozin hafif zincir kinaz (MLCK)
miyozini daha fazla fosforilleyememekte ve diz kas gevsemesi meydana
gelmektedir. Bunun yaninda NO, sGS aktivasyonundan bagimsiz olarak da hicresel
aktiviteyi etkileyebilmektedir. Boylece NO, sarko/endoplazmik retikulum ATPaz’1
uyararak hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu azaltip diiz kas gevsemesine neden
olmaktadir (Hussain, Hobbs, & MacAllister, 1999; Carvajal, Germain, Huidobro-
Toro, & Weiner, 2000; Weisbrod et al., 1998; Zhao et al., 2015).

2.6. MAPK Yolag: ve Vaskiiler Tonus

Siral1 olarak hareket eden proteinlerden olusan bir sinyal yolagi olan MAPK
yolagi (Ras-Raf-MEK-ERK yolagi olarak da bilinir) hiicresel biiyiime, g¢ogalma,
farklilasma, hayatta kalma, donlisim ve apoptoz gibi hicresel sireglerin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Yuan et al., 2020). Sinyallerin bu yoldan
iletilmesi genellikle G proteinine bagli resept0r, reseptor tirozin kinaz veya stres

uyaranlar1 tarafindan baglatilmaktadir.

MAPK enzim ailesi arasinda ERK'ler (ERK 1, ERK 2, ERK 3/4, ERK 5,
ERK 7), c-Jun amino-terminal kinazlar ve p38 MAPK'lar yer almaktadir (Cargnello,
& Roux, 2011). ERK 1 ve ERK 2 en ¢ok galisilan ERK izozimleridir. MAPK protein
kinaz ailesinin tiimii i¢in ortak olan, li¢ protein kinazdan olusan sirali bir
fosforilasyon kaskad1 yoluyla aktivasyondur: MAPK kinaz kinaz (MAP3K), MAPK
kinaz (MEK; MAP2K) ve MAPK. ERK 1 ve ERK 2, Ras/Raf/MEK kaskadiyla
etkinlestirilmektedir. Ras'in aktivasyonu, bir MEK kinaz olan Raf'in aktivasyonuna
yol agmakta ve bu da MEK'1 aktive etmektedir. Daha sonra MEK araciligi ile ERK 1
ve ERK 2'yi aktive etmek icin treonin 202 ve tirozin 204'Un fosforilasyonu
gerceklestirilmektedir (Cobb, 1999).

Izole edilmis kan damarlarinin bazi G protein kenetli reseptorlerin
aktivasyonuna yanit olarak kasilmasimin ERK aktivitesindeki artis ile iliskili oldugu
bildirilmis ve MEK’in inhibe edilmesiyle ERK aktivasyonundaki inhibisyonun kan
damarlarinin kasilmasini azalttigi belirlenmistir (Banes, Florian, & Watts, 1999;

Roberts, 2001). Gerilme kaynakli kasilmalarin da ERK aktivitesindeki artisla iligkili
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oldugu rapor edilmistir (Oeckler, Kaminski, & Wolin, 2003). ERK'nin kasilma
yanitindaki goreceli roliiniin aktive edilen reseptdre ve/veya kan damarina bagh
oldugu diisiinilmektedir (Roberts, 2012). ERK’nin, yaban gelincigi aortundaki al-
adrenoseptor aracili kasilmalara kiyasla domuz palmar lateral venindeki o2-
adrenoseptor aracilt kasilmalarda daha biiylik bir rol oynadig1 gézlenmistir (Dessy,
Kim, Sougnez, Laporte, & Morgan, 1998; Roberts, 2001). ERK'nin kan damarlarinin
kasilmasina neden oldugu mekanizma net olarak aydinlatilamamistir ancak ERK
aracili miyozin hafif zincir kinaz aktivasyonunun kasilmaya aracilik ettigi
diistiniilmektedir (Klemke et al., 1997). Domuz palmar lateral veninde yapilan bir
calismada ERK  aktivasyonundaki inhibisyonun  miyozin  hafif  zincir

fosforilasyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Roberts, 2004).
2.7. Prostanoidler ve Vaskdler Tonus

Prostanoidler arasidonik asitten siklooksijenazlar (COX 1ve COX 2) araciligi
ile turetilmektedir. Bu yolla arasidonik asitten Oncelikle endoperoksidler (PGH>)
Uretilmektedir. Daha sonra ise tromboksan A (TxA2), prostasiklin (PGl2) ve
prostaglandinler (PGD2, PGE>, PGF2,) sentezlenmektedir. Prostanoidler etkilerini
spesifik G protein kenetli reseptorleri araciligiyla ortaya koymaktadir. Bu reseptorler,
TxA:> reseptori (TP), prostasiklin reseptori (IP), prostaglandin D reseptorleri (DP1
ve DP2), prostaglandin E reseptorleri (EP1, EP2, EP3 ve EP4), prostaglandin F
reseptorti (FP) olarak adlandirilmaktadir (Félétou, Huang, & Vanhoutte, 2011).
Prostanoidlerin sentezlenmesi, reseptorleri ve iligkili G proteinler Sekil 7°de

gosterilmektedir.

Prostanoidler, fizyolojik ve patolojik uyarima yanit olarak vazokonstriksiyona
veya vazodilatasyona aracilik edebilmektedir (Zhu, Zhang, Guo, & Wang, 2020).
COX inhibisyonuna duyarli olan prostaglandinlerin akim aracili olarak arteriollerde
meydana gelen vazodilatasyonda rol oynadig: bildirilmistir (Koller, & Kaley 1990).
Prostanoid aracilt vazodilatator etkinligin eNOS/NO gibi diger endotel kaynakli
vazodilatator yolaklarin baskilandigi durumlarda daha ©6n planda oldugu ve
norohiimoral faktorlerden ¢ok kan akimi ile iliskili nedenlerle ortaya c¢iktigi ileri
strtlmektedir (Corriu, Félétou, Canet, & Vanhoutte, 1996; Duffy et al., 1998; Koller,
Sun, & Kaley, 1993; Zygmunt, Plane, Paulsson, Garland, & HOgestétt, 1998).
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Prostanoidler arasinda 6zellikle PGI,, PGD, ve PGE2’nin genellikle vazodilatator
etkinlik gosterdigi, buna karsin PGHz, PGF2, ve TxA: gibi diger bazilarinin ise
genellikle vazokonstriktor etkinlik gosterdigi belirtilmektedir (Félétou et al., 2011).
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Sekil 7: Prostanoidlerin sentezi ve sinyalizasyonu (Zhu et al., 2020). cox:
siklooksijenaz, Coxib: COX 2 selektif inhibitorl, DP: prostaglandin D reseptori, EP: prostaglandin E
reseptorli, FP: prostaglandin F reseptorl, IP: prostasiklin reseptérl, mPGES: mikrozomal
prostaglandin E sentaz, NSAIDs: non-steroid anti-inflamatuar ilaglar, PG: prostaglandin, PGDS: PGD
sentaz, PGFS: PGF sentaz, PGl,: prostasiklin, PGIS: PGI sentaz, PI3K: fosfatidilinositol 3-kinaz,
PKA: protein kinaz A, PLA.. fosfolipaz A, TP: TxA; reseptorii, TxA,: tromboksan Az, TxS:
tromboksan sentaz

Guclu bir vazodilatator olan PGl2’nin insanlarda ve farelerde koroner kan
akiminin diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir (Gutterman et al., 2016;
Gwo6zdz, Drelicharz, Kozlovski, & Chlopicki, 2007). PGl ve sentetik analoglarinin
genellikle gesitli potasyum kanallarinin agilmasi sonucunda hiperpolarizasyona
neden olarak vazodilatasyon meydana getirdigi disiiniilmektedir (Corriu, Félétou,
Edwards, Weston, & Vanhoutte, 2001; Félétou, & Vanhoutte, 2007).

PGE> damar yatagi ve ilgili reseptor alt tipine bagh olarak biiyiik kan
damarlarini genisletebilmekte (EP2, EP4) veya daraltabilmektedir (EP1, EP3) (Zhu
et al., 2020). izole edilmis biiyiik arterlerde mikrozomal PGE sentaz-1 (mPGES-1)
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inhibisyonunun PGl.'yi artirarak noradrenalin kaynakli vazokonstriksiyonu azalttig
gosterilmistir (Ozen et al., 2017). mMPGES-1’in diren¢ damarlarindaki akim aracili
vazodilatasyonda ve iskemi/reperfizyon durumunda doku perflizyonunun
saglanmasinda rol oynadig1 ve bu kosullarda EP4’tin vazodilatatér etkiye aracilik
eden ana reseptor oldugu ileri siiriilmektedir (Zhu et al., 2019). Mezenterik arter
halkalarinin kullanildigi bir ex vivo g¢alismada mPGES-1'in direncg arterlerinde
endotel bagimli vazodilatator etkiye aracilik ettigi fakat iletim arterlerinde bu etkinin

goriilmedigi belirlenmistir (Zhu et al., 2020).

PGD: injeksiyonunun fare kulak damarlarinda doza bagimli bir sekilde
vazodilatasyona neden oldugu belirlenmistir (Zhu et al., 2020). PGF.a’nin sigan
femoral arter seritlerinde vazokonstriksiyona neden oldugu, benzer sekilde hamster
aortunda da muhtemelen TP reseptorleri yoluyla vazokonstriktor etki gosterdigi
bildirilmistir (Wong et al., 2009). TxAz nin, koroner ve serebrovaskdler iskemide rol
oynayan gucli bir vazokonstriktor oldugu gosterilmistir (Smith, Araki, & Lefer,
1980).

2.8. AMPK Yolag: ve Vaskiiler Tonus

AMPK a, B ve y olmak iizere 3 alt birimden olusan bir serin/treonin kinazdir.
Alt birimlerden a ve B’nin 2’ser izoformu (al, a2, 1, f2) bulunurken y alt biriminin
3 izoformu (y1, y2, y3) mevcuttur. Bu izoformlarin herbiri farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir. Bu alt birimlerden a katalitik alt birim olup B ve y diizenleyici alt
birimler olarak gorev yapmaktadir. Farkli dokularda bu izoformlarin cesitli
kombinasyonlardaki heterotrimerik kompleksleri bulunabilmektedir (Salt, & Hardie,
2017).

AMPK tiim viicudun hiicresel enerji homeostazinin temel bir diizenleyicisidir.
AMPK’nm hicrelerde enerji sensorii olarak gorev yaptigi ileri stirilmektedir. Birgok
hiicresel islevi diizenledigi belirlenen AMPK’nin kardiyovaskiiler dokularda da
onemli rollere sahip oldugu gosterilmisti. AMPK’nin kardiyak metabolizma ve
kasilma iglevlerinin diizenlenmesine katildigi, ayrica kan damarlarindaki
antikontraktil, antienflamatuar ve antiaterojenik etkilerde rolii oldugu bildirilmistir.

Metformin, tiazolidindionlar, dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri, salisilat, fenofibrat,
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statinler, resveratrol, berberin ve curcumin gibi ajanlarin yani sira, glukagon benzeri
peptid-1, adiponektin ve leptin gibi hormonlarin AMPK aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Deneysel olarak AMPK aktivasyonu icin AICAR (5-aminoimidazole-
4-carboxyamide-1-B-D-ribofuranoside) ve A769662 gibi ajanlar kullanilirken,
AMPK inhibitori olarak genellikle dorsomorfin (Compound C) kullanilmaktadir
(Lyons, & Roche, 2018; Salt, & Hardie, 2017).
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Sekil 8: AMPK yolag1 ve vaskuler tonus (Verma et al., 2020). Akt: protein kinaz B,
AMPK: adenozin monofosfat ile aktiflenen protein kinaz, cAMP: siklik adenozin monofosfat, cGMP:
siklik guanozin monofosfat, eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz, NO: nitrik oksit, SGC: soluble
guanilat siklaz, SMC: diiz kas hiicresi

Vaskdler endotelyal hiicre, vaskiler diiz kas hticresi ve perivaskiler adipdz
dokudan kaynaklanabilen AMPK’nin vaskiler tonusun diizenlenmesine katkida
bulundugu ileri surilmektedir (Verma et al., 2020) (Sekil 8). AMPK’nin vaskdler
endotelyal hicrelerdeki eNOS aktivitesini artirdigi bildirilmistir. Bunun sonucunda
NO aracili ve endotel bagimli vazodilatasyonda artis meydana gelmektedir (Ewart, &
Kennedy, 2011). AMPK’nin endotelden bagimsiz vazodilatasyonda da rolii oldugu

belirlenmistir. Bu etki vaskiiler diiz kas hiicresindeki MLCK'nin Ca*? duyarliliginin
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azalmast yolu ile saglanmaktadir. Bu durumun vazoprotektif etkiye katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (Salt, & Hardie, 2017). Metformin, tiazolidindionlar ve
statinler gibi ajanlarin vazoprotektif etkilerinin AMPK aktivasyonu yoluyla meydana
geldigi ileri surllmektedir (Ewart, & Kennedy, 2011; Yan et al., 2017). AMPK
aktivasyonunun spontan hipertansif siganlarda NO aracili vazodilatasyona neden
oldugu gosterilmistir (Ford et al., 2012). Ayrica AMPK’nin fare aort preparatlarinda
endotelden bagimsiz vaskiiler diiz kas gevsemesine neden oldugu bildirilmistir
(Goirand et al., 2007). AMPK’nin vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki eNOS’u
Ser1177°den fosforilleyerek aktive ettigi gosterilmistir (Chen et al, 1999; Morrow et
al., 2003). AICAR ile uyarilan eNOS aktivasyonu i¢in Ser633 fosforilasyonunun da
gerekli oldugu belirlenmistir (Chen et al., 2009). AMPK’nin eNOS araciligi ile NO
sentezi icin yeterli miktarda olmas: gereken tetrahidrobiopterin (BH4) seviyesini
BH4 sentezinde hiz kisitlayict enzim olan guanozin trifosfat siklohidrolaz |
degradasyonunu engellemek suretiyle artirarak da NO sentezini iyilestirdigi
gosterilmisgtir (Wang, Xu, Song, Viollet, & Zou, 2009). BH4’iin yetersizligi
eNOS’un dimerize olamamasina ve siiperoksit lretmesine neden olmaktadir
(Siragusa, & Fleming, 2016). AMPK’nin eNOS’u aktiflestirmesinin yani sira
NO’nun da dogrudan AMPK aktivasyonuna neden olabildigi ileri siiriilmektedir.
Farkl1 tiirlerde ve ¢esitli damar yataklarinda yapilan ¢alismalarda AICAR’1n arteryel
vazodilatasyona neden oldugu gosterilmis olup bu etkinin AMPK-al yoksun
farelerde biiylik oranda azaldig: bildirilmistir (Goirand et al., 2007; Salt, & Hardie,
2017). AICAR’1n vazodilatator etki mekanizmasinda NO-endotel aracili ve NO-
endotel aracisiz mekanizmalarin rol aldigr ileri siiriilmekle birlikte bu durum tam
olarak netlestirilememistir. AMPK-al’in diren¢ arterlerinin endotel bagimh
hiperpolarizasyon aracili gevsemesinde onemli oldugu belirlenmistir (Enkhjargal et
al., 2014). AMPK-02’nin ise vaskiiler tonusun diizenlenmesindeki roliiniin daha az
onemli oldugu bildirilmistir (Goirand et al., 2007). AMPK-a2 nakavt farelerde
hipertansif etki ve aort halkalarinda fenilefrine artmis kasilma yaniti gézlenmistir
(Liang et al., 2013). Endotel hucresi spesifik olarak AMPK-02 nakavt farelerde
bradikinin aracili vazodilatasyonda yetersizlik goriilmiis ve bu durumun bradikininin
ACE aracili yikiminda artis sonucunda olabilecegi belirtilmistir (Kohlstedt et al.,
2013). AICAR’1n spontan hipertansif siganlarda kan basincini hizla diisiirdiigii ancak
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normotansif kontrollerde ise etki gostermedigi bildirilmistir (Ford et al., 2012). Obez
siganlarda uzun siireli AICAR uygulamasi sonucunda sistolik kan basincinda azalma
goriilmiistir (Buhl et al., 2002). Daha selektif bir AMPK aktivatorii olan
AT769662nin direng arterlerinde endotelden bagimsiz gevsemeye neden oldugu
belirlenmistir (Schneider et al., 2015). AMPK-al yoksun farelerde perivaskiiler
adipoz doku kaynakli antikontraktil etkinin ortadan kalktigi ve bu durumun
adiponektin salgisindaki azalma ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Almabrouk,

Ugusman, Katwan, Salt, & Kennedy, 2016).
2.9. Potasyum Kanallar1 ve Vaskiiler Tonus

Kicuk arterlerin ve arteriollerin duvarlarindaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
kasilma aktivitesi olan vaskiiler tonus kan akimina kars1 direncin ana belirleyicisidir.
Bu nedenle, vaskiiler tonus, kan basmncinin diizenlenmesinde ve kan akiminin
viicudun dokular1 ve organlar icinde dagiliminda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Sistemik dolasimdaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kasilma aktivitesinin
diizenlenmesi, dolasimdaki hormonlar, norotransmiterler, endotelden tiiretilmis
faktorler ve kan basinci gibi vazodilatatdr ve vazokonstriktor uyaranlarin karmasik
etkilesimine baglidir. Tiim bu sinyaller, kas hiicrelerinin kasilma aktivitesini ve
dolayisiyla kan damarlarinin ¢apini ve kan akimina direncini belirlemek i¢in vaskiiler
duz kas hiicreleri tarafindan entegre edilmektedir. Iyon kanallar1 bu siiregte kilit bir
rol oynamaktadir. Tiim kas hiicreleri gibi, vaskiiler diiz kas hiicreleri de kasilma
tetikleyicisi olarak Ca?* kullanmaktadir. Plazma zaridaki kanallardan Ca?" akis1 ve
hiicre ici depolardan Ca?* salimi sitoplazmik Ca?* artisinin ana kaynagidir. Ek olarak,
iyonlarin iyon kanallar1 boyunca hareketi membran potansiyelini belirlemektedir.
Membran potansiyeli, sitozolik Ca*" konsantrasyonu ile birlikte, iyon kanallarindan
Ca?* salimmi ve kasilma mekanizmasmin Ca?"’a duyarliligmi diizenlemektedir.
Vaskiler diz kas hicrelerinin plazma membranlarinda, timd vaskiler tonusun
diizenlenmesinde rol alabilen, en az 5 farkli tipte K* kanali, 2 tip voltaj kapili Ca?*
kanal, en az 2 tip CI” kanali, depo kontrollii Ca?* kanallar1 ve gerilerek aktive edilen
katyon kanallar1 eksprese edilmektedir (Jackson, 2000; Tykocki, Boerman, &
Jackson, 2017).
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Potasyum kanallarindan hiicre disina potasyum akis1 membran potansiyelinin
belirlenmesinde ¢ok onemli bir faktordiir. Bu nedenle potasyum kanallar1 vaskiiler
tonus dizenlenmesinde kritik role sahiptir. Potasyum kanallarinin aktive olmasi
hiperpolarizasyona, inhibe olmasi ise depolarizasyona neden olmaktadir. Bu durum
voltaj kapili kalsiyum kanallarinin agilip kapanmasini kontrol ederek vaskiiler tonus
tizerinde diizenleyici olarak islev gormektedir (Jackson, 2000; Tykocki et al., 2017)
(Sekil 9).

Open K channels Close K channels

Hyperpolarization Depolarization

|1\ / |\

2 2 2
Decrease Ca D;:crease Close Increase Ca " IncreaseCa  Open
‘ sensitivity Ca Release YLCC ‘sensitivity Release VLCC
Vasodilation Vasoconstriction

Sekil 9: Potasyum kanallar1 ve vaskiiler tonus (Verma et al., 2020). VLCC: voltaj kapili
L tipi kalsiyum kanali

Membran potansiyelinin sadece voltaj kapili Ca?" kanallarim diizenlemekle
kalmadig1, aym zamanda hiicre i¢i depolardan IP3 ile indiiklenen Ca?* salimim ve
kontraktil aparatin Ca?* duyarhligim da etkiledigi bildirilmistir (Ganitkevich, &
Isenberg, 1993; Okada, Yanagisawa, & Taira, 1993). Boylece, membran
potansiyelini belirlemedeki baskinliklar1 nedeniyle, K™ kanallar1 vaskiiler tonusun
belirlenmesi ve dizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Vaskdler diiz kasta
gesitli K™ kanali smiflarinin islevsel oldugu bildirilmistir. Bunlardan baglicalari
ATP'ye duyarli K* (Katp) kanallari, Ca?* ile aktiflenen K* kanallar1 (biiyiik, orta ve
kiiglik kondiiktansli), voltaja duyarli K* (Kv) kanallari, 2 porlu K* (K2p) kanallar1 ve
iceri dogrultucu K* (Kir) kanallaridir (Jackson, 2000; Tykocki et al., 2017).

Potasyum kanallarinin 6nemli bir alt tipi olan BKca kanallar1 ¢ogu hiicrede
bulunmaktadir (Jackson, 2000). Bu kanallar, hiicre i¢i Ca®* artisi ve membran

depolarizasyonu ile aktive edilmektedir (Carl, Lee, & Sanders, 1996). Miyojenik
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tonus gosteren kugcuk arterlerde, BKca kanallarinin aktivitesinin, istirahat membran
potansiyeline katkida bulundugu bildirilmistir (Jackson, 2000). Bu kanallarin
iberiotoksin veya tetraetii amonyum (TEA) ile inhibe edilmesi membran
depolarizasyonuna ve vazokonstriksiyona yol agmaktadir (Brayden, & Nelson, 1992;
Nelson et al., 1995). BKca kanallarinin, sarkoplazmik retikulumdan ryanodin kanal
reseptorleri yoluyla salinan Ca?* araciligiyla sarkolemmal Ca®* miktarindaki fokal
artiglara bagli olarak vaskiiler tonusun diizenlenmesinde merkezi bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (Jaggar et al., 1998; Knot, Standen, & Nelson, 1998; Nelson et al.,
1995).

Mikrosirkilasyondaki dinlenim miyojenik tonusunda BKca kanallarinin rol
almadigs ileri siiriilmektedir (Jackson, 2000). Iberiotoksin veya TEA uygulamasinin
in vivo kosullardaki dinlenim arteriolar ¢ap1 tizerinde herhangi bir etkisi olmadigi
bildirilmistir (Jackson, & Blair, 1998; Loeb, G8dény, & Longnecker, 2000; Paterno,
Faraci, & Heistad, 1996). Her iki ajanin da in vitro olarak tek bir hiicredeki membran
potansiyelini veya K* akimimi etkilemedigi gosterilmistir. Bu belirgin BKca kanal
aktivitesi eksikliginin hiicrelerin zarlarinda bulunan kanallarin ytliksek bir kalsiyum
esigine sahip olmasi nedeniyle ortaya ¢iktigir diistiniilmektedir (Jackson, 2000).
Gevsemis hiicrelerde fizyolojik membran potansiyeli araliginda (—60 ila 30 milivolt)
kanal aktivitesi icin 3 ila 10 uM diizeyinde yiiksek bir Ca®* seviyesi gereklidir.
Yuksek esiklerine ragmen bu kanallar mikrosirkiilasyonda NE ve yiiksek oksijen
diizeyi gibi etkenler ile olusan aktif vazokonstriksiyon sirasinda etkinlesebilmektedir
(Jackson, & Blair, 1998). Bu nedenle, BKca kanallarinin aktif vazokonstriksiyonu
sinirlamak ve vazospazmi Onlemek icin negatif bir geri besleme rolii oynadigi
diisiiniilmektedir. EK olarak, bu kanallarin cGMP ve cAMP kaskadlar1 yoluyla etki
gOsteren vazodilatatorler, aragidonik asidin epoksidi ve karbonmonoksit araciligiyla
aktive edilebildigi bildirilmistir (Campbell, Gebremedhin, Pratt, & Harder, 1996;
Nelson, & Quayle, 1995; Paterno et al., 1996; Wang, Wang, & Wu, 1997). Bu
kanallar, sitokrom P4504; tarafindan iretilen 20-OH arasidonik asit ile
kapatilabilmektedir (Lange, Gebremedhin, Narayanan, & Harder, 1997).
Vazodilatatér veya vazokonstriktor etkenler Ca?* akiminin sikhigini ve genligini
etkileyerek BKca kanal aktivitesini degistirebilmektedir (Jackson, 2000).

Hipertansiyon durumunda vaskiiler diiz kas membranlarinda BKca kanallarinin
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ekspresyonunun arttig1 belirlenmis ve bu durumun hipertansiyonda gézlenen artmis
vaskiiler reaktiviteye karsin negatif bir geri bildirim yanit1 olarak ortaya ¢iktig1 6ne
strilmistir. Bu nedenle, BKca kanallarinin hem fizyolojik hem de patolojik
kosullarda vaskiiler tonunun diizenlenmesinde ©Onemli bir rol oynadig
diistintilmektedir (Jackson, 2000; Liu, Pleyte, Knaus, & Rusch, 1997; Rusch, & Liu,
1997).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan eksprese edilen baska bir yaygin K*
kanali smifi 4-aminopiridin tarafindan inhibe edilen Ky kanallaridir. Bu kanallar,
aktivasyon i¢in 30 mV'lik 6nemli bir esik potansiyeli olan membran depolarizasyonu
ile aktive edilmektedir. Cesitli arterler ve arteriollerden izole edilen vaskuler diiz kas
hiicrelerinde yapilan ¢alismalar, bu kanallarin dinlenim membran potansiyeli ve
vaskiiler tonusun diizenlenmesine katilabilecegine dair kanitlar saglamistir. Ky
kanallari, hem vazodilatatorlerin hem de vazokonstriktorlerin etki mekanizmasinda
rol alabilmektedir. cAMP sinyal kaskadi aracilifiyla etkinlik gOsteren
vazodilatatorler bu kanallar1 acabilmektedir. VVazokonstriktorler, yuksek hcre ici
Ca?* ve PKC'yi igeren mekanizmalarla Ky kanallarin1 kapatabilmektedir (Jackson,
2000; Nelson, & Quayle, 1995).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Genel Bilgiler

Bu calismaya Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 03.04.2019 tarihli ve 2019-04/11 numarali onay alinarak baslanmistir.
Calismada Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen 50 adet 12 haftalik Wistar Albino erkek si¢an
kullanilmistir. Siganlar bir kafeste 4-6 adet olacak sekilde, 22+2 °C sicaklikta, 12
saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde tutulmus ve ad libitum olarak yem/su alim1
saglanmistir. Bir sicanin torasik aortundan 4 adet damar halkas1 elde edilmistir (n=4).
Her bir deney grubu i¢in n=8 saglanmistir. Gruplardaki denek sayisi gii¢ analizi ve

benzer ¢alismalar dikkate alinarak belirlenmistir.
3.2. izole Organ Banyosu Yontemi

Izole organ banyosu yoéntemi 100 yili askin siiredir endojen ve eksojen
maddelerin in vitro kosullarda diiz kas kasilmasina etkisinin arastirildigi, objektif
sonuclar veren, yaygin olarak kullamilan ve giincelligini koruyan giivenilir bir
yontemdir. Ozellikle nispeten biiyiik damarlardaki kasilma ve gevseme yanitlarmin
arastirilmasi i¢in olduk¢a uygundur (Jespersen, Tykocki, Watts, & Cobbett, 2015).
Guncel olarak izole organ banyosu sistemi cift ceperli banyo hazneleri, sivi ve gaz
tasima borulari, izometrik kuvvet transdiseri, termosirkilator, oksijen (O2)-
karbondioksit (CO2) karisim tiipti, amplifikator ile kayit ve analiz tnitesinden
olugsmaktadir (Sekil 10). Termosirkilator icerisinde bulunan distile suyu istenilen
sicakliga ayarlayarak izole organ banyosunun kanal sisteminde ve ¢ift ¢eperli
boliimlerinde dolastirmaktadir. Bu sayede, banyo haznelerin igerisindeki Krebs
cozeltisinin 1sinmas1 ve doku icin uygun sicaklikta kalmasi saglanmaktadir.

Termosirkulator normal viicut i¢ sicakligi olan 37 °C’ye ayarlanmaktadir. Deney
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boyunca banyo haznelerinin alt bolgesindeki giristen % 95 O2-% 5 CO- karigimiyla
haznelerdeki Krebs cozeltisi siirekli olarak gazlandirilmakta ve pH 7,4 olarak
ayarlanmaktadir. Banyo haznelerindeki Krebs cozeltisi metabolik son Urunlerin
birikimini onlemek icin, ¢alisilan doku tipine gore degismekle birlikte, 10 ila 30
dakikada bir yenilenmektedir. Izometrik kuvvet transdiiseri haznelerdeki diizenege
yerlestirilmis olan dokularda olusan izometrik kasilma ve gevsemelerden
kaynaklanan gerim degisikliklerini algilayarak elektriksel sinyallere ¢evirmektedir.
Bu sinyaller amplifikator araciligi ile biiylitiilmekte ve kayit tlinitesine aktarilarak
kaydedilmektedir. Bu kayitlar daha sonra analiz edilerek her bir drnekteki etken
madde uygulamasindan Once ve/veya sonra ortaya ¢ikan kasilma parametreleri

belirlenmektedir.
3.3. izole Organ Banyosu Deneyleri

Anestezisiz olarak dekapite edilen si¢anlarin torakoabdominal bolgeleri
acilarak, torasik aortlar1 hizli bir sekilde ¢ikarilmistir. Torasik aort dokulari, iginde
buz gibi soguk Krebs c¢ozeltisi bulunan petri kaplarma alinmistir. Perivaskiiler
dokulardan dikkatli bir sekilde arindirilan damarlardan 4 mm uzunlukta damar
halkalar1 hazirlanmistir. Damar halkalari, cerrahi iplik ve damar asma aparatlari
kullanilarak izole organ banyosu sistemi (MAY 10BS99, Commat Ltd., Ankara)
icerisindeki cam haznelerde bulunan diizenege yerlestirilmistir. Hazneler Krebs
¢ozeltisi ile doldurularak dokularin beslenmesi saglanmistir. Cift ¢eperli sistem
igerisinde dolasan sicak su ile sicaklik 37 °C olarak sabit tutulmustur. Dokular1
besleyen Krebs c¢ozeltisi % 95 O>-% 5 CO2 gaz karisimi ile slrekli olarak
gazlandirilmig ve pH 7,4 olarak ayarlanmigtir. Dokularin asilmasindan sonraki ilk 30
dakikanin ardindan dinlenim gerimi 2 gram olarak ayarlanmistir. Bunun sonrasinda
dokularin ortama uyum gostermesi i¢in 1 saat daha beklenmistir. Bu siirecte
haznelerdeki Krebs ¢ozeltisi her 15 dakikada bir yenilenmistir. Sonrasinda etken ve
inhibitor madde uygulamalarina gegilmistir. Etken ve inhibitor madde uygulamalari
ayarlanabilir otomatik pipet kullanilarak, hassas bir sekilde Krebs ¢ozeltisi icerisine
yapilmistir. Inhibitér maddeler fenilefrinden 20 ila 30 dakika once uygulanmustir
(Mughal et al., 2018b). Etken maddeler damar gerimi plato evresine ulastiginda

uygulanmistir (Katugampola et al., 2001). Damar halkalarinda meydana gelen
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izometrik kasilma ve gevsemelere bagli olusan gerim degisiklikleri kuvvet
transdiseri (MAY FDTO5) araciligr ile algilanmis ve bilgisayar yazilimi (BIOPAC
MP36) vasitasiyla kaydedilmistir (Jespersen et al., 2015). Calismamizda sican torasik
aortu kullanilan vaskiiler kontraktilite ¢alismalarinda siklikla tercih edildiginden
damar kasict ajan olarak fenilefrin kullanilmistir. Fenilefrin ile olusturulan plato
gerimi % 100 olarak kabul edilmis ve bu deger lizerinden etken maddelerle
olusturulan gerim degerleri hesaplanmistir. Her bir deneyin 6ncesinde izometrik

kuvvet transduserlerinin kalibrasyonu yapilmustir.

To Force

Transducer

Recirculation
— Output

|Recirculation
Input q(:

3-way
Stopcock

Inflow

<% from
Reservoir

95/5%
0,/CO,

Outflow to

Waste Collection

Sekil 10: izole organ banyosu diizenegi (Jespersen et al., 2015). CO,: karbondioksit, Oy:

oksijen
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3.4. Deney Gruplan
3.4.1. Apelin ile Iligkili Gruplar

1. grup (kontrol): Fenilefrin ile kasilan sigan torasik aort gerimine
[Pyrl]apelin-13’tiin ¢oziicist olan distile suyun etkisi arastirilmistir.  Organ
banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 1 saatlik dengelenme periyodu sonrasinda 10°
M fenilefrin ile kasilmistir. Gerim platoya ulastiktan sonra distile su (10 pl)

uygulanmustir.

2. grup: Fenilefrin ile kasilan si¢an torasik aort gerimine [Pyrl]apelin-13’iin
etkisi arastirilmigtir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalart 1 saatlik
dengelenme periyodu sonrasinda 10° M fenilefrin ile kasilmistir. Gerim platoya
ulastiktan sonra 10°-10° M (4 doz) [Pyr1]apelin-13 kiimiilatif olarak uygulanmistir.

3. grup: Apelinin etki mekanizmasinda APJ’nin rolii arastirilmistir. Organ
banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 1 saatlik dengelenme periyodu sonrasinda 10”7
M F13A varliginda 10° M fenilefrin ile kasilmistir. Gerim platoya ulastiktan sonra
10-10% M [Pyr1]apelin-13 kiimiilatif olarak uygulanmustir.

4. grup: Apelinin etki mekanizmasinda eNOS/NO yolaginin rolii
aragtirilmigtir.  Inhibitér madde olarak eNOS inhibitéri L-NAME (102 M)

kullanilmis ve yukaridaki protokol tekrarlanmistir.

5. grup: Apelinin etki mekanizmasinda MAPK yolaginin rolii aragtirilmistir.
Inhibitér madde olarak MEK 1-2 inhibitord U0126 (1,5 pM) kullanilmis ve
yukaridaki protokol tekrarlanmigtir.

6. grup: Apelinin etki mekanizmasinda COX yolagmin roll arastirilmistir,
Inhibitsr madde olarak COX inhibitori indometazin (5 puM) kullamlmis ve
yukaridaki protokol tekrarlanmigtir.

7. grup: Apelinin etki mekanizmasinda AMPK yolaginin rolii arastirilmistir.
Inhibitér madde olarak AMPK inhibitorii dorsomorfin (10 pM) kullanilmis ve
yukaridaki protokol tekrarlanmastir.
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8. grup: Apelinin etki mekanizmasinda potasyum kanallarinin roli
aragtirilmigtir. Inhibitér madde olarak potasyum kanal inhibitéri TEA (10 mM)

kullanilmis ve yukaridaki protokol tekrarlanmistir.

9. grup (vehicle): Fenilefrin ile kasilan sigan torasik aort gerimine
indometazin, dorsomorfin ve U0126’nin ¢oziiciisii olan dimetil siilfoksit (DMSO)’in
etkisi arastirilmistir. Inhibitér madde yerine ¢oziicii konsantrasyonunda DMSO (10

pl) kullanilmis ve yukaridaki protokol tekrarlanmistir.
3.4.2. Elabela ile Iliskili Gruplar

1. grup (kontrol): Fenilefrin ile kasilan si¢an torasik aort gerimine Ela-32’nin
¢Ozucistii olan distile suyun etkisi arastirilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort
halkalar1 1 saatlik dengelenme periyodu sonrasinda 10° M fenilefrin ile kasilmustir.

Gerim platoya ulastiktan sonra distile su (10 pl) uygulanmistir.

2. grup: Fenilefrin ile kasilan sican torasik aort gerimine Ela-32’nin etkisi
aragtirtlmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 1 saatlik dengelenme
periyodu sonrasinda 10° M fenilefrin ile kasilmistir. Gerim platoya ulagtiktan sonra

10°-107 (3 doz) M Ela-32 kiimiilatif olarak uygulanmistir.

3. grup: Elabelanin etki mekanizmasinda APJ’nin rolii arastirilmistir. Organ
banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 1 saatlik dengelenme periyodu sonrasinda 107
M F13A varliginda 10° M fenilefrin ile kasilmistir. Gerim platoya ulastiktan sonra
10°-107" M Ela-32 kiimiilatif olarak uygulanmustir.

4. grup: Elabelanin etki mekanizmasinda eNOS/NO yolagmin rolii
aragtirilmigtir.  Inhibitér madde olarak eNOS inhibitéri L-NAME (102 M)

kullanilmis ve yukaridaki protokol tekrarlanmistir.

5. grup: Elabelanin etki mekanizmasinda MAPK yolaginin rolii aragtirilmistir.
Inhibitér madde olarak MEK 1-2 inhibitori U0126 (1,5 pM) kullanilmis ve
yukaridaki protokol tekrarlanmastir.
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6. grup: Elabelanin etki mekanizmasinda COX yolaginin rolii arastirilmistir.
Inhibitér madde olarak COX inhibitorii indometazin (5 pM) kullamilmis ve
yukaridaki protokol tekrarlanmustir.

7. grup: Elabelanin etki mekanizmasinda AMPK yolaginin rolii arastirtlmigtir.
Inhibitér madde olarak AMPK inhibitorii dorsomorfin (10 pM) kullanilmis ve
yukaridaki protokol tekrarlanmistir.

8. grup: Elabelanin etki mekanizmasinda potasyum kanallarinin roli
arastirlmistir. Inhibitér madde olarak potasyum kanal inhibitéri TEA (10 mM)
kullanilmis ve yukaridaki protokol tekrarlanmistir.

9. grup (vehicle): Fenilefrin ile kasilan sigan torasik aort gerimine
indometazin, dorsomorfin ve UO0126’nin ¢oziiciisii olan DMSO’nun etkisi
aragtirilmistir. Inhibitér madde yerine ¢dziicii konsantrasyonunda DMSO (10 pl)

kullanilmis ve yukaridaki protokol tekrarlanmistir.
3.5. Tlaclar

Caligmamizda kullanilan Ela-32 Tocris’ten, diger kimyasal maddeler ise
Sigma Aldrich/Merck grubundan temin edilmistir. TUm etken ve inhibitér madde
dozlar literatiire uygun olarak belirlenmistir (Maguire et al., 2009; Mughal et al.,
2018a; Mughal et al., 2018b; Perjés et al., 2016; Salcedo et al., 2007). [Pyr1]apelin-
13 distile su igerisinde ¢Oziilmiis ve 10°-10° M dozda (4 doz) uygulanmistir
(Katugampola et al., 2001; Maguire et al., 2009). Ela-32 distile su icerisinde
¢oziilmiis ve 10°-107 M dozda (3 doz) uygulanmistir (Wang et al., 2015).
Indometazin, dorsomorfin ve U0126 kullanma talimatlarma uygun olarak DMSO
igerisinde ¢Oziilmiistiir. Fenilefrin, F13A, TEA ve L-NAME kullanma talimatlarina
uygun olarak distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Calismamizda kullanilan inhibit6r

maddeler ve kullanim amaglar1 Tablo 2’de gosterilmektedir.
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Tablo 2: Inhibitér maddelerin kullanim amaci.

Madde Kullanim amaci

F13A APJ reseptdr antagonisti

L-NAME eNOS inhibitori

uU0126 MEK (MAPK kinaz) 1-2 inhibitori
indometazin COX 1-2 inhibitoru

Dorsomorfin AMPK inhibitori

TEA Potasyum kanal inhibitort

3.6. Krebs Cozeltisi

Krebs ¢ozeltisi in vivo ortamdaki fizyolojik sartlar1 in vitro kosullarda da belli
dlgiilerde saglayan bir ¢ozeltidir. icerigi itibariyle diiz kas dokularinin canliliklarini
ve kasilabilirlik  6zelliklerini  optimal diizeyde siirdiirebilmelerine imkan
saglamaktadir. Calismamizda kullanilan Krebs c¢ozeltisi manyetik Kkaristirict
yardimiyla gunluk olarak hazirlanmigs ve kullanilincaya dek buzdolabinda
tutulmustur (Gurzu et al., 2006; Salcedo et al., 2007) (Tablo 3).

Tablo 3: Krebs ¢ozeltisi.

Madde Molarite (mM)
CaCl,2H,0 25

NaCl 118

KCI 4.8

KH,PO, 12
GlukozH,0 11

NaHCO; 25
MgSO,47H,0 12
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3.7. istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin
yiizdesi olarak ortalamazstandart sapma seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel analiz
icin IBM SPSS Statistics 23 programi kullanilmistir. Coklu gruplar arasindaki
karsilagtirmalar i¢in Tek YoOnli Varyans Analizi (One-Way ANOVA) yapilmis ve
ardindan post hoc olarak Games-Howell testi uygulanmustir. Iki grubun
karsilastirilmast igin Bagimsiz Orneklem T Testi (Independent-Samples T Test)
uygulanmistir. Analizler sonucunda 0.05’ten kii¢iik olan p degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Apelinin Sican Torasik Aort Gerimine Etkisi

Kontrol ve [Pyrl]apelin-13  gruplarmin  yiizde gerim  degerleri
karsilastirilmistir. [Pyrl]apelin-13 grubundaki yuzde gerim degerlerinin kontrol
grubuna kiyasla tim dozlarda istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Tablo 4). [Pyrl]apelin-13 fenilefrin ile kasilmis sigan torasik aortunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde vazodilatator etki gostermistir (Sekil 11).

Tablo 4: Kontrol ve [Pyrl]apelin-13 gruplarinin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz Kontrol [Pyri]apelin-13 Istatistik
10°M 99,46+0,20 79,93£2,56 p<0,001
10°M 99,12+0,61 74,48+2,20 p<0,001
10-'M 98,62+0,62 68,76+2,76 p<0,001
10°M 98,46+0,53 58,34+2,46 p<0,001
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Sekil 11: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato

geriminin yuzdesi olarak ortalamatstandart sapma seklinde ifade edilmistir. [Pyrl]apelin-13
grubundaki yiizde gerim degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

diisiik bulunmustur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.2. Apelinin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda APJ’nin Rolii

[Pyrl]apelin-13 ve F13A gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir.
F13A grubundaki yiizde gerim degerlerinin [Pyrl]apelin-13 grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 5). APJ
inhibisyonu sonrasinda [Pyrl]apelin-13’tin fenilefrin ile kasilmig sigan torasik
aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Sekil
12).

Tablo 5: [Pyrl]apelin-13 ve FI3A gruplarinin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz [Pyri]apelin-13 F13A Istatistik
10°M 79,93+2,56 98,67+1,44 p<0,001
108 M 74,48+2,20 99,28+1,29 p<0,001
107 M 68,76+2,76 97,46+0,86 p<0,001
105 M 58,34+2 46 98,13+1,17 p<0,001
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Sekil 12: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkinligi tizerine APJ inhibisyonunun

etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamatstandart sapma
seklinde ifade edilmistir. F13A uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri [Pyrl]apelin-13 grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.3. Apelinin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda eNOS/NO Yolaginin Rolii

[Pyrl]apelin-13 ve L-NAME gruplariin yiizde gerim degerleri
karsilagtirilmistir. L-NAME grubundaki yiizde gerim degerlerinin [Pyrl]apelin-13
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamh diizeyde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Tablo 6). eNOS inhibisyonu sonrasinda [Pyrl]apelin-13’{in fenilefrin
ile kasilmig sigan torasik aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli

diizeyde azalmistir (Sekil 13).

Tablo 6: [Pyrl]apelin-13 ve L-NAME gruplariin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz [Pyrl]apelin-13 L-NAME Istatistik
10° M 79,93+2 56 98,35+1,27 p<0,001
108 M 74,48+2,20 96,90+1,42 p<0,001
10-'M 68,76+2,76 95,80+1,69 p<0,001
10°M 58,34+2 46 94,56+2,31 p<0,001
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Sekil 13: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkinligi iizerine eNOS inhibisyonunun
etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamatstandart sapma
seklinde ifade edilmistir. L-NAME uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri [Pyrl]apelin-13
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. ###:
p<0,001
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4.4. Apelinin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda MAPK Yolagimin Rolii

Vehicle ve U0126 gruplarimin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir. U0126
grubundaki yiizde gerim degerleri ile Vehicle grubundaki yiizde gerim degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark belirlenmemistir (Tablo 7).
MAPK inhibisyonu sonrasinda [Pyrl]apelin-13’iin fenilefrin ile kasilmis sican
torasik aortundaki vazodilatator etkisinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir
degisiklik olmamistir (Sekil 14).

Tablo 7: Vehicle ve U0126 gruplarinin yiizde gerim degerlerinin karsilagtirilmas.

Doz Vehicle U0126 Istatistik
10°M 78,452 26 81,27+1,92 p>0,05
10° M 73,1942 ,43 73,73+£2,43 p>0,05
10-’M 67,8412 87 66,31+2,16 p>0,05
10°M 57,16%2,08 54,40+2,31 p>0,05
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Sekil 14: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkinligi {izerine MAPK inhibisyonunun

etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamatstandart sapma
seklinde ifade edilmistir. U0126 uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri ile vehicle grubunun yiizde
gerim degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Her grupta n=8.
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4.5. Apelinin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda COX Yolagimin Rolii

Vehicle ve Indometazin gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmustir.
Indometazin grubundaki yiizde gerim degerlerinin Vehicle grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 8).
COX inhibisyonu sonrasinda [Pyr1]apelin-13’iin fenilefrin ile kasilmig sigan torasik
aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Sekil

15).

Tablo 8: Vehicle ve Indometazin gruplarinin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz Vehicle indometazin Istatistik
10°M 78,45+2,06 82,64+0,74 p<0,05
0°M 73,1922 43 77,161,46 p<0,05
107 M 67,8422,87 72,98+1,92 p<0,05
0°M 57,16%2,08 61,57%2,26 p<0,05
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Sekil 15: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkinligi tzerine COX inhibisyonunun

etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamatstandart sapma
seklinde ifade edilmistir. indometazin uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri vehicle grubuna gére

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. #: p<0,05
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4.6. Apelinin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda AMPK Yolagimin Rolii

Vehicle ve Dorsomorfin gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir.
Dorsomorfin grubundaki yiizde gerim degerlerinin Vehicle grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 9).
AMPK inhibisyonu sonrasinda [Pyrl]apelin-13’iin fenilefrin ile kasilmig sican
torasik aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir

(Sekil 16).

Tablo 9: Vehicle ve Dorsomorfin gruplarinin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz Vehicle Dorsomorfin Istatistik
10° M 78,45%2,26 93,00+1,83 p<0,001
10° M 73,19+2,43 89,04+2,46 p<0,001
10-'M 67,84+2,87 84,75+1 47 p<0,001
10° M 57,16+2,08 79,00£3,11 p<0,001
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Sekil 16: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkinligi {izerine AMPK inhibisyonunun

etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamatstandart sapma
seklinde ifade edilmistir. Dorsomorfin uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri vehicle grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.7. Apelinin Vazodilatatér Etki Mekanizmasinda Potasyum Kanallarimin Rolii

[Pyrl]apelin-13 ve TEA gruplarmin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir.
TEA grubundaki yiizde gerim degerlerinin [Pyrl]apelin-13 grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 10).
Potasyum kanal inhibisyonu sonrasinda [Pyrl]apelin-13’lin fenilefrin ile kasilmis
sican torasik aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azalmistir (Sekil 17).

Tablo 10: [Pyrl]apelin-13 ve TEA gruplarmin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz [Pyri]apelin-13 TEA Istatistik
10°M 79,93+2,56 95,33+1,86 p<0,001
108 M 74,48+2,20 93,91+2,03 p<0,001
10-"M 68,7612,76 91,63+2,71 p<0,001
105 M 58,34+2,46 82,08+1,65 p<0,001
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Sekil 17: [Pyrl]apelin-13’iin vazodilatator etkinligi {izerine potasyum kanal

inhibisyonunun etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak

ortalamazstandart sapma seklinde ifade edilmistir. TEA uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri
[Pyrl]apelin-13 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her
grupta n=8. ###: p<0.001
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4.8. Elabelanin Sican Torasik Aort Gerimine Etkisi

Kontrol ve Ela-32 gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir. Ela-32
grubundaki yiizde gerim degerlerinin kontrol grubuna kiyasla tim dozlarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo 11). Ela-
32 fenilefrin ile kasilmis si¢an torasik aortunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

vazodilatator etki gostermistir (Sekil 18).

Tablo 11: Kontrol ve Ela-32 gruplarinin yiizde gerim degerlerinin karsilastirilmas.

Doz Kontrol Ela-32 Istatistik
10° M 99,92+0,72 74,94+1,30 p<0,001
108 M 99,660,82 64,76£1,96 p<0,001
107 M 99,2620,44 57,25+1,12 p<0,001
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Sekil 18: Ela-32’nin vazodilatator etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin
yuzdesi olarak ortalamatstandart sapma seklinde ifade edilmistir. Ela-32 grubundaki ylizde gerim
degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha dusiik bulunmustur. Her

grupta n=8. ###: p<0,001
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4.9. Elabelanin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda APJ’nin Rolii

Ela-32 ve F13A gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir. FI13A

grubundaki ylizde gerim degerlerinin Ela-32 grubuna kiyasla istatistiksel olarak

anlaml diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 12). APJ inhibisyonu

sonrasinda Ela-32’nin fenilefrin ile kasilmis sigan torasik aortundaki vazodilatator

etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Sekil 19).

Tablo 12: Ela-32 ve F13A gruplarmin yiizde gerim degerlerinin karsilagtirilmas.

Doz Ela-32 F13A Istatistik
10° M 74,94+1 30 102,71+1,20 p<0,001
108 M 64,76+1,96 103,35+1,44 p<0,001
107 M 57,25+1,12 103,42+1,22 p<0,001
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Sekil 19: Ela-32’nin vazodilatator etkinligi izerine APJ inhibisyonunun etkisi. Veriler

fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yizdesi olarak ortalamazstandart sapma seklinde ifade

edilmistir. F13A uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri Ela-32 grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmugtur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.10. Elabelamin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda eNOS/NO Yolagimin Rolii

Ela-32 ve L-NAME gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir. L-

NAME grubundaki yiizde gerim degerleri ile Ela-32 grubundaki yiizde gerim

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark belirlenmemistir

(Tablo 13). eNOS inhibisyonu sonrasinda Ela-32’nin fenilefrin ile kasilmis sigan

torasik aortundaki vazodilatator etkisinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir

degisiklik olmamistir (Sekil 20).

Tablo 13: Ela-32 ve L-NAME gruplarinin yiizde gerim degerlerinin karsilastirilmasi.

Fenilefrin

Doz Ela-32 L-NAME Istatistik
10° M 74,94+1,30 76,42+1,24 p>0,05
10° M 64,76+1,96 66,57+1,60 p>0,05
10" M 57,25+1,12 58,40+1,53 p>0,05
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Sekil 20: Ela-32’nin vazodilatator etkinligi iizerine eNOS inhibisyonunun etkisi.

Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yuzdesi olarak ortalamatstandart sapma seklinde

ifade edilmistir. L-NAME uygulanan gruptaki yilizde gerim degerleri ile Ela-32 grubunun yiizde gerim

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir. Her grupta n=8.

46



4.11. Elabelamin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda MAPK Yolaginin Rolii

Vehicle ve U0126 gruplarimin yiizde gerim degerleri karsilastirilmigtir. U0126
grubundaki yiizde gerim degerleri ile Vehicle grubundaki yiizde gerim degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark belirlenmemistir (Tablo 14).
MAPK inhibisyonu sonrasinda Ela-32’nin fenilefrin ile kasilmig sigcan torasik
aortundaki vazodilatator etkisinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisiklik

olmamustir (Sekil 21).

Tablo 14: Vehicle ve U0126 gruplarinin yiizde gerim degerlerinin karsilastirilmasi.

Doz Vehicle U0126 Istatistik
10°M 74,56+1,85 76,10£1,40 p>0,05
10° M 63,90+1,55 65,59+1,59 p>0,05
107 M 57,43+1,23 58,68+1,06 p>0,05
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Sekil 21: Ela-32’nin vazodilatatdr etkinligi tizerine MAPK inhibisyonunun etkisi.

Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yuzdesi olarak ortalamatstandart sapma seklinde
ifade edilmistir. U0126 uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri ile vehicle grubunun yizde gerim

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Her grupta n=8.
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4.12. Elabelamin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda COX Yolaginin Rolii

Vehicle ve Indometazin gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmstir.
Indometazin grubundaki yiizde gerim degerlerinin Vehicle grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 15).
COX inhibisyonu sonrasinda Ela-32°nin fenilefrin ile kasilmis sigan torasik
aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Sekil

22).

Tablo 15: Vehicle ve Indometazin gruplarmin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz Vehicle indometazin Istatistik
10°M 74,56+1,85 90,64+1,43 p<0,001
10°M 63,90+1,55 87,50+1,87 p<0,001
107M 57,43+1,23 76,92+1,55 p<0,001
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Sekil 22: Ela-32’nin vazodilatator etkinligi {izerine COX inhibisyonunun etkisi.

Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yuzdesi olarak ortalamatstandart sapma seklinde
ifade edilmistir. indometazin uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri vehicle grubuna goére

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.13. Elabelamin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda AMPK Yolaginin Rolii

Vehicle ve Dorsomorfin gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir.
Dorsomorfin grubundaki yiizde gerim degerlerinin Vehicle grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 16).
AMPK inhibisyonu sonrasinda Ela-32’nin fenilefrin ile kasilmig sigcan torasik
aortundaki vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Sekil

23).

Tablo 16: Vehicle ve Dorsomorfin gruplarinin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz Vehicle Dorsomorfin Istatistik
10° M 74,56£1,85 91,28+2,08 p<0,001
10° M 63,00+1,55 83,65+1,29 p<0,001
107 M 57,43£1,23 78,37+1,44 p<0,001
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Sekil 23: Ela-32’nin vazodilatator etkinligi tizerine AMPK inhibisyonunun etkisi.
Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yuzdesi olarak ortalamatstandart sapma seklinde
ifade edilmistir. Dorsomorfin uygulanan gruptaki ylizde gerim degerleri vehicle grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.14. Elabelanin Vazodilatator Etki Mekanizmasinda Potasyum Kanallariin

Roll

Ela-32 ve TEA gruplarinin yiizde gerim degerleri karsilastirilmistir. TEA
grubundaki ylizde gerim degerlerinin Ela-32 grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 17). Potasyum kanal
inhibisyonu sonrasinda Ela-32’nin fenilefrin ile kasilmis si¢an torasik aortundaki

vazodilatator etkisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Sekil 24).

Tablo 17: Ela-32 ve TEA gruplarinin yiizde gerim degerlerinin karsilastiriimasi.

Doz Ela-32 TEA Istatistik
10°M 74,94+1,30 91,32+1,31 p<0,001
108 M 64,76+1,96 89,30+1,72 p<0,001
107 M 57,25+1,12 84,99+1,16 p<0,001
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Sekil 24: Ela-32’nin vazodilatator etkinligi iizerine potasyum kanal inhibisyonunun

etkisi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamatstandart sapma
seklinde ifade edilmigtir. TEA uygulanan gruptaki ylizde gerim degerleri Ela-32 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Her grupta n=8. ###: p<0,001
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4.15. Apelin ve Elabelanin Vazodilatator Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Apelin ve elabelanin vazodilatator etkinliklerini kiyaslamak amaciyla
[Pyri]apelin-13 ve Ela-32 gruplarmin ortak dozlardaki (10° M, 108 M ve 107 M)
yiizde gerim degerleri karsilastirllmistir. Ela-32 grubundaki yiizde gerim degerleri
[Pyrl]apelin-13 grubuna kiyasla tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha diisiik bulunmustur (Tablo 18). Ela-32, [Pyrl]apelin-13’e kiyasla fenilefrin ile
on kasilma uygulanmis sigan torasik aortunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

daha fazla vazodilatator etki gostermistir (Sekil 25).

Tablo 18: [Pyrl]apelin-13 ve Ela-32 gruplarinin yiizde gerim degerlerinin
karsilastirilmasi.

Doz [Pyr1]apelin-13 Ela-32 Istatistik
10°M 79,93+2,56 74,94+1,30 p<0,01
10° M 74,4812 20 64,76+1,96 p<0,001
107 M 68,76+2,76 57,25+1,12 p<0,001
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Sekil 25: [Pyrl]apelin-13 ve Ela-32’nin  vazodilatator  etkinliklerinin
karsilastirilmasi. Veriler fenilefrin ile elde edilen plato geriminin yiizdesi olarak ortalamaztstandart
sapma seklinde ifade edilmistir. Ela-32 uygulanan gruptaki yiizde gerim degerleri [Pyrl]apelin-13
uygulanan gruba goére tim ortak dozlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha dusiik
bulunmustur. Her grupta n=8. ##: p< 0,01; ###: p<0,001
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5. TARTISMA VE SONUC

Kardiyovaskiiler hastaliklar tum dunyada morbidite ve mortalitenin en
O6nemli sebeplerinden birisidir. Bu hastaliklarin toplam tedavi maliyeti her yil
oldukga biiylik tutarlara ulasmaktadir (Mozaffarian et al., 2015). Bu nedenle
kardiyovaskiiler hastaliklarin etkin tedavisini saglayacak yeni ve alternatif ajanlarin
gelistirilmesi olduk¢a onemlidir. Simdiye kadar bulunmus 2 endojen elemani apelin
ve elabela olan apelinerjik sistem, anjiyogenik, kardiyoprotektif, pozitif inotropik ve
antihipertansif 6zellikleri ile oldukca 6nemli kardiyovaskiiler etkilere sahiptir. Gicll
pozitif inotropik etkisi ile kalp yetmezligi tedavisinde umut vadeden apelin ve
elabelanin, vazodilatator etkileri ile de esansiyel hipertansiyon ve pulmoner
hipertansiyon gibi yaygin hipertansif hastaliklarda etkin bir tedavi alternatifi
saglayabilecegi disiiniilmektedir (Wysocka et al., 2018; Yamaleyeva et al., 2016;
Yang et al., 2015). Bu nedenle her iki ajanin vaskiiler kontraktilite tizerindeki
etkilerinin yani sira etki mekanizmalarinin da detayli olarak ortaya konulmasi kritik
oneme sahiptir. Bu calismada plazma ve kardiyovaskiiler dokulardaki dominant
apelin izoformu olan [Pyrl]apelin-13 ve elabelanin matiir izoformu olan Ela-32’nin
fenilefrin ile kasilmis si¢an torasik aort gerimi {izerindeki etkileri arastirilmistr.
Vazodilatator etki gosterdigi belirlenen her iki endojen APJ ligandinin bu etkisine
aracilik eden olasi mekanizmalar arastirilarak [Pyrl]apelin-13’tin APJ, NO,
prostanoidler, AMPK ve potasyum kanallar araciligiyla vazodilatator etki gosterdigi;
Ela-32’nin ise APJ, prostanoidler, AMPK ve potasyum kanallar1 araciliyla
vazodilatatOr etkiye neden oldugu sonucu elde edilmistir. Ayrica bu ¢alismada apelin
ve elabelanin vaskiiler gerim {izerindeki etki diizeyleri kiyaslanarak Ela-32’nin

vazodilatator etki diizeyinin [Pyrl]apelin-13’ten daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Apelinerjik sistemin vaskuler kontraktilite Uzerindeki etkisi vazodilatasyon

lehine olabildigi gibi vazokonstriksiyon lehine de olabilmektedir. Bunun nedeni hem
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vaskiler endotelyal hiicrelerde hem de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde APJ eksprese
edilmesidir.  Vaskuler endotel hicrelerindeki APJ’ye baglanan apelinin
vazodilatasyona neden oldugu, buna karsin endotelin intakt olmadigi durumlarda
dogrudan vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki APJ’ye baglanan apelinin
vazokonstriksiyona neden oldugu ileri siiriilmektedir (Read et al., 2019; Yang et al.,
2015). Calismamizda, [Pyrl]apelin-13’iin sigan torasik aortunda doz bagimli olarak
vazodilatator etki gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek seviyede etki 10® M dozda ve
fenilefrin aracili plato gerimi iizerinden yaklasik % 42 diizeyinde gerceklesmistir.
Apelinin etkisinin, endoteli intakt diger damar yataklarinda oldugu gibi 6n kasilma
uygulanmis si¢an torasik aortunda da vazodilatasyon lehine oldugu gézlenmistir. Bu
sonug daha 6nceki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Serotonin, Ang I, U46619,
NE ve ET-1 gibi ¢esitli ajanlarla 6n kasilma uygulanmis sigan portal veninde, insan
mezenterik ve hepatik arterlerinde, insan internal torasik arterinde, sigan pulmoner
arterinde, fare aortunda ve sican koroner arterinde cesitli apelin izoformlari
uygulanarak vazodilatator etkinlik gosterilmistir (Andersen et al., 2009; Gurzu et al.,
2006; Huang et al., 2011; Maguire et al., 2009; Mughal et al., 2018a; Salcedo et al.,
2007; Wang et al., 2015). Bizim ¢alismamizda bu ¢aligmalardan farkli olarak sigan
torasik aortu kullanilmis ve bu damar yataginin kullanildigi diger calismalarda
siklikla tercih edilmesi nedeni ile damar kasict ajan olarak fenilefrin secilmistir.
Mughal et al., (2018a) serotonin ile 6n kasilma uygulanmis sigan koroner arterinde
apelin-13’iin 3x10°® M dozda % 45 diizeyinde gevsetici etki gdsterdigini bildirmistir.
Bizim ¢alismamiz apelin izoformu olarak [Pyr1]apelin-13, maksimum doz olarak 10
® M ve damar yatag1 olarak sican torasik aortu secilmis olmasi nedeni ile Mughal et
al.,, (2018a)’'un c¢alisgmasindan ayrilmakla birlikte yaklastk % 42 dizeyinde
saptadigimiz maksimum vazodilatatér etkinlik acisindan iki calisma arasinda
benzerlik gorulmektedir. Wang et al., (2015) fare aortunda yaptiklart ¢alismada
apelin-13 kullanmis ve maksimum doz olan 10® M dozda % 79 oraninda gevseme
meydana geldigini belirlemistir. Bu diizey bizim ¢aligmamizda goriilen ayn1 dozdaki
% 42 seviyesindeki gevsemeye gore oldukea yiiksek diizeydedir. Bu farkliligin her
iki ¢alismadaki denek turi ve apelin izoformunun farkli olmasindan kaynaklanmig

olabilecegini diistinmekteyiz.
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Vaskiler endotelin intakt olmadigi durumlarda apelin uygulamasinin
vazokonstriksiyona neden oldugu ileri siiriilmektedir. Katugampola et al., (2001)
bizim ¢alismamizda da oldugu gibi [Pyrl]apelin-13 kullandiklar1 ¢alismada endoteli
cikarilmis insan safen veninde apelin uygulamasi sonucunda KCI ile elde edilen
maksimum gerimin yaklasik % 23’1 diizeyinde kasilma olustugunu belirlemistir.
Benzer sekilde Maguire et al., (2009) endoteli ¢gikarilmis insan safen veni ve internal
torasik arterinde [Pyrl]apelin-13, apelin-13 ve apelin-36 uygulamasi ile
vazokonstriktor etki meydana geldigini gOstermistir. Pitkin et al., (2010) ateroskleroz
hastalarindan elde edilen insan koroner arterinde [Pyrl]apelin-13’iin vazokonstriktor
etki gosterdigini bildirmistir. Wang et al.,, (2011) ADMA ile endotel hasari
olusturulmus sican kuyruk arterinde apelin-13’iin vazokonstriktor etkiye neden
oldugunu gozlemistir. Bizim ¢aligmamizda bu c¢alismalardan farkli olarak vaskiiler
endotel ¢ikarilmamis olup fonksiyonel bir endotelin var oldugu diger calismalara
benzer sekilde apelin uygulanmasi sonucunda vazodilatator etkinlik goriilmiistiir. Bu
sonuglar endotel biitiinligiiniin vaskiler kontraktil fonksiyonlar agisindan oldukga
onemli oldugunu ve apelinin vaskiler gerim iizerindeki etkisinin niteligini

belirledigini diisiindiirmektedir.

Diger bir endojen APJ ligandi olan elabelanin vaskiler kontraktilite
Uzerindeki etkisi ¢alismamizda arastirilmistir. APJ’nin daha yeni bulunmus endojen
ligand1 olan elabelanin da apeline benzer sekilde fenilefrin ile 6n kasilma uygulanmisg
sigan torasik aortunda vazodilatasyona neden oldugu belirlenmistir. Perjés et al.,
(2016) Ela-32’nin sigan koroner arterinde vazodilatator etki gosterdigini bildirmistir.
Wang et al., (2015) fare aort halkalarinda yaptiklari ¢alismada U46619 ile 6n kasilma
uygulamis ve Ela-32’nin doz bagimli olarak vazodilatasyona neden oldugunu
gOstermistir. Arastirmacilar Ela-32 aracili vazodilatator etkinin ¢alismada kullanilan
en yilksek doz olan 10°® M dozda yaklasik % 74 diizeyinde gergeklestigini
belirlemistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan maksimum doz olan 10" M dozda Ela-
32’nin vazodilatator etkisinin yaklagsik % 43 diizeyinde oldugu sonucuna ulasilmistir.
Bu etki dizeyinin Wang et al., (2015)’un ¢aligmasindaki maksimum etkiden daha
diisiik seviyede oldugu goriilmektedir. Her iki calismada ayni elabela izoformu
uygulandigi dikkate alindiginda, bu sonucun bizim ¢alismamizda daha diisiik doz

kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegini diistinmekteyiz.
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Apelin ve elabelanin fizyolojik etkilerini G protein kenetli bir reseptér olan
APJ araciligr ile gosterdigi iyi bilinmektedir. Apelinin vaskiler kontraktilite
Uzerindeki etkisinde de APJ reseptoriiniin rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Read et
al., 2019; Zhang et al., 2018). Mughal et al., (2018a) APJ reseptor antagonisti F13A
ile APJ inhibisyonu uygulanmasi sonucunda sigan koroner arterindeki apelin-13 ile
uyarilan vazodilatator etkinin tamamen ortadan kalktigini bildirmistir. Elabelanin
vazodilatator etkisinde APJ’nin roliinii arastiran bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Bizim
calismamizda APJ inhibisyonu icin Mughal et al., (2018a)’un ¢alismasina benzer
sekilde ve ayni dozda F13A uygulanmis olup, bu inhibisyon sonrasinda [Pyr1]apelin-
13’in ve Ela-32’nin sigan torasik aortundaki vazodilatator etkilerinin tlmdayle
ortadan kalktigi belirlenmistir. Bu bulgu apelin ve elabelanin sican torasik aort

gerimine ortak reseptérleri olan APJ yoluyla etki ettiklerini gostermektedir.

Apelin ve elabela fizyolojik etkilerini ortak bir reseptor araciligi ile gosterse
de etki mekanizmalar1 agisisindan farklilik goriilebilmektedir. Onceki calismalarda
apelin aracili vazodilatator etkide eNOS/NO yolaginin oldukga 6nemli bir rol
oynadigi ileri siirilmektedir (Gurzu et al., 2006; Mughal et al., 2018a). Buna karsin
elabelanin  vazodilatator  etkisinde eNOS/NO yolaginin rol oynamadigi
belirtilmektedir (Wang et al., 2015). Gurzu et al., (2006) Ang II ile kasilan si¢an
portal venindeki apelin-13 aracili vazodilatator etkide NO’nun rolii oldugunu
belirlemistir. Salcedo et al., (2007) U46619 ile kasilmis insan mezenterik arterinde
apelin-13’tin NO aracili vazodilatator etki gosterdigini, buna karsin insan hepatik
arterinde NO’nun etkili olmadigimi bildirmistir. Mughal et al., (2018a) serotonin ile
kasilmis sican koroner arterinde apelin-13’tin NO araciligiyla vazodilatator etki
gosterdigini ileri stirmiistiir. Jia et al., (2007) sican aortunda apelin aracili olarak
eNOS/NO yolaginin aktive oldugunu gostermistir. Wang et al., (2015) ise fare aort
halkalarindaki Ela-32 aracili vazodilatasyonda eNOS/NO yolaginin rol oynamadigini
belirlemistir. Ancak su ana kadar sigan torasik aortundaki apelin veya elabela aracili
vazodilatator etkide eNOS/NO yolagmin roliinii arastiran bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Calismamizda apelinin vazodilatator etki mekanizmasini aragtirmak
amaci ile eNOS inhibitérii L-NAME uygulanmis ve sigan torasik aortundaki
[Pyrl]apelin-13 aracili vazodilatator etkinin ¢ok biliyik oranda ortadan kalktig:

goriilmiistiir. Bu durum apelinin vazodilatatér etki mekanizmasinda eNOS/NO
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yolaginin olduk¢a Onemli bir rolii oldugunu ve sican torasik aortunda da etkin
oldugunu gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz bu bulgunun daha onceki
calismalarla uyumlu oldugu goriilmektedir (Gurzu et al., 2006; Mughal et al., 2018a).
Buna karsin ¢alismamizda L-NAME uygulamasi sonucunda sigan torasik aortundaki
Ela-32 aracili vazodilatator etkide istatistiksel olarak anlamli dlizeyde bir degisiklik
meydana gelmedigi belirlenmistir. Bu sonug¢ elabela aracili vazodilatator etkide
apelinin aksine eNOS/NO vyolagmin rolii olmadigimi gostermekte ve baska
mekanizmalarin bu etkiye aracilik ettigini diisiindiirmektedir. Elde ettigimiz bu
sonucun Wang et al., (2015)’un ¢alismasiyla ayni dogrultuda oldugu goriilmektedir.
Bu bulgu, apelin ve elabelanin reseptorlerinin ortak olmasina ragmen reseptor
sonrasinda farkli mekanizmalarla ayn1 fizyolojik etkiye neden olabildiklerini

gostermektedir.

Birgok hiicresel siiregte rol aldigi belirtilen MAPK yolagimin kardiyovaskuler
kontraktilite ile de iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Perjés et al., 2016; Roberts,
2004). Yaban gelincigi aortu ve domuz palmar lateral veninde yapilan ¢alismalarda
MAPK yolagindaki MEK/ERK aktivitesinin vaskiiler kontraktil fonksiyonlarla
iligkili oldugu bildirilmistir (Dessy et al., 1998; Roberts, 2001; Roberts, 2004).
Bununla birlikte, MAPK yolag: apelinerjik sistemle de iligkilendirilmistir. Elabela
aracili pozitif inotropik etkide MAPK yolagindaki ERK 1-2 aktivasyonunun roli
oldugu belirtilmektedir. Perjés et al., (2016) elabelanin kardiyak ve vaskiiler
kontraktilite (zerindeki etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada Ela-32’nin izole sigan
kalbinde doz bagmli olarak pozitif inotropik ve koroner vazodilatator etki
gosterdigini bildirmistir. Ela-32 uygulamasina bagh olarak kardiyak kontraktilitede
maksimum % 46 oraninda artis goriilen bu ¢alismada MAPK yolaginda aktiflestikleri
bilinen MEK 1-2/ERK 1-2 inhibisyonuna bagli olarak Ela-32’nin pozitif inotropik
etkisinde yaklasik % 50 oraninda azalma meydana geldigi belirtilmistir. Bununla
birlikte MEK 1-2 inhibitori U0126 uygulamasina bagli olarak Ela-32’nin koroner
vazodilatatOr etkisinin de azalma egilimi gosterdigi ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde olmadig: ileri strllmistir. Bu veriler apelinerjik sistemin
vazodilatator etkisinde MAPK yolaginin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle ¢alismamizda hem [Pyrl]apelin-13 hem de Ela-32’nin sigan torasik

aortundaki vazodilatator etkilerine MAPK yolagimin katkisi olup olmadig:
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sorgulanmistir. MAPK yolagindaki MEK 1-2’nin inhibisyonu amaciyla U0126
uygulanmasi sonrasinda ne [Pyrl]apelin-13 ne de Ela-32’nin vazodilatator
etkinliklerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisiklik gériilmemis olup bu
sonu¢g apelin ve elabelanin vazodilatator etkisinde MAPK yolaginin rol almadigin

gOstermektedir.

Siklooksijenaz yolaginda iiretilen PGI,, PGD, ve PGE: gibi baz
prostanoidlerin vazodilatator etkiye aracilik edebildigi ileri siirtilmektedir (Félétou et
al.,, 2011). Serebryakov, Zakharenko, Snetkov, & Takeda, (1994) si¢an torasik
aortunda PGE: ve PGE: uygulamasinin vazodilatatér etkiye neden oldugunu
bildirmistir. Ozen et al., (2017) insan internal torasik arter ve safen ven
orneklerindeki NE ile uyarilan vaskiiler tonusun mPGES-1 inhibisyonu sonrasinda
PGly’deki artis aracihigr ile azaldigim gostermistir.  Ozellikle, indometazin
uygulamasiyla sentezi biiylik 6l¢iide azalan PGI2’nin giiclii bir vazodilatator oldugu
bilinmekte olup apelin aracili vazodilatasyonda rolii olabilecegi belirtilmektedir
(Read et al., 2019; Rikitake, 2020). Apelin aracili vazodilatator etkide
prostanoidlerin rolinii arastiran 6nceki ¢alismalarda tutarsiz veriler elde edilmistir
(Japp et al., 2008; Maguire et al., 2009; Mughal et al., 2018a). Japp et al., (2008)
insanlarda yaptiklar1 ve [Pyrl]apelin-13 veya apelin-36 inflizyonunun 6n kol direng
arterlerinde vazodilatasyona neden oldugunu, buna karsin vendz tonusu
degistirmedigini belirledikleri in vivo bir ¢alismada [Pyrl]apelin-13 ile uyarilan
vazodilatator etkide NO’nun rolii oldugunu ancak prostanoidlerin rolii olmadigini
bildirmistir. Benzer sekilde Mughal et al., (2018a) sican koroner arterindeki apelin-
13 aracili vazodilatator etkinin NO aracili olarak gerceklestigini fakat prostanoidlerin
bu etkiye katkida bulunmadigini ileri siirmiistir. Buna karsin, Maguire et al.,
(2009)’un yaptig1 caligmada koroner arter hastalarindan elde edilen insan internal
torasik arterlerinde [Pyrl]apelin-13’tin meydana getirdigi vazodilatasyona NO
yolaginin katilmadigi ancak prostanoidlerin katkida bulundugu bildirilmistir. Bu
calismalarda elde edilen farkli sonuglar, kullanilan denek tiirlerinin farkli olmasindan
ya da koroner arter hastalarindaki diger damar yataklarmin da endotel yapisindaki
bozulmadan kaynaklanmis olabilir. Prostanoidlerin elabela aracili vazodilatator
etkideki roliiniin arastirildigi bir calismaya rastlanmamistir. Bizim c¢alismamizda

sican torasik aortundaki [Pyrl]apelin-13 ve Ela-32 aracili vazodilatator etkilerde
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prostanoidlerin rolii olup olmadig: arastirilmistir. Selektif olmayan COX inhibitori
indometazin uygulamasi sonrasinda fenilefrin ile 6n kasilma uygulanan sigan torasik
aortundaki [Pyrl]apelin-13 aracili vazodilatator etkinin istatistiksel olarak anlamli
diuzeyde azaldigim1 belirledigimiz ¢alismamizda aymi sekilde Ela-32 aracili
vazodilatator etkinin de COX inhibisyonu sonucunda istatistiksel olarak anlamli
duzeyde azaldigi sonucuna ulagilmistir. Calismamizda COX inhibisyonu sonrasinda
Ela-32’nin vazodilatator etkinliginin [Pyrl]apelin-13°e kiyasla daha biiyiik oranda
azaldig1 saptanmis olup bu bulgumuz saglikli si¢an torasik aortunda hem apelin hem
de elabelanin vazodilatator etkisinde prostanoidlerin rol oynamasina karsin
prostanoid aracili vazodilatator etkinligin elabelanin vazodilatatdr etkisinde daha
onemli oldugunu diistindiirmektedir. Prostanoid aracili vazodilatator etkinin 6zellikle
eNOS/NO yolag1 gibi diger vazodilatatdr yolaklarin baskilandigi veya damar
yatagimin saglikli olmadigi durumlarda 6n plana ¢iktigr ileri siiriilmesine ragmen,
elde ettigimiz bu bulgu fizyolojik kosullarda saglikli bir damar yataginda da
prostanoidlerin vazodilatator etkide onemli bir araci oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte ¢alismamizda kullandigimiz indometazinin segici olmayan bir COX
inhibitori olmasindan dolayr ¢alismamiz hangi prostanoid alt tipinin apelin ve
elabelanin vazodilatator etkisine aracilik ettigi konusunda fikir vermemektedir. Bu
nedenle selektif prostaglandin sentaz inhibitorleri kullanilarak apelinerjik sistem
aracili vazodilatator etkiye aracilik eden prostanoid alt tipi ya da tiplerinin
belirlenebilecegini ve oncelikle gucli vazodilatator etkisi nedeniyle PGIl2 nin olasi

roliniin arastirilabilecegini diistinmekteyiz.

Hicrelerde enerji sensorll olarak gorev yapan ve bircok metabolik stirecin
diizenlenmesinde rol alan AMPK yolaginin vaskiiler kontraktil fonksiyonla yakindan
iliskili oldugu ve antikontraktil etkiye aracilik ettigi belirtilmektedir. AMPK
yolaginin metformin, resveratrol ve curcumin gibi sik kullanilan ilaglarin veya
etkileri glncel birer arastirma konusu olan gesitli maddelerin vazodilatator
etkinliginde 6nemli bir rol oynadig: ileri siiriilmektedir. AMPK’nin vaskiiler endotel
hiicrelerinde eNOS aktivitesini artirip NO aracili olarak vazodilatasyona neden
oldugu bildirilmistir (Salt, & Hardie, 2017). Ford et al., (2012) spontan hipertansif
siganlarda AMPK aktivasyonu sonrasinda NO aracili olarak vazodilatasyon meydana

geldigini ileri siirmiistiir. Goirand et al., (2007) AMPK’nin fare aortundaki endotel
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bagimsiz gevsemede rol aldigimi bildirmistir. AMPK aktivatorleri olan AICAR veya
A769662 kullanilan ¢esitli ¢calismalarda vazodilatator ve hipotansif etki gdzlenmistir
(Buhl et al., 2002; Ford et al., 2012; Schneider et al., 2015). Apelinerjik sistemin
vaskiiler kontraktilite tlizerindeki etkisi ile AMPK yolagimi iliskilendiren bir
calismaya rastlanmamistir. Bizim calismamizda antikontraktil fonksiyondaki c¢ok
o6nemli roli nedeni ile [Pyrl]apelin-13 ve Ela-32’nin sican torasik aortundaki
vazodilatator etkinliginde AMPK yolagmin olast rolii arastirilmistir. AMPK
inhibisyonu igin siklikla kullanilan dorsomorfin uygulamasi sonrasinda fenilefrin ile
on kasilma uygulanmis si¢an torasik aortundaki [Pyrl]apelin-13 aracili vazodilatator
etkinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi gozlenmistir. Bununla birlikte
caligmamizda dorsomorfin uygulamasi sonucunda si¢an torasik aortundaki Ela-32
aracili vazodilatator etkinin de istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig:
belirlenmistir. Bu sonuglar AMPK aktivasyonunun apelin ve elabela aracili
vazodilatator etkide Oonemli bir roliiniin oldugunu gostermektedir. Hem bizim
calismamizda hem de daha Onceki c¢alismalarda apelinin vazodilatator etkisinde
NO’nun olduk¢a 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (Gurzu et al., 2006; Mughal et
al., 2018a). Daha onceki calismalarda NO iiretiminde PI3K/Akt/eNOS yolaginin
etkili oldugu ileri siiriilmektedir (Kuba et al., 2019; Zhang et al., 2018). Bizim
calismamizda elde ettigimiz AMPK aktivasyonunun apelin aracili vazodilatator
etkide rol aldigina iligkin bulgumuz apelin aracili NO {iiretimine AMPK yolagmin da
katkida bulunuyor olabilecegini diigiindiirmektedir. Diger taraftan Wang et al.,
(2015)’un ¢alismasinda ve bizim g¢alismamizda elabelanin vazodilatator etkisinde
eNOS/NO vyolaginin rolii olmadig1 gozlendiginden elabela aracili vazodilatator
etkide AMPK sonrasinda eNOS/NO yolag: disinda bagska mekanizmalar rol oynuyor

olabilir.

Potasyum kanallar1 membran potansiyelinin, voltaj kapili kalsiyum
kanallarinin ag¢ilip kapanmasinin, hiicre i¢i kaynaklardan kalsiyum saliminin ve
kalsiyum duyarliliginin diizenlenmesi yoluyla vaskiler tonusun belirlenmesinde
anahtar bir rol oynamaktadir. Potasyum kanallarinin 6nemli bir alt tipi ¢ogu hiicrede
bulunan BKca kanallart olup nispeten diisiik dozlarda TEA uygulamasi ile biiyiik
oranda bu kanallar inhibe olmaktadir. Buna karsin daha yiksek dozlarda

kullanildiginda TEA’nin spesifikliginin azalabildigi ve Ky kanallarin1 da inhibe
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edebildigi ileri surllmektedir (Tykocki et al., 2017). Spesifik olarak BKca kanal
inhibisyonu igin ise iberiotoxin gibi ajanlar kullanilmaktadir. Daha Onceki
caligmalarda potasyum kanallari, 6zellikle BKca kanallari, apelin aracili vaskiiler
kontraktil etkilerle iliskilendirilmistir (Modgil et al., 2013; Mughal et al., 2018a;
Mughal et al., 2018b). Modgil et al., (2013) sigan serebral arter diiz kas hiicrelerinde
apelin-13’tin BKca kanallarim1 PI3K bagimli bir mekanizma ile inhibe ettigini
gostermistir. Mughal et al., (2018a) sigan koroner arteri kullandiklar1 ¢alismada
iberiotoxin ile BKca kanal inhibisyonuna bagli olarak apelin-13 aracili vazodilatator
etkide istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalma meydana geldigini belirlemistir.
Bagka bir ¢alisgmada Mughal et al., (2018b) apelin-13’iin sigan serebral arterinde NO
aracili BKca kanal aktivasyonunu engelleyerek bradikinin aracili gevsemeyi inhibe
ettigini bildirmistir. Bu ¢alismalar apelinin BKca kanallarini damar yataginin tiiriine
bagl olarak hem aktive hem de inhibe edebildigini gdstermektedir. Ote yandan
elabelanin vazodilatatér etkisinde potasyum kanallarinin roliinii arastiran bir
caligmaya rastlanmamistir. Bizim g¢alismamizda potasyum kanal inhibitori TEA
uygulanarak sigan torasik aortundaki [Pyrl]apelin-13 ve Ela-32 aracili vazodilatatér
etkide potasyum kanallarinin rolii olup olmadigi arastirilarak, TEA uygulamasinin
hem [Pyrl]apelin-13 hem de Ela-32 aracili vazodilatator etkiyi istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalttig1 gosterilmistir. Elde ettigimiz bu bulgu potasyum kanal
aktivasyonunun apelinerjik sistem aracili vazodilatator etkide dnemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Mughal et al., (2018a; 2018b)’un ¢alismalar1 da dikkate
alindiginda apelin ve elabelanin vazodilatator etkisinde roll olan potasyum kanali alt
tipinin BKca kanali olabilecegini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte TEA'nin yiiksek
dozlarda Ky kanallarin1 da inhibe edebildigi ileri siiriildiigiinden selektif inhibitdrler
kullanilarak hangi potasyum kanal alt tip(ler)inin apelin ve elabela aracili
vazodilatatOr etkide rol oynadiginin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica vaskuler
tonusun duzenlenmesinde roll olabilecek Katp kanallari, Ky kanallar1, Kop kanallari
ve Kir kanallar1 gibi diger potasyum kanal alt tiplerinin apelinerjik sistem aracili
vazodilatator etkideki roliinii aragtiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu
konunun daha ileri diizeyde arastirilmasi gerektigini diisiinmekte ve yeni bir ¢alisma
planlamaktayiz. Cesitli ¢alismalarda prostanoidlerin BKca kanallarinin da dahil

oldugu bazi potasyum kanallarin1 aktive ettigi belirlenmistir (Moreau, Hurst,
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Lapointe, & Lajeunesse, 1996; Ruiz-Velasco, & lkeda, 1998). Kopek Kkarotis
arterinde PGIl2’nin potasyum kanallarini aktive ederek vazodilatasyona neden oldugu
bildirilmistir (Siegel, Carl, Adler, & Stock, 1989). Diger taraftan, Schneider et al.,
(2015) AMPK’nin farelerden izole edilen direng arterlerinde BKca kanallarini aktive
ederek vazodilatasyona neden oldugunu gostermistir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuglar AMPK’nin, prostanoidlerin ve potasyum kanallarinin apelin ve elabelanin
vazodilatator etkisinde rol oynadigini gostermekte olup bu sonuglar bize sigan torasik
aortundaki apelinerjik sistem aracili potasyum kanal aktivasyonunda prostanoidlerin
ve AMPK’nin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, NO/cGMP aracili
olarak BKca kanallarinin aktive olabildigi ileri siiriilmektedir (Joshi, Nelson, &
Werner, 2012). eNOS/NO yolaginin ve potasyum kanallarinin apelin aracili
vazodilatasyonda olduk¢a 6nemli bir rol oynadigi hem 6nceki ¢alismalarda hem de
bizim c¢alismamizda gosterildiginden si¢an torasik aortundaki apelin kaynakli
vazodilatasyonda NO yoluyla meydana gelen bir potasyum kanal aktivasyonun da

katkis1 olabilecegini diisiinmekteyiz.

Son olarak, ¢alismamizda apelin ve elabelanin vazodilatator etki diizeyleri
karsilagtirilmistir. Wang et al., (2015)’un ¢alismasinda apelin-13’lin vazodilatator
etkisinin Ela-32’den daha fazla oldugu ileri siiriilmiistiir. Arastirmacilar bu ¢alismada
fare aortunda apelin-13’0n maksimum % 79 oraninda, Ela-32’nin ise yaklasik % 74
oraninda gevseme sagladigini belirlemistir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismadan farkli
olarak sican torasik aortu ve [Pyrl]apelin-13 kullanilmistir. Ela-32’nin tiim ortak
dozlarda [Pyrl]apelin-13’ten istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazla
vazodilatator etki gosterdigi sonucuna ulasilan ¢alismamizda her iki ajan icgin en
yiiksek ortak doz olan 107 M dozda [Pyr1]apelin-13’iin yaklasik % 31, Ela-32’nin
ise yaklasik % 43 oraninda gevsetici etki gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgumuz,
Wang et al., (2015)’un ¢alismasindan farkli olarak, elabelanin apelinden daha fazla
vazodilatator etkiye neden oldugunu gostermektedir. Apelin izoformlarin etki giicii
bakimindan farklilik gosterebildigi bilinmektedir (Shin et al., 2017). Bu nedenle
bizim ¢aligmamiz ve Wang et al., (2015)’un ¢alismasi arasindaki bu farkliligin her
iki ¢alismada kullanilan denek tiirlerinin yani sira Ozellikle apelin izoformlarinin
farkli olmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Yang et al., (2017)

Ela-32 ve [Pyrl]apelin-13’iin sicanlarda sistemik vazodilatasyona neden oldugunu
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gosterdikleri ¢alismada daha diisiik dozlardaki Ela-32’nin [Pyrl1]apelin-13 ile benzer
ya da daha yuksek seviyede etki olusturdugunu ve bu durumun ayni ¢alismada elde
ettikleri insan kalbinde Ela-32’nin [Pyrl]apelin-13’ten yaklasik 5 kat fazla reseptor
afinitesi gosterdigi bulgusu ile uyumlu oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmadaki veriyle

bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonucun benzer oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, sunmus oldugumuz ¢alismamizda, endojen APJ ligandlari
olan apelin ve elabelanin her ikisinin de fenilefrin ile kasilmis sigan torasik aortunda
vazodilatator etki  gosterdigi  belirlenmistir.  Apelinin  vazodilatator  etki
mekanizmasinda APJ nin yani sira eNOS/NO yolagi, AMPK yolagi, prostanoidler ve
potasyum kanallarmin roli oldugu ancak MAPK yolaginin roli olmadig
gosterilmistir. Elabelanin vazodilatator etki mekanizmasinda ise APJ’nin yani sira
AMPK yolagi, potasyum kanallar1 ve prostanoidlerin rol oynadigi ancak eNOS/NO
ve MAPK yolaklarinin rol oynamadigi saptanmistir. MAPK yolaginin ne apelinin ne
de elabelanin vazodilatator etkisinde rol oynamadigi belirlenen ¢alismamizda,
eNOS/NO yolagmin ise sadece apelinin vazodilatatdr etkisinde rol aldig
gozlenmistir. Caligmamizda AMPK yolagi, COX yolag1 ve potasyum kanallarinin
her iki etken maddenin vazodilatator etkisinde de ortak olarak rol aldig
gosterilmistir. Bunlara ek olarak Ela-32’nin sigan torasik aortundaki vazodilatatér
etki diizeyinin [Pyrl]apelin-13’e kiyasla daha yiiksek oldugu da ¢alismamizda ortaya
konulmustur. Apelin ve elabelanin belirgin vazodilatator etkinlikleri nedeniyle birgok
kardiyovaskiiler hastalikta, 0zellikle esansiyel hipertansiyon ve pulmoner arteryel
hipertansiyon gibi hipertansif hastaliklarda alternatif tedavi ajanlarinin gelistirilmesi
acisindan umut vadettigini diisinmekteyiz. Bu nedenle apelin ve elabelanin
vazodilatator etki mekanizmalarinin aydimnlatilmas:  kritik 6neme sahip olup

calismamizda elde edilen veriler literatire 6nemli bir katk: saglayabilecektir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

[Pyr1]apelin-13: Pyroglutamyl apelin-13
°C: Santigrat derece

Kg: Mikrogram

pl: Mikrolitre

UM: Mikromolar

a: Alfa

ACE 2: Anjiyotensin doniistliriicli enzim 2
Ach: Asetilkolin

ADMA: Asimetrik dimetil arginin

ADP: Adenozin difosfat

AICAR: 5-aminoimidazole-4-carboxyamide-1-4-D-ribofuranoside
Akt: Protein kinaz B

AMP: Adenozin monofosfat

AMPK: Adenozin monofosfat ile aktiflenen protein kinaz
Ang II: Anjiyotensin 11

APJ: Apelin reseptori

AT1A: Anjiyotensin Il tip 1A reseptor
ATP: Adenozin trifosfat

BH4: Tetrahidrobiopterin

BKca: Biiyiik kondiiktansl kalsiyum ile aktiflenen potasyum kanali
Ca?*: Kalsiyum

CaCly: Kalsiyum klorur

cAMP: Siklik adenozin monofosfat
cGMP: Siklik guanozin monofosfat

CI: Klor

CO.: Karbondioksit

COX: Siklooksijenaz

Coxib: COX 2 selektif inhibitori

DAG: Diacilgliserol

DMSOQO: Dimetil sulfoksit

DP: Prostaglandin D reseptor

Ela: Elabela

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

EP: Prostaglandin E reseptori

ERK: Ekstraselller sinyal dizenleyici kinaz
ET-1: Endotelin-1

FP: Prostaglandin F reseptori

GEF: Guanin niikleotid degistirici faktor
H*: Hidrojen

H20: Su

IP: Prostasiklin reseptori

IP3: inositol trifosfat

IP3R: inositol trifosfat reseptdr kanali
INOS: Sitokinle uyarilan nitrik oksit sentaz
ISV: Intraserebroventrikiler

IV: intravenoz
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K™: Potasyum

K2p: 2 porlu potasyum kanali

Katp: ATP duyarli potasyum kanali

KCI: Potasyum klorir

KH2PO4: Potasyum dihidrojen fosfat

Kir: Igeri dogrultucu potasyum kanali

Kv: Voltaja duyarli potasyum kanali

I: Litre

L-NAME: N(w)-nitro-L-arginin metil ester
M: Molar

MAP2K: Mitojenle aktiflenen protein kinaz kinaz
MAP3K: Mitojenle aktiflenen protein kinaz kinaz kinaz
MAPK: Mitojenle aktiflenen protein kinaz
MEK: Mitojenle aktiflenen protein kinaz kinaz
Mg2SO4: Magnezyum stilfat

ml: Mililitre

MLC: Miyozin hafif zinciri

MLCK: Miyozin hafif zincir kinaz

MLCP: Miyozin hafif zincir fosfataz

mM: Milimolar

mMPGES-1: Mikrozomal PGE sentaz-1
MRNA: Mesajci riboniikleik asit

Na*: Sodyum

NaCl: Sodyum klorir

NaHCOz3: Sodyum bikarbonat

NCX: Na*-Ca?* degistiricisi

NE: Norepinefrin

NHE: Na™-H" degistiricisi

nNOS: Ndéronal nitrik oksit sentaz

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

NSAIDs: Non-steroid anti-inflamatuar ilaglar
O2: Oksijen

OAKB: Ortalama arteryel kan basinci

pg: Pikogram

PG: Prostaglandin

PGDS: PGD sentaz

PGFS: PGF sentaz

PGl.: Prostasiklin

PGIS: PGI sentaz

PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz

PKA: Protein kinaz A

PKC: Protein kinaz C

PLA:: Fosfolipaz A2

PLC: Fosfolipaz C

PO4: Fosfat

PVN: Paraventrikiler nukleus

RAAS: Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi
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ROC: Reseptor kontrollii kalsiyum kanali
RVLM: Rostral venrolateral medulla
RyR: Riyanodin reseptor kanali

sGS: Soluble guanilat siklaz

SOC: Depo kontrollii kalsiyum kanali
SR: Sarkoplazmik retikulum

TEA: Tetraetil amonyum

TP: Tromboksan A reseptori

TxA2: Tromboksan A

TxS: Tromboksan sentaz

VDCC: Voltaj kapili kalsiyum kanal1
VEC: Vaskiiler endotelyal hiicre

VEGF: Vaskiler endotelyal buyume faktori

VSMC: Vaskiiler diiz kas hiicresi
a: Alfa

[: Beta

v: Gama

®: Omega
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