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TURKGE OZET

Bu ¢alismada, irisin konsantrasyonlarinin iletim tipi bir arter olan sigan torasik aortu
halkalarinda vaskuler duz kas kontraktilitesine etkileri ve bu etkilerde PKC, MEK1/2, Ky,
SKca Ve BKca’nin rollerinin olabilecegi hipotezinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismada, 10-12 haftalik 84 adet erkek Wistar Albino si¢an kullanilmistir. Deney
hayvanlarindan izole edilen torasik aort halkalarina ait izometrik kasilma yanitlar1 izole organ
banyosu modeli ile 6l¢iilmiistiir. Arastirmada kullanilan etken ve bloker/inhibitér maddelere
gore 7 deney grubu olusturulmustur. Tiim deney gruplarinda 10° M PHE ile 6n kasilma
olusturulmus ve irisinin 10°-10° M araligindaki konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Gruplara ait
veriler istatistiksel olarak degerlendirilmis ve anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul
edilmistir.

frisin 108, 10”7 ve 10°® M’lik konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde gevsetici etki gdstermistir (p<0,001). PKC inhibitorii BIM | (107 M
icin p<0,001), MEK1/2 inhibitéri U0126 (107 M igin p<0,05), Ky blokeri XE-991 (107 M
icin p<0,001), SKca blokeri apamin (107 M igin p<0,05) ve BKca blokeri TEA (107 M igin
p<0,001) inkiibasyonlar1 degisik konsantrasyonlarda irisinle indiiklenen gevseme yanitlarini
inhibe etmistir. Bununla birlikte, BIM I, U0126 ve XE-991 ¢6ziiciisii DMSO irisine gevseme
yanitlarini etkilememistir (p>0,05).

Sonug olarak, irisinin sican torasik aortu Uzerindeki fonksiyonel gevsetici etkisine
yonelik ilk fizyolojik bulgulara ulasilmistir. Ayrica, bu ¢alisma irisinle indiiklenen gevseme
yanitlarimin  PKC, MEK1/2, voltaja duyarh ve kalsiyumla aktive edilen K* kanallari
etkinligiyle iliskili olabilecegini bildiren ilk ¢aligmadir. Deneysel bulgularimiz, irisinin
hipertansiyon ve ateroskleroz gibi anormal vazokonstriksiyonla iligkili kardiyovaskuler
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde yararl bir ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Irisin, vazodilatasyon, mitojenle aktive edilen protein kinazlar,
potasyum Kanallar1, organ banyosu
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INGILIZCE OZET

INVESTIGATION OF FUNCTIONAL EFFECTS AND POTENTIAL EFFECT
MECHANISMS OF IRISIN IN CONDUCTING ARTERIES WITH ISOLATED
ORGAN BATH MODEL

In this study, it was aimed to investigate the effects of irisin concentrations on vascular
smooth muscle contractility in rat thoracic aortic rings, which is a conduction type artery, and
the hypothesis that PKC, MEK1/2, Kv, SKca and BKca may have roles in these effects.

84 male Wistar Albino rats of 10-12 weeks of age were used in the study. Isometric
contraction responses of thoracic aortic rings isolated from experimental animals were
measured with an isolated organ bath model. 7 experimental groups were formed according to
the active and blocker/inhibitor substances used in the study. Preliminary contraction was
created with 10° M PHE and concentrations in the range of 10°-10° M of irisin were used in
all experimental groups. The data belonging to the groups were evaluated statistically and the
significance level was accepted as p<0,05.

Irisin showed a statistically significant relaxant effect at concentrations of 108, 107
and 10° M compared to the control group (p<0,001). PKC inhibitor BIM I (p<0,001 for 10~
M), MEK1/2 inhibitor U0126 (p<0,05 for 107 M), Kv blocker XE-991 (p<0,001 for 10" M),
SKca blocker apamin (p<0,05 for 107 M) and BKca blocker TEA (p<0,001 for 107 M)
incubations inhibited relaxation responses induced by varying concentrations of irisin.
However, DMSO, which is the solvent of BIM I, U0126 and XE-991, did not affect the
relaxation responses to irisin (p>0,05).

In conclusion, the first physiological findings regarding the functional relaxant effect
of irisin on rat thoracic aorta have been obtained. In addition, this study is the first to report
that irisin-induced relaxation responses may be associated with the activity of PKC, MEK1/2,
voltage sensitive and calcium-activated K™ channels. Our experimental findings suggest that
irisin may be a useful agent in the prevention and treatment of cardiovascular diseases
associated with abnormal vasoconstriction such as hypertension and atherosclerosis.

Keywords: Irisin, vasodilation, mitogen-activated protein kinases, potassium
channels, organ bath
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1. GIRIS

Irisin, iskelet kas1 ve kahverengi adipoz dokudaki metabolik aktivite ile
yiiksek oranda iligkili olan fibronektin tip 11l domain iceren protein 5 (fibronectin
type 11l domain containing protein 5; FNDC5) molekdlindn bir driind olarak
tiiretilen yeni tanimlanmis 112 amino asitli bir hormondur (Bostrom et al., 2012).
Irisin, beyaz adipositlerin kahverengi adipositlere déniisiimiinii aktive ederek
mitokondriyal biyogenez ve enerji harcamasini artirir (Bostrom et al., 2012; Kelly,
2012; Sanchis-Gomar, Lippi, Mayero, Perez-Quilis, & Garcia-Giménez, 2012;
Villarroya, 2012).

Dolagimdaki irisin seviyelerinin obezite, Tip Il diabetes mellitus, insulin
direnci ve ateroskleroz ile iliskili oldugu gosterilmistir (J.J. Liu et al., 2013; Park et
al., 2013; Stengel et al., 2013). Bu iliskinin gosterilmesi, irisin molekilinin
polikistik over sendromu (polycystic ovary syndrome; PCOS), obezite, diabetes
mellitus, kronik bobrek hastaligi, iskemik kalp hastaliklart ve hipertansiyon gibi
toplumda sik goriilen metabolizma iliskili hastaliklarin 6nlenmesinde, takibinde ve
tedavi  edilmesinde  kullanilmasi  olast  ajanlardan  birisi  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu baglamda, son zamanlarda yapilan bir¢ok calisma irisinin 0Ozellikle
kardiyovaskiiler hastaliklar tiizerine potansiyel terapotik etkileri olabilecegini
gostermistir. Bu caligsmalar, yeni tant konulan Tip II diyabetik hastalarda dolasimdaki
irisin dizeylerinin endotel-bagimli vazodilatasyonla pozitif iligkili oldugunu ve
diistik irisin diizeylerinin obezitede endotel disfonksiyonu ile bagimsiz olarak iligkili
oldugunu gostermistir (Hou, Han, & Sun, 2015; Xiang, Xiang, Yue, Zhang, & Zhao,
2014).



Vazoreaktivite; hipertansiyon, bas agris1 ve inme gibi gesitli kardiyovaskiiler
hastaliklarda temel éneme sahiptir (Brunner et al., 2005). Bazi ¢aligmalar ile irisinin
periferik vazodilatator etkisi gosterilse de, bu molekilin potansiyel vaskiler
aktivitesi yeterince bilinmemektedir ve vaskiiler diiz kas kasilma-gevseme
yanitlarina ait mekanizmalar hentiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte,
yeni kesfedilen bu adipomiyokin ile yapilan ¢aligmalar ¢ok sayida geligkili sonuca
sahiptir (H. Kuclk, 2018; Hecksteden et al., 2013; Huh et al., 2012; Kabasakalis,
Nikolaidis, Tsalis, Christoulas, & Mougios, 2019; Norheim et al., 2014;
Palacios-Gonzélez et al.,, 2015; Tavassoli, Heidarianpour, & Hedayati, 2019).
Dolayistyla, irisinin vaskiler dokudaki islevsel etkilerinin ve bu etkilerde rol
oynayan mekanizmalarin net bir sekilde ortaya konulabilmesi i¢in daha fazla

calismaya gereksinim duyulmaktadir.

Irisinin egzersiz ve metabolik homeostaz arasinda bir koprii olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu baglamda, baslica iskelet kasi hiicrelerinden salimi egzersizle
indlklenen firisinin, ginimuzde sikligi giderek artan obezite, insiilin direnci ve
diabetes mellitus gibi metabolik hastaliklar ile bunlarin sonucu gelisebilen
hipertansiyon ve ateroskleroz gibi patolojilere karsi egzersizin koruyucu etkilerine
aracilik edebilecegi disiiniilmektedir (Pang et al., 2018; Pedersen, & Febbraio, 2012;
Strasser, 2013). Ancak, bu iligkinin altinda yatan mekanizmalar heniiz tamamen
acikliga kavusturulamamistir. Egzersiz, irisin ve metabolik hastaliklar arasindaki
yakin iliski géz Oniine alindiginda irisinin vaskuler dokudaki islevsel etkileriyle kan

basincinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada, irisinin diger baz1 damarlarda oldugu gibi sigan torasik aortu
preparatlarinda da fonksiyonel etkiler olusturabilecegi varsayimindan yola ¢ikarak;
irisin konsantrasyonlarinin iletim tipi bir arter olan sigan torasik aortu halkalarinda
vaskuler diz kas kontraktilitesine etkileri ve bu etkilerde protein kinaz C (PKC),
mitojenle aktive edilen protein kinaz kinaz (MEK1/2), voltaja duyarli potasyum
kanallar1 (Kv), kii¢iik kondiiktansli kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallari
(SKca) ve biiyiik kondiiktanshi kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallarinin
(BKca) rollerinin olabilecegi hipotezinin arastirilmasi amaglanmigtir. Ayrica, irisin

konsantrasyonlarinin sigan torasik aortu halkalarinda vaskiiler diiz kas kasilma-



gevseme yanitlar1 lizerindeki olast etkilerine ve bu etkilerde araci olabilecegi
ongorulen metabolik yolaklara yonelik elde edilecek ilk veriler ile literatiire katkida

bulunulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. irisin

Iskelet kasi son yillarda endokrin organ olarak tanimlanmistir (Pedersen,
Akerstrom, Nielsen, & Fischer, 2007). Miyokinler olarak bilinen, egzersiz sirasinda
veya hemen sonrasinda iskelet kasindan salinan sitokinler, egzersizin metabolizma
ve kardiyovaskiler sistem Uzerindeki yararli etkilerine aracilik eder (Pedersen, &
Febbraio, 2012; Strasser, 2013). irisin miyokin siifindaki en biiyiikk hormondur
(Vamvini et al., 2013).

2.1.1. Tarihgesi ve Isimlendirilmesi

Irisinin varlig1 Bostrdm ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda yayimlanan “A
PGC1-a-dependent myokine that drives brown-fat-like development of white fat and
thermogenesis” baslikli ¢alismayla ortaya konmustur. Yeni kesfedilen bu peptide kas
dokudan diger dokulara sinyal ilettiginden dolayi, insanlara giizel haberler
getirdigine inanilan Antik Yunan tanrigasi Iris’in adi verilmistir (Bostrdm et al.,

2012).
2.1.2. Biyokimyasal Yapisi

FNDCS5 olarak bilinen 196 amino asitli membran bazli bir proteinin karboksi
terminalinden tiiretilen irisin, 112 amino asitten olusan 12,587 kDa agirliginda peptit
yapil1 bir hormondur (Bostrém et al., 2012). Irisinin olusumu i¢cin FNDCS5 proteinini
kesen enzim halen bilinmemektedir. Peptidin amino asit dizilimi “Asp - Ser - Pro -
Ser - Ala- Pro - Val - Asn - Val - Thr - Val - Arg - His - Leu - Lys - Ala - Asn - Ser -
Ala-Val - Val - Ser - Trp - Asp - Val - Leu - Glu - Asp - Glu - Val - Val - lle - Gly -
Phe - Ala - lle - Ser - GIn - GIn - Lys - Lys - Asp - Val - Arg - Met - Leu - Arg - Phe
-lle-GIn-Glu-Val-Asn-Thr-Thr-Thr-Arg-Ser-Cys-Ala-Leu-Trp-Asp
-Leu-Glu-Glu-Asp-Thr-Glu-Tyr-lle-Val -His-Val - Gln - Ala - lle - Ser -



lle - GIn - Gly - GIn - Ser - Pro - Ala - Ser - Glu - Pro - Val - Leu - Phe - Lys - Thr -
Pro- Arg-Glu - Ala- Glu - Lys - Met - Ala - Ser - Lys - Asn - Lys - Asp - Glu - Val
- Thr - Met - Lys - Glu” seklindedir (Sekil 1) (Yalgin, 2018). irisinin farkli sayida
amino asit dizisine sahip (39, 49, 53, 70 ve 112 amino asit) formlar1 bulunmaktadir
ancak hangi formunun biyolojik olarak daha aktif oldugu ve formlarin farkli
fizyolojik rollere sahip olup olmadig: bilinmemektedir (Phoenix Pharmaceuticals Inc.
[Phoenix, P], 2015).

0@@@9

Sekil 1. Irisin hormonunun amino asit dizilimi

Fare, si¢an ve insanda dizilim aymdir (Yalgin, 2018).

Fare ve siganlarda 209 amino asitten olusan bir protein olan FNDCS5, N-
terminalinde 29 amino asitli bir sinyal dizisine sahiptir; bunu, irisin veya fibronektin
11 (FNIII) alani, baglayici bir peptit, transmembran bir alan ve 39 amino asitli
sitoplazmik bir segment takip eder (Norheim et al., 2014; Schumacher, Chinnam,
Ohashi, Shah, & Erickson, 2013). FNDCS5 ayrica, fibronektin tip III tekrarlarini
iceren protein 2 (FRCP2) ve peroksizomal protein (PeP) olarak da
adlandirilmaktadir. Fibronektin tip III alanlar1 genellikle beta ipliklerinin ve rastgele

bobinlerin bir kombinasyonundan olusur (Sekil 2) (Bostrom et al., 2012).
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Sekil 2: FNDCS5 molekiiliiniin proteolitik pargalanmasiyla irisinin olusumu (Bostrém
etal., 2012)

Irisin iskelet kas1, adipoz doku, karaciger, pankreas, kalp ve beyin gibi doku
ve organlara spesifik hiicrelerin iglevini belirlemek i¢in sinyal gonderen gicli bir
elcidir (Bostrom et al., 2012; S. Liu et al., 2017; Y. Zhang et al., 2014). Yapilan
caligmalarda, insan ve faredeki (Mus musculus) irisin proteininin % 100 benzer
oldugu; diger canlilarda ise bu benzerligin 6nemli diizeyde korundugu belirlenmistir

(Sekil 3) (Bostrém et al., 2012).

Homo sapiens
Mus musculus
Danio rerio
Gallus gallus

Sekil 3: Canlilardaki irisin hormonunun sekans dizilimlerinin karsilastirilmasi
(Bostrom et al., 2012)

2.1.3. Sentezi ve Salim

Irisinin sentezi ve salimi, egzersiz ve peroksizom proliferator ile aktive edilen
reseptor-y (PPAR-y) koaktivatorii 1-a (PGC1-a) ile indiiklenir. PGC1-a iskelet kasi,
kahverengi adipoz doku, karaciger ve kalp gibi eksprese edildigi doku ve organlarda

beslenme ve fizyolojik sinyale yanit olarak ¢oklu genleri diizenleyebilen spesifik bir



transkripsiyonel koaktivatorddr. PGC1l-a enerji metabolizmasinin
programlanmasinda arabulucudur ve bir¢ok hiicre tipinde mitokondriyal biyogenez
ile oksidatif metabolizmay1 kontrol eder (Austin, & St-Pierre, 2012; Handschin, &
Spiegelman, 2008).

Yapilan ¢alismalarda, transmembran FNDC5’in hiicresel FNDC5’ten daha
biiyiik oldugu belirlenmistir. Bu durum, arastirmacilarin proteinin bir pargasinin
salinmig olabilecegini sorgulamalarina neden olmustur. Arastirmacilar, FNDCS5’in
Tip I membran proteini olarak sentezlendigi, ardindan proteolitik olarak kesildigi ve
proteinin amino (N) terminal kisminin ekstraselliiler ortama birakildig1 hipotezini
ortaya atmiglardir. Bu varsayima dayanarak yapilan ¢alismalar sonucunda, iskelet
kasindan egzersiz sirasinda PGC1-a araciligi ile FNDCS5 (FRCP2/PeP) salindigini ve
bu proteinin bilinmeyen bir proteaz tarafindan kesilerek irisinin meydana geldigini
tespit etmislerdir (Bostrom et al., 2012; Novelle, Contreras, Romero-Pico, Lopez, &
Dieguez, 2013).

Ayak degirmeni ile egzersiz yaptirilan farelerin “rectus femoris” kasindan
aliman biyopsilerde FNDC5 ve irisin hormonunun hiicresel lokalizasyonu
incelenmistir. FNDCS5 kas hiicrelerinin membraninda bulunurken; irisin interselliiler
alanda lokalize olmustur (Brenmoehl et al., 2014). Esas olarak, uzun sureli egzersiz
PGCl-a’nin kalp ve iskelet kasindaki ekspresyonunu artirir; daha sonra, insiilin
duyarliligr ve sinyalleme gibi farkli metabolik parametreleri gelistirir; ayrica, 5'-
AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivasyonunu, PGCl-a
fosforilasyonunu ve FNDCS5 iiretimini takiben irisin olusumu i¢in FNDCS5’in
boliinmesini saglar (Sekil 4) (Moreno-Navarrete et al., 2013; Norheim et al., 2014; B.
Xu, 2013).

Major olarak iskelet ve kalp kasindan salinan irisin otokrin, parakrin ve

endokrin etkileri olan bir hormondur (Crujeiras, Pardo, & Casanueva, 2015).
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Sekil 4: irisin sentezi ve salimi i¢in dnerilen mekanizma (Norheim et al., 2014; B.
Xu, 2013)

2.1.4. Dokulardaki Lokalizasyonu

Insanlar {izerinde yapilan galismayla irisinin éncii formu olan FNDC5’in Kas,
perikardiyum, rektum ve beyin basta olmak tizere 47 farkli doku ve organda varligi
gosterilmigtir (Huh et al., 2012). Irisin ile ilgili ilk bilgiler egzersiz sirasinda kas
dokudan salindig1 yoniindedir. Ancak, daha sonra yapilan bir¢ok calisma kas doku
disinda ¢ok sayida doku ve organda da irisin sentezinin oldugunu gostermistir.
Subkutan adipoz doku, beyin, kalp kasi, testis, akciger, dalak, mide, pankreas, insan
anne sutl, tukadrik, serebellumdaki purkinje hiicreleri ve BOS’ta irisin varligi
gosterilmistir (Aydin et al., 2014; Dun et al., 2013).

Farelerde irisinin toplam dolasim seviyelerinin % 72’sinin kas dokudan;
geriye kalan % 28’inin ise yag dokudan kaynaklandig: diisiintilmektedir (Bostrom et
al., 2012; Roca-Rivada et al., 2013). Insanlarda adipoz dokudaki FNDCS5
ekspresyonunun, iskelet kasindan 100-200 kat daha diisiik oldugu ifade edilmistir
(Huh et al., 2012; Kurdiova et al., 2014; Moreno-Navarrete et al., 2013).

Serum irisin duzeyi ile ilgili standart bir deger olusturulamamistir (Bostrom et
al., 2012). Irisinin plazma konsantrasyonu yapilan ¢alismalarda 0,01 ng/ml ve 2000

ng/ml arasinda bildirilen yogunluklarda ¢ok genis bir aralikta rapor edilmistir



(Crujeiras et al., 2015; Elbelt, Hofmann, & Stengel, 2013; Moon, & Mantzoros,
2014; Polyzos, & Mantzoros, 2015).

2.1.5. Reseptoru

Irisinin farkli doku ve organlardaki islevlerini agiklamaya yonelik
calismalarin sayis1 giderek artsa da; bu islevlerin yerine getirilmesine aracilik eden
irisin  reseptorii veya reseptdrleri halen bilinmemektedir. Irisine ait reseptorii
belirlemeye yonelik yapilan ilk ¢alismada, irisinin bir hiicre yiizey reseptorii araciligi
ile etkilerini gerceklestirdigi ileri siiriilmiistiir (Bostrom et al., 2012). Daha sonra
yapilan bir ¢aligmada ise, ligand-reseptor etkilesimi i¢in Onemli olabilen irisin

dimerleri gosterilmistir (Sekil 5) (Schumacher et al., 2013).

A FNDC5

N{ = | irisin alan

Wz

/

100p (106-108)

irisin dimeri

Sekil 5: Irisinin kristal yapis1 (Schumacher et al., 2013)



2.1.6. Etki Mekanizmasi

Irisinin ekspresyonu ve olas1 etki mekanizmalar ile ilgili tartismalar halen
devam etmektedir. Son yillarda yapilan birgok ¢alisma, irisinin egzersize yanit olarak
iskelet ve kalp kasi tarafindan saliman bir molekiil oldugunu; iskelet kasi, kalp,
karaciger, beyin ve yag dokusu i¢in haberci olarak davrandigini 6ne siirmektedir
(Bostrom et al., 2012; Chen, Li, Liu, & Jia, 2016; Roca-Rivada et al., 2013; Y.
Zhang et al., 2014). Diger birgok yeni ¢alisma, irisinin beyaz yag dokusunun
esmerlesmesini saglayarak; iskelet kasi ve kalpte glikoz alimini tesvik ederek;
hepatik glikoz ve lipit metabolizmasin1 diizenleyerek ve pankreas hiicre
fonksiyonunu iyilestirerek insulin direncinde ve Tip Il diyabette terapotik etkiler
gosterebilecegini ortaya koymustur (Sekil 6) (Hofmann, Elbelt, & Stengel, 2014; S.
Liu et al., 2017; Park et al., 2013). Irisinin bu ve diger birgok fizyolojik islevi, p38
mitojenle aktive edilen protein kinaz (p38 MAPK) ve ekstraselliiler sinyalle
diizenlenen kinaz (ERK) aktivasyonu ile ortaya ¢ikar (Rizk, Elshweikh, & Abd El-
Naby, 2016; Y. Zhang et al., 2014).

# -
ISKELET
e KASI

EGZERSIZ

I \ enpcs 4

vUCUT AGIRLIGI l ? ISKELET

Is1 Uretimi KASI

iNsULIN DIRENCI l ?
. l UCcP1 T [ .

Kahverengi Proteoliz

Adipoz Doku
1 i

—— < — i [ KAN DOLASINI

Doku

iRISIN T

Sekil 6: Enerji harcanmasini tegvik etmek igin irisinin dnerilen yolu (Hofmann et al.,
2014)
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2.2. irisin ve Egzersiz iliskisi

Bostrom ve arkadaslari irisinin kesfini duyurduklar1 ¢alismada, insan ve fare
plazmasinda farkli irisin fragmanlarinin mevcut oldugunu ve iskelet kasindaki
FNDCS5 ifadesindeki degisimlerin bu yapilarin seviyelerinde etkili oldugunu
belirlemistir. Ayni ¢alismada, egzersiz sonrasi iskelet kasindaki FNDCS5 ekspresyon
diizeyindeki artisa paralel olarak bir siire sonra dolagimdaki irisin diizeyinin de arttig

gosterilmistir (Bostrom et al., 2012).

Insanlar iizerinde yapilan bazi ¢alismalar Bostrom ve arkadaslarmi destekler
niteliktedir. Egzersiz sonrasi ilk birkag saat igerisinde dolasimdaki irisin diizeyinin
gecici olarak yiikseldigi gosterilmistir (Kraemer, Shockett, Webb Shah, &
Castracane, 2014). Baska bir calismada ise, dolasimdaki irisin diizeyinin akut
egzersiz ile yaklasik % 20 oraninda arttigi gosterilmistir (Huh et al., 2012).
Hecksteden ve arkadaglart hem akut hem de kronik egzersiz sonrasi dolagimdaki
irisin diizeyinin anlamli sekilde etkilenmedigini bildirmistir (Hecksteden et al.,
2013). Diger bir calismada ise, kronik egzersiz sonrast PGCl-o ve FNDCS5
ifadelerindeki artisa ragmen dolasimdaki irisin diizeyinin azaldig1 rapor edilmistir

(Norheim et al., 2014).

Irisin saliminin egzersiz ile uyarildigi gosteren calismalar olsa da; diizenli
fiziksel aktivite ve egzersizin plazma irisin seviyeleri (zerine etkisiyle ilgili
calismalar hem c¢ocuklarda hem de yetigkinlerde halen c¢eliskilidir
(Palacios-Gonzélez et al., 2015). Akut ve kronik egzersizin irisin diizeyinde artisa
neden oldugunu gosteren ¢alismalarin (Aydin et al., 2014; Besse-Patin et al., 2014;
Brenmoehl et al., 2014; Huh, Siopi, Mougios, Park, & Mantzoros, 2015; Khalafi,
Shabkhiz, Alamdari, & Bakhtiyari, 2016; H. Kucik, 2018; Y. Lu et al., 2016;
Nygaard et al., 2015; Pang et al., 2018; Timmons, Baar, Davidsen, & Atherton, 2012;
Tsuchiya, Ando, Takamatsu, & Goto, 2015; Zhao, Su, Qu, & Dong, 2017) aksine;
anlaml bir etkisinin olmadigini (Akcan, 2018; Arikan, 2018; Arikan, Revan, Balci,
Sahin, & Serpek, 2018; Benedini et al., 2017; Ellefsen et al., 2014; Hecksteden et al.,
2013; Kabasakalis et al., 2019; Kurdiova et al., 2014; Pekkala et al., 2013) ve azaltici

bir etkisinin oldugunu gosteren c¢alismalar da mevcuttur (Jozkow et al., 2019;
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Palacios-Gonzélez et al., 2015; Qiu et al., 2015; Tavassoli et al., 2019; Tsuchiya et
al., 2015).

Ayrica, egzersiz sonrasi irisin seviyesindeki artiglar egzersizin tipine bagl
olarak degisebilmektedir. Direng egzersizleri dayaniklilik egzersizlerine gore irisin
seviyelerinde anlamli diizeyde daha fazla artis meydana getirmistir (Tsuchiya et al.,
2015). Bununla birlikte, farkli siddette yapilan egzersizler sirasinda artan metabolik
ihtiyaca gore irisin seviyelerinin artisinda degiskenlik oldugu bildirilmistir

(Daskalopoulou et al., 2014).

Egzersiz, hipertansiyon igin farmakolojik olmayan 6nemli bir tedavi olarak
goriilmektedir. Ancak, bu etkinin altinda yatan mekanizmalar heniz tamamen
acikliga kavusturulamamistir. Egzersiz sirasinda baslica iskelet kasi hiicreleri
tarafindan salinan irisinin, diabetes mellitus ve obezite gibi metabolik hastaliklarda
koruyucu bir rol oynadig diisiiniilmektedir. irisin ile metabolik hastaliklar arasindaki
yakin iliski nedeniyle irisinin kan basincinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi

hipotezine dayanarak farkli tiir ve damar preparatlarinda bazi1 ¢aligmalar yapilmaistir.
2.3. Arterlerin Morfolojik Yapisi ve Fonksiyonu
2.3.1. Arter Duvarmin Hiicresel Yapisi

Cap ve fonksiyonlarina gore siniflandirildiginda arterler ii¢ gruba ayrilir. Aort
ve kommon iliyak arter gibi biiyiik elastik arterler, diyastol sirasinda kasilarak
hidrostatik kan basmcinin devaminin saglanmasina yardimci olur. Koroner ve
siiperfisyal femoral arterler gibi orta ve kiigiik muskiiler arterler, kan akimi
dagilimini regiile eder. Kiigiik arteriyoller ise, vaskiiler tonusu diizenler. Tiim arterler
limenden disa dogru ti¢ farkli tabakadan olusur: 1- Tunika intima, 2- Tunika media,
3- Tunika adventisya. Tunika intimada bazal membran {izerine yerlesmis tek sira
endotelyal hiicreler bulunur. Bu iki katmanin altinda subendotelyal bag dokusu ve
internal elastik lamina yer alir. Tunika intima yaslanmayla birlikte ve ateroskleroz

gibi hastaliklara sekonder olarak kalinlasabilir (Simionescu, 1988).

Endotelyal hiicreler mezenkimal kaynakli olup igerdikleri ultrastriiktiirel

yapilarla karakterizedir. Bu yapilar; hiicreyi g¢eviren bir bazal lamina, pinositik
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vezikuller ve Weibel-Palade cisimleri olarak bilinen intrasitoplazmik yapilardir
(Kossmann, & Palade, 1961). Weibel-Palade cisimleri von-Willebrand faktori
salimiyla ilgili yapilardir. Endotelyumun anjiyogenez, hemostaz, enflamasyon ve
vaskiler tonus regilasyonu ile ilgili kritik gorevleri vardir. Ayrica, endotelyum
pinositik vezikiiller araciligi ile olusturulan bir sistemle, kanla damar duvar1 arasinda

molekiil aligverisi saglar (Fajardo, 1989).

Arterin media tabakasi bag dokusu matriksi ile c¢evrelenmis diiz kas
hiicrelerinden olusur. Bu katman, muskiler arterlerde intima ve adventisya
tabakalarindan daha kalindir. Diiz kas hiicreleri aktin ve miyozin filamentleri igerir.
Bu filamentlerin kontraksiyon ve relaksasyonu damar yapisinin ayarlanmasini saglar.
Ayrica, diiz kas hiicreleri damar duvar yapisindaki bag dokusunun oOnemli bir
boliimiinii tretir. Media tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin migrasyon ve
proliferasyonu, intimal proliferasyon ve ateroskleroz patogenezinde ¢ok 6nemli rol
oynar (Zierler, 1994).

Adventisya tabakasi eksternal laminanin disin1 saran tabakadir. Adventisya
tabakasi igerisinde gevsek bag dokusu, elastik fibriller, sinirler, lenfatik kanallar ve

vasa vasorum olarak bilinen besleyici damarlar bulunur (Zierler, 1994).
2.3.2. Vaskiiler Diiz Kas Yapisi ve Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Aktif ve esnek bir organ olan vaskuler duvar, hiicresel ve hiicresel olmayan
yapilardan olusur. Vaskiiler yapidaki temel hiicreler endotelyal hiicreler, vaskiiler

duiz kas hiicreleri (VDKH) ve fibroblastlardir (Cetin, 2011).

Kani kalpten periferik dokulara tasgima gorevine uygun olarak elastik bir
yapiya sahip olan arterler i¢ten disa dogru ii¢ tabakadan olusur: intima, media ve
adventisya (Sekil 7). Bu organ sabit olmayip elemanlar1 patofizyolojik uyaranlara
yanit olarak artma-azalma seklinde degisiklige veya yeniden yapilanmaya ugrarlar

(Cetin, 2011).
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Sekil 7: Arter duvarinin yapist (Cetin, 2011)

Intakt arteriyel media ateroskleroz, hipertansiyon ve restenoz gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde, damar duvarmin kasilma-gevseme,
yeniden diizenlenme, onarim, biiylime ve gelismesini igeren birgok yapisal ve

fonksiyonel dzelliklerinden sorumludur (Cetin, 2011).

Internal elastik lamina tunika intimay: tunika mediadan ayirir. Tunika media

katmanlar halinde siralanan diiz kas hiicrelerinden olusur (Sekil 7).

Ekstraselliler matriks, gogunlukla elastik fibriller ve kollajen; daha az oranda
da proteoglikan icerigi ile diiz kas hiicrelerini bir arada tutmaktadir. Artmis elastin
igerigi kalpten kanin ¢ikarilmasini saglayan biiyiik arterlerin 6nemli bir 6zelligidir.
Bununla birlikte, rezistans damarlar1 olarak islev goren periferal arterler kan basinci
degisikliklerini diizenleyebilmek i¢in tipik olarak cok sayida diiz kas hiicresine
sahiptir. Vaskiiler diiz kas tonusu ¢esitli biyolojik sinyaller, ndrotransmitterler ve

hormonlar ile kontrol edilmektedir (Stocker, & Keaney, 2004).

Yiiksek derecede oOzellesmis hiicreler olan VDKH’nin esas gorevi
kontraksiyon, damar tonusu ve kan basincini diizenleyerek kan akimini saglamaktir.
Erigkinlerde kan damarlarindaki VDKH eriskin olmayanlara oranla daha diisiik

proliferasyon hizina ve sentez aktivitesine sahiptir. VDKH’nin kontraktil aktiviteleri
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icin kendine 6zgii olan kontraktil proteinleri, iyon kanallarini ve sinyal proteinlerini
eksprese eder. VDKH ayni zamanda, ortam degisikligine, ekstraselliiler matriks
tretimine, geriye dondsimli sekilde hiicre boyutuna, kontraktil protein
ekspresyonuna ve migrasyon yeteneklerinde degisiklik yapabilmeye yanit verebilme

0zelligine sahip olan hiicrelerdir (Muto, 2007; Tarhan, 2017).

VDKH’nde yeniden farklilasma; ateroskleroz, hipertansiyon, stent
uygulanmasit veya by-pass sonrasi restenoz gelisiminde rolii olan temel
patofizyolojik mekanizmadir. Hasar durumunda, VDKH’nde migrasyon ve
proliferasyonun yam sira kollajen, elastin ve proteoglikanlar1 iceren ekstraselliiler
matriks komponentlerinin sentez hizinda artisla karakterize olan yeniden farklilasma

stireci baglar (Owens, Kumar, & Wamhoff, 2004; Tarhan, 2017).

Diz kas hicreleri genellikle mediada bulunur ancak intimadada diz kas
hiicrelerine rastlanir. Diiz kas hiicreleri insan viicudunda iki sekilde goriiliir (Ross,
1993; Stary, 1990; Thyberg, Hedin, Sjélund, Palmberg, & Bottger, 1990):

1- Sentetik yapr olarak bilinen erken cocukluk doneminde ve fetiiste bulunan
hiicreler: Bu hiicrelerin boliinerek ¢ogalma ve hiicreler arasi matriks bilesiginin
saglanmasi gibi iki esas gorevi vardir.

2- Kontraktil tip olarak bilinen ve yetiskinlerde bulunan hiicreler: Kontraktil tip diiz

kaslarda sitoplazmanin tamam1 myofibrille doludur.

Bazi etkilere maruz kalan diiz kas hiicreleri mediadan intimaya go¢ ederek
lipit fagositozu ve matriks sekresyonu baglatir. Bu durum, hiicrelerin doniisiimiinii

stimdile eder (Stary, 1990).
2.3.3. Vaskiiler Diiz Kasta Kasilma Mekanizmalari

Diiz kas hiicresinde kasilma islemi, reseptorler ve aktin-miyozin gibi
kontraktil proteinlerin aktivasyonu ile gerceklesir. Aksiyon potansiyelinin baslamasi
veya membrandaki gerilime bagli iyon kanallarinin aktivasyonu ile olusan membran
potansiyelindeki bir degisiklik kontraksiyonu tetikler. Kasilmanin gergeklesebilmesi
icin miyozin hafif zincir kinaz (MHZK) enziminin ATP yardimiyla yaklasik 20
kDa’luk miyozin hafif zincirini fosforillemesi gerekir. Bazi diiz kas hiicrelerinde,

miyozinin hafif zincirinin fosforilasyonu, dis uyaranlarin yoklugunda (reseptor ya da
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mekanik aktivasyon olmadiginda) diisiik bir seviyede tutulur. Bu aktivite, diiz kas
tonusu olarak bilinmekte ve yogunlugu dokulara goére degisebilmektedir (Webb,
2003).

2.3.3.1. DUz Kasta Ca*?2 Bagimh Kasilma

Diiz kastaki spesifik uyaranlara yanit olarak, Ca*?

nin hiicre i¢i
konsantrasyonu artar ve bu aktivator Ca*? asidik bir protein olan kalmodulin ile
birlesir. Bu kompleks, miyozinin hafif zincirini fosforile etmek icin MHZK’1 aktive
eder. Sitozolik Ca*? konsantrasyonu, hiicre ici depolardan (sarkoplazmik retikulum)
Ca*? salinmas1 ve ekstraselliiler alandan Ca*? kanallarindan iceri Ca*? girisi ile daha
da artar. Heterotrimerik bir membrana bagli guanin niikleotit diizenleyici protein (G
proteini) kenetli reseptére baglanan agonistler (norepinefrin, Ang II, ET-1 vb.)
fosfolipaz C aktivitesini uyarir ve bu enzim fosfotidil inozitol-4,5-bifosfat1 (PIP2)
katalize ederek iki potent ikincil haberci meydana getirir: inozitol-1,4,5-trifosfat (1P3)

ve diacilgliserol (DAG) (Webb, 2003).

IP3’{in sarkoplazmik retikulum iizerindeki reseptérlere baglanmasi, Ca*?’nin
sitozole salinmasi ile sonuglamir. DAG, Ca*? ile birlikte, spesifik hedef proteinleri
fosforile eden PKC’y1 aktive eder (Webb, 2003). Buna ek olarak, depo-aracili kanal
(store-operated channel; SOC), voltaj-bagimli kanal (voltage-operated channel;
VOC), reseptor-bagimli kanal (receptor-operated channel; ROC), transient reseptor
potansiyel (TRP) katyon kanali ve Ca*® gecirgen non-selektif katyon kanali gibi
birgok kalsiyum kanali aktive edilerek Ca*?’nin hiicre igine girisi artirilir. Ca*?’nin
kalmodulin ile baglanmasi Ca*2-kalmodulin kompleksini meydana getirir. Bu
kompleks, MHZK’da konformasyonel degisiklikleri indiikler ve onu inaktif formdan
aktif forma dontstiirlir. Aktive olan MHZK, miyozin hafif zincirini fosforiller ve

aktin-miyozin etkilesimi ile kasilma uyarilmis olur (Sekil 8) (Touyz et al., 2018).

16



agonists (norepinephrine,
angiotensin |, endothelin-1, etc.)

2+
et l receptor

oo090?000909?{;030039999??
L AL AL AL A ARELCLAECLA L SIEL L aE CLek SECL S E YR )
NSNS VNSRS IR

[?99??@9?2?999?%? RRRARR ARARES
(ErEEAERERIRTRRIL LA RERLEERELEE (111 Ll

| |: -:'-",_] LRI L AL ebel i |
oo oo (+f-1-1.F-F.1.1.0.8.5.0.5.1.]-1.1. phOSDhD-
operated and | (sarcoplasmic) | liPase C

voltage-

receptor- reticuum | e— 1P, DG
operated Ca2* i RhoA-GTP RhoA-GDP
channels Ca PKC (active) (inactive)
— Ca2*— Ca?*/calmodulin
Rho-
MLC kinase kinase | ATP
(active)
actin + MLC @ !
(contracted) ) : @
myosin myosin
l‘_ phos%hatase — E?hyos hatase
MLC (active) inactive)
(relaxed)

Sekil 8: Vaskiiler diiz kasta kasilmanin diizenlenmesi (Webb, 2003)

2.3.3.2. Ca*2 Duyarhlastirict Mekanizma ve Diiz Kas Kasilmasi

MHZK’in Ca*? bagimh aktivitesine ek olarak, miyozin hafif zincirinin
fosforilasyonu miyozin hafif zincir fosfataz ile duzenlenir. Miyozin hafif zincir
fosfataz, diiz kas gevsemesini desteklemek i¢in yiiksek enerjili fosfatini miyozin
hafif zincirinden uzaklastirmakla gorevlidir. Miyozin hafif zincir fosfatazin ti¢ alt
birimi vardir: 37 kDa’luk katalitik bir alt birim, 20 kDa’luk degisken bir alt birim ve
110-130 kDa’luk miyozin baglayici alt birim. Miyozin baglayici alt birim fosforile
oldugunda miyozin hafif zincir fosfatazin enzimatik aktivitesini inhibe ederek
miyozin hafif zincirinin fosforile kalmasina izin verir. Boylece, kontraksiyonu one

¢ikarmis olur (Webb, 2003).

Kicuk G proteini RhoA ve onun downstream hedefi Rho kinaz, miyozin hafif
zincir fosfataz aktivitesinin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynar. Bir serin/treonin
kinaz olan Rho kinaz, miyozin hafif zincir fosfatazin miyozin baglayici alt birimini
fosforilleyerek aktivitesini inhibe eder ve bdylece miyozin hafif zincirinin fosforile
durumda kalmasini saglar. Rho kinazin fasudil ve Y-27632 gibi farmakolojik
inhibitorleri enzimin ATP baglanma bolgesini kompetitif olarak inhibe ederler. Rho

kinaz inhibisyonu, bir¢ok farkli agonistle kasilmis izole diiz kas segmentlerinin
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gevsemesini saglar. Hayvanlarda Rho kinazin farmakolojik inhibitorlerinin,
arterlerde diiz kas gevsemesine neden oldugu ve kan basincini diisiiriicti bir etkiye

sahip oldugu gosterilmistir (Chitaley, Weber, & Webb, 2001).

Bununla birlikte, hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonundaki artis gegicidir ve
kontraktil yanit, miyozin fosfataz aktivitesinin Rho kinaz tarafindan inhibe edilerek
sagladigi bir Ca*? duyarlilastirici mekanizma ile korunmaktadir. Bu Ca*?
duyarlilastirict mekanizma, fosfolipaz C’nin aktive edilmesiyle eszamanli olarak
baglatilir ve kiicik GTP baglayic1 protein RhoA’nin aktivasyonunu igerir (Webb,
2003).

RhoA’nin G proteini-bagli reseptor tarafindan aktivasyonunun kesin nedeni
tamamen acik degildir; ancak, bir guanin nikleotit degisim faktorii (RhoGEF) ve
RhoA’nin plazma zarma goglini igerir. Aktivasyon iizerine RhoA, Rho kinaz
aktivitesini artirarak miyozin fosfatazin inhibisyonuna yol acar ve bu da kasilma
durumunu destekler. Cunki, bu durumda miyozinin hafif zinciri fosforillenemez.
RhoGEF proteinlerinin artan ekspresyonu ve/veya aktivitesinin, diiz kas kasilma
aktivasyonunu artirabilmesi nedeniyle bazi hastaliklarin (astim, hipertansiyon vb.)

patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir (Sekil 8) (Webb, 2003).
2.3.4. Vaskiiler Diiz Kasta Gevseme Mekanizmalari

Diiz kas gevsemesi, kasilma uyaricisinin ortadan kaybolmas: ya da kasilma
mekanizmasinin inhibisyonunu uyaran bir maddenin dogrudan etkisinin sonucu
olarak ortaya ¢ikar. Her iki durumda da gevseme siireci, hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonunun diismesini ve miyozin hafif zincir fosfataz aktivitesinin artmasini

gerektirir (Sah, Seasholtz, Sagi, & Brown, 2000).

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu diisiiren veya miyozin hafif zincir
fosfataz aktivitesini artiran mekanizmalar diiz kas gevsemesine katkida bulunur.
Hicre ici aktivatér Ca*? konsantrasyonunun azalmasi vaskiiler diiz kas gevsemesini
ortaya ¢ikarir. Sitozolik Ca*?’nin uzaklastirilmasinda gesitli mekanizmalar bulunur
ve bu olaya sarkoplazmik retikulum ile plazma membrani dahil olur. Sarkoplazmik
retikulum igine Ca™ alim ATP hidrolizine baghdir. Sarkoplazmik retikiiler
Ca*?/Mg*?-ATPaz (Kalsiyum/Magnezyum-ATPaz) fosforile edildiginde, daha sonra
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sarkoplazmik retikulumun luminal tarafina translokasyona ugrayan ve saliverilen iki
Ca*? iyonunu baglar. Magnezyum, enzimin aktivitesi icin gereklidir ve reaksiyona
aracilik etmek i¢in ATPaz’in katalitik bolgesine baglanir. Sarkoplazmik retikiiler
Ca*?/Mg*?-ATPaz birkag farkli farmakolojik ajan tarafindan inhibe edilir: vanadat,
thapsigargin ve siklopiazonik asit. Ayrica, sarkoplazmik retikiiler Ca*? baglayici
proteinler de hiicre igi Ca*? seviyesinin azalmasina katkida bulunur. Son zamanlarda
yapilan bazi ¢alismalar, kalsekestrin ve kalretikulini diiz kasta sarkoplazmik retikiiler
Ca*? baglayan 6nemli proteinler olarak tanimlamistir. Plazma membrani da hiicrede
aktivator Ca*? konsantrasyonunu azaltmak igin ek bir mekanizma saglayan
Ca*?/Mg*2-ATPaz icerir. Bu enzim, sarkoplazmik retikiiler proteinden farklidir.
Ciinkii, bu enzim plazma membraninda Ca*? pompasimin stimiilasyonuna neden olan

kalmodulin tarafindan baglanabilen otoinhibitor bir alana sahiptir (Webb, 2003).

Plazma membraninda bulunan Na*/Ca*? degistiricisi de hiicre i¢ci Ca*?’nin
azaltilmasina yardimci olur. Bununla birlikte, daha 6nce bahsedilen kontraksiyonda
gorevli ROC ve VOC gibi kanallarin inhibe edilmesi vaskiiler diiz kas gevsemesini
ortaya ¢ikarir. Dihidropiridin, fenilalkilamin ve benzotiyazepin gibi kanal
antagonistleri, kanal proteini iizerinde farkli reseptdrlere baglanarak diiz kasta Ca*?

girisini inhibe ederler (Sekil 9) (Webb, 2003).
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Sekil 9: Vaskiiler diiz kasta gevsemenin diizenlenmesi (Webb, 2003)
2.4. Arteriyel Tonus Regulasyonu

Arteriyel tonus, VDKH’nin vazodilatasyonu ve vazokonstriksiyonu
arasindaki denge ile belirlenir. Endotel, arteriyel tonusun kontrollinde ¢ift etkili bir
fonksiyona sahiptir; farkli uyaricilara yanit olarak hem gevsetici faktorleri [nitrik
oksit (NO), prostasiklin (PGI>), hiperpolarize edici faktorler gibi] hem de kasici
faktorleri [anjiyotensin 11 (Ang Il), endotelin-1 (ET-1), prostaglandin F2 alfa
(PGF2,), tromboksan A2 (TXA>) ve siiperoksit gibi] salgilar (Ketonen, 2010). Damar
tonusu, bu faktorler arasindaki dengeye ve VDKH’nin bunlara cevap verme
yetenegine bagli olarak diizenlenir (Vanhoutte, 1989). Saglikli bir endotel, arteriyel
tonus ve kan viskozitesinin devamliligini saglar; anormal kan pihtilagmasimi ve
kanamay1 engeller; enflamasyonu simnirlar ve diiz kas hiicre proliferasyonunu
baskilar. Saglikli olmayan bir endotelde ise, artmis enflamasyon; vaskiiler diiz kas
hicre hipertrofisi; tromboz ve aterosklerotik plak olusumuna egilim ve
vazokonstriksiyon goralur. Blyuk arterlerde endotel regilasyonundaki bozulma,
sistol sirasinda kalbin is yiikiinii artiran arteriyel sertlige yol acar. Ayrica, periferik
arterlerde endotel biitiinliigliniin bozulmasi anormal vazomotor tonusuna ve kan

basincinin artmasina neden olur (Ketonen, 2010).
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2.5. Irisinin Vaskiiler Diiz Kas Gevsetici Etkisinde Rol Oynayan Olasi

Mekanizmalar
2.5.1. Protein Kinaz C

Hiicre ici Ca*? konsantrasyonundaki artislar arteriyel diiz kas hiicrelerinin
kasilmasima neden olur ve buna bagl olarak da kan basinci yiikselir (McCarron,
Chalmers, Bradley, MacMillan, & Muir, 2006; Nelson, Patlak, Worley, & Standen,
1990). Arteriyel diz kas hicrelerinde membran potansiyeli ve kalsiyum,
depolarizasyon ile yakin iliskilidir. Bu baglamda, voltaj-kapili Ca*? kanallarinin
artmus aktivitesi sitozolik Ca*? ve damar tonusunda artisa neden olur. ATP’ye duyarli
potasyum kanallar1 (Katp), Kv, kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallar1 (Kca) ve
iceri dogrultucu K* kanallarmin (Kir) aktivitesinden kaynaklanan membranin K*’a
nispeten yiiksek gecirgenligi membran potansiyelini belirleyen ana faktordiir
(Standen, & Quayle, 1998). Dolayisiyla, K™ kanallarinin aktivasyonu membran
hiperpolarizasyonu ve vazodilatasyona neden olur iken; inhibisyonu depolarizasyona
neden olur (Korovkina, & England, 2000; Nelson, & Quayle, 1995).

Ang Il ve ET-1 gibi bir¢cok vazokonstriktor, fosfolipaz C’nin aktivasyonuna
neden olan reseptorlerle (Gg/11-¢ift) membrandaki PIP2’den IP3 ve DAG (retimine
neden olur. Elde edilen IPs;, sarkoplazmik retikulum Ca*? depolarindan Ca*
salinmasina neden olur. DAG ise, PKC’yi aktive eder. Ang II ve ET-1, sican
mezenterik arteriyel duz kas hicrelerindeki Katp ve Kv’yi PKC’ye bagl bir sekilde
inhibe eder (Hayabuchi, Davies, & Standen, 2001; Hayabuchi, Standen, & Davies,
2001; Rainbow et al., 2009).

T-tipi Ca'™ kanallari membran dinlenim  potansiyeline  yakin
depolarizasyonlarla aktive olur ve hicre ig¢i kalsiyum iyon konsantrasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. T-tipi Ca*? kanallarmin anormal ekspresyonu,
epilepsi ve norojenik agr1 gibi patolojik durumlara yol acabilir (Y. Zhang et al.,
2011).

PKC’ye bagh kinazlara (PKD ve PKN) ek olarak, en az 10 izotip memeli
PKC’si tespit edilerek ti¢ alt gruba ayrilmistir: konvansiyonel PKC (cPKC), yeni
PKC (nPKC) ve atipik PKC (aPKC). PKC’nin katalitik alan1 korunmus olsa da, Ug¢
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alt grubun farkli diizenleyici alanlar1 vardir. PKC’nin orijinal aktivatorleri
fosfatidilserin, DAG ve Ca*™? iyonudur (Kishimoto, Takai, Mori, Kikkawa, &
Nishizuka, 1980).

PKC’nin fizyolojik islevi ii¢ olayla kontrol edilir: olgunlagsma, katalitik
aktivasyon ve hedefleme. Olgunlasmamis PKC katalitik olarak aktive edilemez.
PKC’nin 1ii¢ korunmus fosforilasyon bdlgesi enzimin katalitik aktivitesini,
stabilitesini ve htcre ici lokalizasyonunu kontrol etmede onemli rol oynar. Bu
bolgelerin fosforilasyonu ile regile edilen PKC, sitoplazmada lokalize olur ve
fizyolojik uyaranlara duyarli bir forma doniisiir. Bu olgun PKC, cesitli reseptorlerin
uyarilmast ve birka¢ aktive ediciyle katalitik olarak aktive edilebilir ve plazma
membrani, golgi kompleksi, niikkleer membran ve ¢ekirdek dahil olmak tizere spesifik
subselliler bolmelere hedeflenebilir (Shirai, & Saito, 2002).

Fosfatidilserin  tiim PKC’lerin  katalitik aktivitesi i¢in  gereklidir.
Fosfatidilserinin C1 veya C2 alanlarina baglandig: diisiiniilmektedir ancak spesifik
baglanma yeri tanmimlanamamistir. Kalsiyum iyonlart cPKC’lerin C2 alami ile
aktivitesini diizenler. DAG ve forbol ester ise, Cl1 alanina baglanarak cPKC ve
nPKC’leri aktive eder (Nishizuka, 1998). PKC’nin enzimatik aktivitesi tirozin

fosforilasyonu ile engellenir (Denning, Dlugosz, Howett, & Yuspa, 1993).
2.5.2. Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinazlar

Serin/treonin protein kinazlar olarak mitojenle aktive edilen protein kinazlar
(MAP Kinaz’lar, MAPK ’lar) klasik olarak {i¢ alt aileden olusur (Platanias, 2003):
1- ERK ailesi (alt tipleri; ERK1, ERK2, ERK4)
2- c-Jun N-terminal kinase (JNK) ailesi (alt tipleri; INK1, JNK2, JINK3)
3- p38 MAPK ailesi (alt tipleri; a, B, v, 6)

MAP Kinaz’lar tiim 6karyotik hiicrelerde art arda Ug¢ aktif kinazdan olusan bir
kaskad sisteminde yer alir. MAPK’lar bu Uclu kinaz dizenleyici yolda MAP Kinaz
Kinaz’lar (MAPKK’lar) tarafindan treonin ve tirozin kalintilar Uzerinden
fosforillenerek aktive edili. MAPKK’lar ise, MAP Kinaz Kinaz Kinaz’lar
(MAPKKK'’lar) olarak adlandirilan bir grup serin/treonin kinaz tarafindan
fosforillenerek etkinlestirilir (Garrington, & Johnson, 1999). Bu Ugli kinaz
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diizenleyici yol, sinyali hedef efektorlere ulastirir ve paralel sinyal ileti yollarindan
gelen bilgiyi koordine ederek sinyalin amplifikasyonunu saglar. Mitojenler, blyume
faktorleri, sitokinler, forbol esterleri, ozmotik sok, iyonize radyasyon, stres
uyaranlar1 vb. uyaranlar MAPK’larin etkinlesmesine neden olabilir (Roux, & Blenis,
2004).

MAPK’larin aktive olabilmesi i¢in hem treonin hem de tirozin yapilarinin
fosforillenmesi gerekir. Treonin ve tirozin yapilar: her bir MAPK i¢in farkl: tripeptit
yapilar1 tizerinde yer alir. Bu tripeptit yapilar1t ERK igin treonin-glutamik asit-tirozin,
JNK i¢in treonin-prolin-tirozin ve p38 igin treonin-glisin-tirozin seklindedir (C.
Dong, Davis, & Flavell, 2002). Treonin ve tirozin yapilarindan fosfatin

uzaklastirilmasi ile MAPK ’larin etkinligi ortadan kalkar (Kleinert et al., 2000).

MAPK’lar yer aldiklan ti¢lii kinaz diizenleyici yolda degisik MAPKKK’lar
ve MAPKK’lar tarafindan fosforillenerek aktive edilir. MAPK sinyal yolaginin
aktivasyonu Ras (Rat sarcoma) aktivasyonu ile baslar. Daha sonra, kinaz kaskad1 Raf
(Rapidly accelerated fibrosarcoma; MAPKKK; MEK Kinaz), MEK1/2 (MAPKK;
MAP/ERK Kinaz) ve ERK1/2 (MAPK) proteinlerinin aktivasyonu ile devam eder
(Sekil 10) (Z. Lu, & Xu, 2006).
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Biiyliime faktorleri,

Uyaran mitojenler, sitokinler vb.
! l
MAPKKK Raf-GTP
} }
MAPKK MEK1/2
! !
MAPK ERK1/2
} }
Transkripsiyon faktorleri c-Fos, Elk-1 vb.
! !
Biyolojik yanit Biiyiime, farkhlasma,
gelisim

Sekil 10: MAPK sinyal yolag:

Hiicre disindan gelen bir sinyal ile uyarilmamis hiicrelerde Ras proteinleri
inaktif (Ras-GDP) halde bulunur. Hiicrenin uyarilmasi sonucunda GDP’nin yerine
GTP baglanir ve Ras proteinleri aktif (Ras-GTP) duruma geger. Ras proteinlerinin
aktive olabilmesi i¢in membrana yerlesmesi gerekir. Aktive olan Ras proteinleri, Raf
kinazlara yiiksek afinite ile baglanir ve onlarin aktivasyonunu saglar. Raf kinazlarin
aktivasyonunun ardindan sirasiyla MEK1/2 ve ERK1/2 aktive olur. Etkinlestirilen
ERK1/2 ise, nukleusa gegerek hiicresel gelisimi, farklilasmayi veya mitozu tesvik
eden genlerin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktérlerini (c-Fos, Elk-1
vb.) aktive eder (Sekil 10) (Kolch, 2000).
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ERK1/2’nin MEKZ1/2 tarafindan fosforilasyonunu spesifik olarak inhibe eden
PD98059 ve U0126 gibi bilesikler gelistirilmistir. PD98059 yalnizca etkin olmayan
MEK1/2’nin aktivasyonunu Onlerken; U0126 hem etkin hem de etkin olmayan
MEK1/2’yi inhibe eder. Ayrica, U0126 PD98059°dan daha gicli bir inhibitor ve
daha az toksik bir bilesiktir (B. Jiang et al., 2004; Pelaia et al., 2003).

MAPK lar ile vaskuler diiz kas kasilmasi arasinda bir iligki oldugu da
bildirilmigtir. Noradrenalin ile ai-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasinin zamana
bagimli olarak ERK1/2 fosforilasyonunda artisa yol agtigi gosterilmistir (Hu, Shi,
Lin, Chen, & Hoffman, 1999). Kalsiyumla olusturulan 20 kDa’luk miyozin hafif
zinciri (20 kDa Light Chain; LC20) fosforilasyonundan bagimsiz olarak olusan
vaskiiler diiz kas kasilmasinda, ERK aktivasyonu ile kasilma arasinda bir iligki
oldugu ve bu iliskinin kaldezmon fosforilasyonu araciligiyla olabilecegi
gosterilmistir.  Ayrica, MAPK  fosforilasyonunun  kalsiyumdan  bagimsiz
mekanizmalarda yer alarak vaskuler tonusun korunmasinda rolii oldugu ileri
striilmiistir (Dessey, Kim, Sougnez, Laporte, & Morgan, 1998). MAPK’larin
vaskiler diiz kasta kalsiyum duyarlilasmasinda rolii olabilecegi de bildirilmistir
(Cain, Tanner, & Khalil, 2002). ERKI1/2 tarafindan kaldezmon proteininin
fosforilasyonunun, vaskdler diz kasta kasilmanin siirekliligine katkida bulundugunu

ileri stiren bagka ¢alismalar da bulunmaktadir (D’Angelo, & Adam, 2002).
2.5.3. Potasyum Kanallari

K* kanallari, iyon kanallar1 arasinda en yaygm bulunan ve ¢ok gesitli alt
gruplara sahip bir iyon kanal tipidir (Lawson, & McKay, 2006). Bu kanallar
membran potansiyelinin kontrol edilmesinde, aksiyon potansiyelinin seklinin ve
stresinin belirlenmesinde, hormon saliminin diizenlenmesinde, epitelyal islevde ve
uyarict sinyallerin azaltilmasi gibi bir¢ok fizyololojik siiregte rol oynar (Jackson,
2017). Plazma membrani yapisina karisan K* kanallari, genellikle hiicre iginden
disia dogru K* iyonu akisina izin verir. Fizyolojik kosullarda, bu kanallar saniyede
106-108 arasinda K* iyon gegisine izin veren (iletkenlik agisindan ~3 pS ila ~300
pS'ye esdeger) secici gozenekler igerir (Gonzalez et al., 2012). VDKH’nin membran
dinlenim potansiyelinden sorumlu olan esas iyonik akis, hiicrenin digina dogru K*

akigidir (Nelson et al., 1990). Bu akisin engellenmesi sonucunda sirasiyla membran
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depolarize olur; voltaj-kapili  kalsiyum kanallar1 agilir; hiicre ici Ca*?
konsantrasyonunda artis olur; vaskiiler diiz kas kasilir ve vazokonstriksiyon olusur.
Aksine, K* kanallarinin agilmasi sonucunda membran hiperpolarizasyonu gelisir;
voltaj-kapili  kalsiyum kanallarinin kapanmasi ile birlikte hiicre ici Ca*
konsantrasyonu azalir ve vazodilatasyon olusur (Sekil 11) (Yildiz, 2007). Simdiye
kadar tiim viicutta 16’dan fazla K™ kanal tipi tanimlanmig olsa da, bunlarin fizyolojik
islevleri halen iyi bilinmemektedir (Afsar, Hemsinli, Ozyazgan, Akkan, & Arslan,
2016). VDKH’nde tanimlanan 5 tip K* kanali; Katp, Kv, Kca, Kir ve daha az bilinen
iki porlu K* kanallaridir (Kzp). Bu kanallarin etkinligi fizyolojik ve farmakolojik
mediyatorler ile degismektedir. Staurosporin (Kv), hidroklorotiazid (BKca), ve
kromakalim (Kate ve Ki) gibi K* kanal agicilar1 veya 4-aminopiridin (Kv),
iberiotoksin (BKca), glibenklamid (Katp) ve baryum klorur (Kir) gibi blokerler kanal
islevlerini etkiler (Afsar et al., 2016; Baranowska, Kozlowska, Korbut, &
Malinowska, 2007). K* kanali gen diziliminde ger¢eklesen mutasyonlar gesitli klinik
bozukluklara neden olur (Olschewski et al., 2017). Ayrica, bu kanallarin
transmembranal alanlarina gore siniflandirmasi da yapilmistir. Kanal gruplarinin her

biri alt ailelere ayrilmistir (Olschewski, 2010; Zhong, Wang, Liu, & Zhu, 2013).

K* kanallari agilir

K+
I
l K K
Hiperpolarizasyon \ Kv /

K* kanallari kapanir

BKc, Karp Depolarizasyon
l Vaskiiler Diiz Kas
VKKK kapanir _ Hiicresi
l o -+ VKKK agihr
l [Ca*?);
I [ca*?),
K* kanallar kapanlr
e——
K* kanallari agilir
1 -
VAZODILATASYON VAZOKONSTRIKSIYON

Sekil 11: K* kanallarinin vaskiiler tonusa etkileri

VKKK: Voltaj-kapil1 kalsiyum kanallar1, [Ca*?];: Hicre igi kalsiyum konsantrasyonu
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2.5.3.1. Kalsiyumla Aktive Edilen Potasyum Kanallar:

Kalsiyumla aktive edilen K* kanallari ilk olarak néronlarda 1972 yilinda
Meech tarafindan gosterilmistir (Meech, 1972). Kca; diz kas, epitelyum, ndron ve
endotelyum dahil olmak iizere farkli dokularda yaygin olarak sentezlenen bir K*
kanal1 tipidir (Carvalho-de-Souza, Varanda, Tostes, & Chignalia, 2013). Bu kanallar,
uyarilabilirlik, diiz kas kasilma siiregleri ve Ca*? homeostaz1 gibi cesitli hiicresel
islevlerle ilgilidir. Hem membran depolarizasyonu hem de hiicre igi Ca*?
konsantrasyonu artisi ile aktive olan Kca, tek kanal iyon iletim hizina gore ii¢ ana
kategoriye ayrilir: BKca (> 200-300 pS), orta kondiiktanslh kalsiyumla aktive edilen
potasyum kanallar1 (IKca) (~32-39 pS) ve SKca (~4-14 pS) (Brayden, 1996; Ko, Han,
Jung, & Park, 2008). Endotelyum hiicrelerinde SKca ve 1Kca sentezi daha fazladir.
Kca’nin ¢ tipi, farkli elektrofizyolojik ozellikleri ve doku dagilimlart nedeniyle
farkli fizyolojik veya patolojik islevlere sahiptir. Vaskiiler diiz kaslarda en ¢ok
sentezlenen Kca tipi, vaskiler tonusun ¢cok énemli bir belirleyicisi olan BKca’dir
(Sekil 12) (Holland, Langton, Standen, & Boyle, 1996).

BKca kompleksi, tek basina a alt birimlerinden (KCNMA1 geni ile kodlanir)
veya yardimci alt birimler olan dokuya 6zgii B (KCNMBI geni ile kodlanir) ve vy alt
birimleri ile birlikte sentezlenir (Guéguinou et al., 2014). Bu kanallarin por yapisini
olusturan, Ca*? ve voltaj-duyarli hale gelmelerini saglayan temel yap: 4 adet a-alt
biriminden olusur (H. Xu et al., 2015). Bununla birlikte, simdiye kadar memelilerde
sentezlenen 4 farkli B-alt birimi (B1, B2, B3, p4) ve 4 farkl y-alt birimi (y1, y2, v3,
v4) tanimlanmistir. BKca etkinligi ayrica; yardimer B ve y alt birimleri, aragidonik
asitler, NO, protein kinaz A (PKA), PKC ve protein kinaz G (PKG) gibi bircok
mekanizma ile diizenlenir. Alt birimlerden gen ifadesi daha baskin olan $1, BKca’nin
Ca*? ve voltaja olan duyarliigini yiikseltmektedir (Grimm, & Sansom, 2010;
Jackson, 2017).

BKca membran depolarizasyonu ve hiicre igi Ca* konsantrasyonu artisi ile
aktive olmaktadir. Hiicre i¢i depolar ve L-tipi voltaj-kapili kalsiyum kanallar
aracihigr ile hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun artmasi sonucu BKca aktive olur ve
hiicre disina Onemli konsantasyonda K* atilimi ile membran hiperpolarizasyonu

gerceklesir. Daha sonra, voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin kapanmasi ile hiicre i¢i
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Ca*2 konsantrasyonu azalir ve vazodilatasyon gerceklesir. Tam tersi durumda, BKca
inhibisyonu ve membran depolarizasyonu sonucu voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin
etkinlesmesi ile hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu artar ve vazokonstriksiyon gerceklesir
(H. Xu et al., 2015). Bu kanallar bircok endojen/eksojen damar kasici ve gevsetici
etkenin hedefidir. Bir¢cok vazoaktif madde BKca aracili etkinlik gosterir. Hiicre i¢ine
Ca*? akisin1 saglayan diger bir kanal tiirii olan sarkoplazmik retikulum iizerindeki
riyanodin reseptorleri (RyRs), hiicre icine Ca*? salarak BKca etkinlesmesi ile
vazodilatasyonu uyarir (Yamada, 2016). Beta reseptor agonistleri; adenilat siklaz,
siklik adenozin monofosfat (CAMP), PKA yolaklar1 araciligiyla BKca'nin
etkinlesmesini saglar. Ancak, kalp kasi hiicrelerinde BKca sentezi daha az oldugu
icin adenilat siklaz, cAMP, PKA yolaklar1 ile voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 daha
cok aktive olur ve hiicre ici Ca*2 konsantrasyonundaki arts ile kalp kas1 hiicrelerinin
kasilabilirligi artar (D-L. Dong, Bai, & Cai, 2016). BKca spesifik inhibittrleri olan
iberiotoksin ve karibdotoksin, BKca’nin a alt birimlerine baglanarak kanal etkinligini
inhibe etmektedir (Eichhorn et al., 2007; Nelson et al., 1990).

BKca'nin esas fizyolojik rolii, Ca*? bagimli gevseme mekanizmas: ile asir1
damar kasilmasin1 6nleyerek (negatif-feedback etki) vaskiiler tonusu korumasidir.
Riyanodin (10 puM) ve tapsigargin (100 nM) sarkoplazmik retikulumdan Ca*?
saliminin inhibisyonu ile BKca akimini inhibe eder (Imura, Shiraishi, Katsuya, &
Itoh, 1998; Novakovic et al., 2015). Kiiglk miyojenik serebral arterlerde hiicre ici
Ca*? konsantrasyonu artisinin BKca’y1 aktive etmesi ile gevseme olusurken; bu arter
hiicrelerinin riyanodin ve tapsigargin tarafindan depolarize edilmesi ile olusan
kasilmanin K" kanal blokerleri tarafindan {iretilenler ile benzer olgiide oldugu

bildirilmistir (Cheng et al., 2016; Nelson et al., 1995).

Farkli tiir ve damarlarda BKca lizerine yapilan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(Bondarenko et al., 2018; Chanda et al., 2016). Esansiyel bir amino asit olan taurinin
izole edilmis insan radyal arterini, sican mezenterik arterini ve sigan renal arterini
BKGca etkinlesmesi ile gevsettigi gosterilmistir (Niu et al., 2008; Ulusoy et al., 2017).
Testosteronun BKca etkinlesmesi ile varikoselli hastalardan alinan testis venlerinde
(internal spermatik ven) gevseme yaptigi bildirilmistir (Seyrek et al., 2011). Ayrica,

sican mezenterik arterinde BKca’nin kannabinoid CBI reseptorleri ile esyerlesimli
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oldugu immiinohistokimyasal boyama yoOntemiyle gosterilmis ve CB1 agonisti
arasidonilsiklopropilamid (ACPA) ile olusturulan gevsemenin CBI1 reseptorleri ve
BKca etkilesmesi sonucu gergeklestigi ortaya koyulmustur (LOpez-Dyck et al., 2017).
H,N
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Sekil 12: BKca’nin sematik yapisi (D-L. Dong et al., 2016)

COOH ve H2N sirasiyla karboksil ve amin gruplarini olusturmaktadir.
2.5.3.2. Voltaja Duyarh Potasyum Kanallar

Kv’nin simdiye kadar 12 alt tipi (Kv1-Kyv12) tanimlanmigtir (Nishijima et al.,
2018). Bununla birlikte, insan, sican, rodent ve kopek gibi farkl tiirlerin pulmoner
arter, mezenterik arter ve aort gibi farkli damar yataklarina gore degismekle birlikte;
esas olarak Kvl1.2, Kv1.3, Kvl.5, Kv1.6, Kv2.1, Kv3.1 ve Ky7 izoformlar
sentezlenmektedir (Cox, & Fromme, 2016; Jepps, Olesen, & Greenwood, 2013). Bu
kanallarin por yapisini, dortlii protein yapisinda 4 adet a-alt birimi ile dizenleyici
sitoplazmik B-alt birimlerinin olusturdugu bilinmektedir. Hidrofobik amino
asitlerden olusan oa-alt birimi 6 transmembranal alandan (S1-S6) olusur. Bu
alanlardan S4, voltaja duyarliligi olusturan ana komponentlerden biridir. S5 ve S6
bolgeleri ise porun temel yapisint olusturur. Ayrica, a-alt birimi iki u¢ kisimda
karboksil ve amino yapilarina sahiptir (Sekil 13) (Ko et al., 2010; Werner, & Ledoux,
2014).
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Fizyolojik olarak hem Ky hem de BKca voltaj degisimlerine karsi duyarhdir.
Baska bir ifadeyle, bu kanallar membran depolarizasyonu ile agilir ve membran
hiperpolarizasyonu ile kapanirlar. Ky ve Kca arasindaki temel farklilik Ca*? iyonuna
verdikleri yanittir. Sitoplazmik Ca*? artis1 ile Ky inhibe edilirken; BKca aktive edilir.
Plazma membran1 depolarize oldugu zaman Ky agilir ve daha fazla membran
depolarizasyonu olmasi engellenir (Cox, 2005; Stott, Jepps, & Greenwood, 2014).
Bazi endojen ve eksojen maddeler bu kanallar1 acar veya kapatir. Levosimendanin
insan umblikal arterinde Kv ve BKca etkinlesmesi ile gevsetici etkisi bildirilmistir
(Yildiz, Nacitarhan, & Seyrek, 2006). Voltaj-bagimli Na* ve Ca*? kanallar1 yapisal
olarak Kv’ye oldukga benzemektedir. K™ kanal akimi 4-aminopiridin (1 mM) ile
inhibe edilir. Diger kanallar ise bu konsantrasyonda etkilenmez. Kyv’nin 4-
aminopiridin ile bloke edilmesi membran depolarizasyonuna yol agar ve ¢ogu arterde
kasilma olusturur (Firth et al., 2011; Nelson, & Quayle, 1995; Novakovic et al.,
2011).

Kv7 etkinliginin vaskiiler tonusun diizenlenmesinde Onemli rol aldigi
bilinmektedir. VDKH’nde Kv7 ilk kez fare portal ven diiz kas hucrelerinde RT-PCR
(reverse transcription-polymerase chain reaction) yontemi ile tanimlanmis ve onun
alt birimi olan Kv7.1’in yiiksek mRNA seviyeleri gosterilmistir (Carr et al., 2016).
Daha sonra, Kv7’nin Kv7.4 ve Ky7.5 alt tipleri tanimlanmistir. XE-991 ve linopirdin
gibi blokerler, Kv7’yi bloke ederek damarlarda spontan kasilmalarin sikligint artirir
(Haick, & Byron, 2016). Retigabin ise bu kanallar1 etkinlestirerek spontan damar
kasilmalarin1  azaltir. Kv7 0Ozellikle pulmoner arterlerde vaskuler tonusun
diizenlenmesinde daha etkindir. Sican ve farelerde mezenterik arterlerin, pulmoner

arterlerin aksine, Kv7 blokerlerine duyarli olmadig: bildirilmistir (Stott et al., 2014).
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Sekil 13: Ky’nin sematik yapisi
N ve C terminal bolgeleri hiicre icindedir.

S4 voltaja duyarl bolgedir (Cox, 2005).
2.6. In-vitro Kasici Ajan Olarak Fenilefrin

Fenilefrin (PHE) ve noradrenalin, izole kan damarlarinda endotel-bagimli ve
endotel-bagimsiz gevseme yanit1 ¢alismalarinda 6n gerim uygulamak i¢in en yaygin
kullanilan maddelerdir (Faraci, & Sigmund, 1999). Bu ajanlar ai-adrenoreseptorlere
baglanarak bazi vaskiiler yataklarda konsantrasyona bagli kasici yanitlar olusturur.
Noradrenalin ayrca, az-adrenoreseptorlere baglanip vazodilatasyonu
indiikleyebilmektedir. ai-agonist aracili vazokonstriksiyon i¢in ana mekanizma,
Ca*?’nin sarkoplazmik retikulumdan salinmasin1 ve ardindan kloriir kanallarmin
aktivasyonu ile depolarizasyonu igerir. Bu sonug, Ca*>’nin VDKH membraninda
bulunan voltaj-kapili L-tipi Ca*? kanallarindan igeri girisini artirir ve sitozolik Ca*?

artig1 sonrasinda kasilma yaniti olusur (Mironneau, & Macrez-Lepretre, 1995).
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PHE as-adrenerjik reseptorleri dogrudan giiclii bir sekilde etkiler ve vaskuler
duz kaslarda kasic etki yaparak sistolik ve diyastolik kan basinglarini artirir. Yapilan
bircok arastirmada PHE’in sigan torasik aortunda kasici etkisi gosterilmistir (Cicala

et al., 2003; Kayaalp, 2000; Schneider et al., 2002).

Turgut (2007) siganlarda yaptigi bir arastirmada, PHE’in preeklampside
torasik aort diiz kasinda konsantrasyona bagl olarak (101°-10* M) kasilma

olusturdugunu belirtmistir.

Caudill, Resta, Kanagy, & Walker (1998), torasik aort diiz kasinda PHE’e
verilen endotel-bagimli kasilma yanitinda N omega-Nitro-L-arjinin metil ester (L-
NAME) ve cinko protoporfirinin birlikte verilmesinin L-NAME’in tek basina

uygulanmasindan daha fazla artisa neden oldugunu belirlemistir.

Erkek Wistar siganlarda lipopolisakkarit ile indiiklenen endotoksemi
modelinde, gelisen hipotansiyon ya da PHE’e hipotansif yanit deksametazon
uygulamasiyla diizeltilmistir (di Villa Bianca et al., 2003). Si¢an torasik aortu
halkalarinda noradrenalin ile indlklenen kontraksiyon Uzerine fentolamin, prazosin
ve WB-4101’in etkilerinin incelendigi ¢alismada L-NAME ve deksametazonun

antagonistik etkilesimlerde bulunduklar1 saptanmigtir (Adeagbo, & Trigle, 1993).

Ma, Zhuang, & Xu (1999), L-NAME uygulanan gebe siganlarda plazma NO,
PGl2 ve Ang II seviyelerinin azaldigini; plazma endotelin ve TXA> seviyelerinin ise
arttigini  saptamistir. Aymi calismada, preeklampsili siganlarin aort halkalarinin
PHE’in Kkontraktil etkisine karsi daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte, L-NAME uygulanan preeklampsili si¢anlar ile uygulanmayan kontrol grubu
arasinda PHE’in maksimum kasilma yanmitt bakimindan anlamli bir fark
saptanmamistir. PHE ile as-adrenerjik reseptor etkilesiminin deneysel preeklampsi
modelinde degistigini belirten aragtirmacilar, bu degisikligin preeklampsili sicanlarda

g6zlemlenen hipertansiyon ile iliskili oldugunu ifade etmistir.
2.7. In-vitro Cozlucu Ajan Olarak Dimetil Stlfoksit

Dimetil stlfoksit (DMSO) suda ¢ozliinemeyen bircok kimyasal maddenin
¢oziiclisii olarak kullanilan bir ajandir. DMSO (C2HeS0) ilk kez 1866’da
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sentezlenmis; 1963 yilindan itibaren ilag olarak kullanilmaya baslanmistir. Merkezde
stilfiir, apekste iki metil grubu, bir oksijen atomu ve bir baglanmamis elektron
ciftinden olusan piramidal bir yapiya sahiptir. Bu yapisindan dolay1 ¢ok 1yi bir polar
¢oziicii olan DMSO, o6zellikle kimya ve tip alanindaki ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilmistir.  DMSO  bilesikleri ciltten biyolojik sisteme zararsiz olarak

tasindigindan agirlikla lokal agr1 kesici ilag olarak kullanilmistir (Tuna, 2005).

DMSO’nun histolojik ve farmakolojik 0Ozelliklerinin bircogu benzer
biyokimyasal ve biyomekanik mekanizmalar gosterir: absorbsiyon/penetrasyon,
translokasyon/penetran tastyici aktivite, serbest radikalleri toplayan ¢opcii 6zelligi,
enzimlerin inhibisyonu veya aktivasyonu. Bu dort 6zellik bilyiik 6lciide DMSO’nun
hidrojen baglar1 kurmasi sonucu; organik molekiillerle onlarin organik yapisini
tamamen degistirmeden reaksiyona girebilmesi, su molekullerine olan yiksek
afinitesi, su molekiillerinin kafes seklindeki yapisim1 bozmasi ve biyolojik

sistemlerden su molekdllerinin yerine gegebilmesi ile ilgilidir. (Denizli, 2009).

DMSO plazma membranini ve sitoplazmik organelleri intakt deri kadar
rahatga gegebilen 78 molekiiler agirlikl kii¢iik bir molekiildiir. Membranlar1 hizlica
gecen DMSO, hidrofilik baglar1 etkileyerek protein alt birimlerinin birlesmesini
Onler ve enzimlerin diger substratlarla baglantisin1 keser. Serbest elektron cifti
DMSO’nun elektron transferine katilmasini saglar ve onu hidroksil radikalleri i¢in
yuksek spesifitesi olan non-enzimatik bir serbest radikal temizleyicisi yapar. Bunun
yaninda, DMSO’nun in-vitro olarak Na'/K*-ATPaz (Sodyum/Potasyum-ATPaz)
pompasini inhibe ettigi bilinmektedir. DMSO’nun hidroksil radikallerinin yani sira
stiperoksit radikallerine de supresif etkisinin oldugu disiiniilmekte ve bdylece
vaskiiler endotelyal hiicrelerde olusan hasar1 Onledigi kabul edilmektedir.
DMSO’nun antienflamatuvar etkisinin oldugu ve notrofil fonksiyonlarmi inhibe
ettigi deneysel calismalarda gosterilmistir. DMSO ayrica, hiicre poliferasyonunu
azaltan etkisinden dolay1 ¢esitli malign hastaliklarin tedavisinde de denenmektedir.
DMSO analjezik, antienflamatuvar, antibakteriyel, antiviral, sitoprotektif ve

antisklerotik 0zellikleri de olan ¢ozicl bir molektldur (C. Kuguk, 1999).
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2.8. Klasik izole Organ Banyosu Modeli

Izole organ banyolar1 fizyoloji ve farmakoloji deneylerinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu disiplinler buyik 0lcude laboratuvar hayvanlarinda yapilan
deneylere dayanir. Kiigiik boyutlari, ireme kolayliklar1 ve kisa tireme slrelerinden
dolay1r deney hayvani olarak daha ¢ok fare ve sigan tiirleri tercih edilmektedir.
Saglikli hayvanlar, 6zellikle yeni bir ilacin gecirmesi gereken akut, subakut ve kronik
toksisite testleri i¢in kullanilmaktadir. Bu testler teratoloji ve kanserojenite gibi
onemli parametreler icin gereklidir. Klasik izole organ banyosu modeli, hedef
aktivitelerin saptanmasi ve incelenmesine yardimci olmak amaciyla cerrahi olarak
eksize edilmis (izole edilmis) organ veya dokularin kullanilmasi esasina dayanir

(Scheindlin, 2001).

Farmakolojik tekniklerin gelisiminin baglarinda, izole edilmis bir organ veya
dokunun, oksijen bulunan ve fizyolojik tuz ¢ozeltisi iceren bir banyoda birkac saat
boyunca islevsel kalabildigi tespit edilmistir. Bu yontemi ilk olarak Henrick Magnus
(1802-1870) ince bagirsak seritlerinde; sonrasinda Jean-Frangcois Heymans (1904)
memeli kalbinde ve Claude Bernard ise izole edilmis sinir-kas preparatlarinda
denemistir. Bu teknigin giicii sadeligi ve ¢ok yonliligidir. Bu yontemle, bir
antagonistin varlifinda veya yoklugunda artan agonist konsantrasyonlarina bagl
olarak gelisen yanitlarin kaydedilmesi saglanir. Bu sayede, her bir etken maddenin
fonksiyonel etkileri ve bunlarin baglandig1 reseptorlerin fizyolojik ozellikleri
hakkinda 6nemli bilgiler elde edilebilir (Scheindlin, 2001).

Klasik izole organ banyosu modelinde kullanilan ¢ok yonlii ve kolay
erigilebilir izole doku tiplerinden biri izole edilen kan damarlaridir. Arterler ve venler
kasilmaya (serotonin reseptorleri, oi-adrenerjik reseptorler vb.), gevsemeye (jB-
adrenerjik reseptorler vb.) ve endotel fonksiyonlarina (asetilkolin reseptorleri vb.)
aracilik eden genis bir reseptor c¢esitliligi igerir. Kan damarlarinda mekanik kasilma
ve gevseme diiz kas tarafindan kontrol edilirken; mediyatérler endotel hucrelerinden
salinmaktadir (Kenakin, 2001).

Kan damarlari kan basincinin ve kan akiminin regiilasyonunda ¢ok dnemli bir

role sahiptir. Bu duzenleyici islevlerin saglikli veya patolojik durumlardaki

34



mekanizmalarini anlayabilmek i¢in, damarlarin in-vivo davranislari ve birbirleriyle
olan etkilesimleri iyi bilinmelidir. Bununla birlikte, in-vivo kosullar altinda damarlar
arasinda komplike bir etkilesim bulunmaktadir. Bu komplike etkilesimin
olusmasinda nérotransmitterler, cevre dokulardan veya kan yoluyla gelen hormonlar,
endotel, damarlarin proksimal ve distal yiizeyleri arasindaki davranigsal degisiklik ve
shear stress gibi mekanik faktorler etkilidir. Bu sistemin karmasikligi deneysel
bulgularin mekanik terimlerle yorumlanabilmesini biiylik 6l¢iide smirlandirir. Bu
nedenle, bircok karmasik faktoriin kontrol edilebildigi in-vitro yontemler

tanimlanmistir (Schubert, 2005).

Ilk izole organ banyosu deneyleri, biiyiikk kan damarlarmin kullanildig:
calismalardir. Bununla birlikte, son zamanlardaki teknik gelismeler sonucunda kiigiik
arterler, arteriyoller ve daha kicik damarlar Gzerinde de deneyler yapilabilmektedir.
Izole organ banyosu modelinde, yaklasik 20 pm-birka¢ milimetre arasinda degisen
caplara sahip ve vyaklasik 0,1-10 mm uzunlugundaki damar segmentleri
kullanilmaktadir. Bu damar segmentleri tunika intimadaki endotel hicrelerini, tunika
mediadaki diiz kas hiicrelerini ve tunika adventisyadaki sinir uglari ile diger yapilari
(yag hiicreleri, fibroblastlar vb.) icerir (Schubert, 2005).

Damar preparatlari izole organ banyosu modelinin kullanildig: ilk zamanlarda
spiral serit seklinde hazirlanmigtir. Ancak, bu prosediir diiz kas ve endotel
hicrelerinde hasarlanmalara neden olarak vaskiiller yapmin bozulmasiyla
sonuglanabildigi i¢in, daha sonra silindirik damar segmentlerinin kullanimi tercih

edilmistir.
2.8.1. izole Damar Halkalar1

Izole damar halkalarmin organ banyosuna asilmasi klasik ve eski bir
yaklagimdir. Damar halkasindan izometrik kasilma yanitlar1 alabilmek i¢in limenin
iki karsit tarafina kanca gegcirilir. Kancalardan biri organ banyosuna, digeri ise

izometrik doniistiiriicliye sabitlenerek 6lgiim alinir (Sekil 14) (Kenakin, 2001).
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Sekil 14: Izole damar halkalarinin organ banyosuna asilmasi (Jespersen, Tykocki,
Watts, & Cobbett, 2015)

Kancalarin veya aski tellerinin ¢aplari, asir1 gerilme durumunda damarin
zarar gormemesi i¢in kullanilan damarmn ¢apina goére ayarlanmalidir. Bu sistemde
aski aparati olarak yaklasik 14 um ¢apindaki kiiciik tellerin kullanildig: bildirilmistir
(Bukoski, Shearin, Jackson, & Pamarthi, 2001). Buna ek olarak, tungsten teli
kullanilirsa  eskiyen tungsten telinin kendiliginden yiizey oksidasyonuna
ugrayabileceg§i ve bunun da damar kasilma-gevseme yanitlar1 iizerinde hatalara
neden olabilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle, izole organ banyosu deneylerinde
altin veya tungsten icermeyen paslanmaz ¢elik tel kullanilmasi gerekmektedir

(Bukoski et al., 2001).

Damar halkalarinin asilmasi ile deneyin baslangicinda in-vivo fizyolojik
kosullar taklit edebilmek i¢in damarlarin bazal gerimi (preload) ayarlanmalidir. Bu
prosedir onemlidir ¢linkii damarlarin kasilma-gevseme yanitlarinin baslangigtaki

gerim miktaria bagl olarak degisebildigi vurgulanmaktadir. Bu baglamda, damarin
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noradrenaline duyarliliginin baglangi¢ gerimi ile arttig1 belirtilmektedir (Nilsson, &
Sjoblom, 1985). Ayrica, asetilkolin ile indiklenmis hiperpolarizasyonun, onceden
gerim uygulanmis preparatlarda gerim uygulanmamis preparatlara oranla daha fazla
oldugu gosterilmistir. Bu farkin, 6nceden gerim uygulanmis preparattaki ek
mekanizmalarin (NO, PGI2 vb.) vazodilatasyona katki saglamasi sonucunda olustugu
bildirilmistir (Nilsson, & Sjoblom, 1985). Baslangi¢ gerimini ayarlama prosediirii
“normalizasyon” olarak adlandirilir ve damarm in-vivo basincina karsilik gelen bir

baslangi¢ gerimi segilir (Schubert, 2005).

Normalizasyon prosedurinden sonra dokunun calisip ¢alismadigi kontrol
edilir. Bu islem i¢in genel olarak yiksek konsantrasyonda bir agonist [bazen yiiksek
konsantrasyonlarda (120 mM) bir potasyum c¢ozeltisi ilavesiyle birlikte] 2-3 kez
uygulanir. Bu prosediir, damarin izole edilmesi ve organ banyosuna yerlestirilmesi
islemlerinin ardindan stabil kasilma yanitlarin1 gozlemleyebilmek icin gereklidir.
Baslangigta agonistin bir kez yiiksek konsantrasyonda uygulanmasi, dokunun
calisabilirligi hakkinda kabaca bilgi verir. Buna ek olarak, damarin canliligit doyma
konsantrasyonundan yaklasik 100 kat daha kii¢iik bir agonist konsantrasyonu ile test
edilir. Kasilma yanitlar1 alinmasi Uzerine, asetilkolin gibi endoteli aktive edebilen bir
agonist endotelin canliligini test etmek igin organ banyosuna eklenebilir. Bu
sistemde, vaskuler diiz kas htcrelerinin aktivasyon seviyelerini gosteren damar
halkalarinin  kasilma-gevseme yanitlari, kuvvetteki degisiklikler olarak temsil

edilmektedir (Schubert, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (BUU DEHYUAM) temin edilen 10-12
haftalik 84 adet erkek Wistar Albino tiirli sigan kullanilmustir.

3.2. izole Organ Banyosu Deneyleri
3.2.1. Aort Halkalarimin Hazirlanmasi ve Organ Banyosuna Asilmasi

Deneylerde kullanilan hayvanlar herhangi bir 6n muameleye tabi tutulmadan
ve herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamalarina dikkat edilerek anestezi
yapilmaksizin dekapite edilmistir. Hayvanlarin gogiis boslugu hizli bir sekilde
acilarak torasik aort dikkatlice ¢ikarilmis ve normal Krebs solusyonu (NaCl: 119
mM, KCI: 4,7 mM, MgSOa4: 1,5 mM, KH2PO4: 1,2 mM, CaClz: 2,5 mM, NaHCO:s:
25 mM, Glukoz: 11 mM) i¢ine birakilmistir. Torasik aorta hasar vermemeye 6zen
gosterilerek cevresindeki bag dokular temizlenmistir. Daha sonra, bu gogiis
arterinden 3-4 mm’lik bir damar halkas1 elde edilmistir. Bu halkalar Fizyoloji
Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda i¢inde 20 ml normal Krebs soliisyonu
bulunan doért gozIli organ banyosunun (Commat Ltd., Ankara, Turkiye) her gozine
bir halka gelecek sekilde celik teller asilarak gergin bir ip araciligiyla izometrik
kuvvet transdiserine (SS12LA force transducer, BIOPAC Systems, Inc. Aero
Camino, USA) mumkiln olan en kisa siirede baglanmistir (Resim 1-3). Organ
banyosunun sicaklig1 igerisinde distile su bulunan bir termosirkiilatér aracilig ile 37
°C (£ 0,1 °C)’de sabit tutulmustur. Solisyon % 95 O, - % 5 CO, gaz karisim ile
deney boyunca gazlandirilarak pH’si 7.4 olacak sekilde ayarlanmistir. Dokularin
icinde bulundugu banyolardaki Krebs soliisyonu alisma periyodu sirasinda her 15

dakikada bir taze Krebs soliisyonu ile degistirilmistir. Sonrasinda etken ve inhibitor
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madde uygulamalarina gegilmistir. Etken ve bloker/inhibitér madde uygulamalari
ayarlanabilir otomatik pipet kullanilarak, hassas bir sekilde, Krebs ¢ozeltisi icerisine
yapilmustir. iletim tipi biiyiik bir arter olan ve yaklasik ¢ap1 2-2,5 mm arasinda olan

torasik aort halkalarimin izometrik kasilma yanitlar1 klasik organ banyosu

kullanilarak kaydedilmistir (Jespersen et al., 2015).

Resim 1: izole organ banyosu kayit ve analiz sistemi

Resim 2: Cevre dokulardan temizlenerek halka seklinde hazirlanmis sigan torasik
aortu halkalar
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Resim 3: Sigan torasik aortu halkasi (3-4 mm) organ banyosuna asilmis sekilde

Bu calismada, tim deney gruplarinda irisinin 10°-10® M arahigindaki
konsantrasyonlar1 (107 M’lik plazma konsantrasyonu ile alt ve st katlarmi igerecek
sekilde) kullanilmistir. Grup i¢i kontrol kayitlar1 etken madde uygulamasi dncesinde
(10° M PHE ile olusturulan kasilma yanit1 platoya ulastiginda) alinan kayitlardr.
Yolak arastirmasi amaci ile kullanilan bloker ve inhibitorlerin inkibasyonunu
takiben uygulanan irisin konsantrasyonlarina bagli gelisen yanitlar, “kontrol” grubu
(1. Grup) ile karsilastirilarak gevseme genlikleri arasindaki farklar hesaplanmistir.
Ayrica, ¢Oziici olarak kullanilmig olan DMSO ig¢in “vehicle” kontrol grubu
olusturulmustur (Sekil 15, Sekil 16).
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Sekil 15: Irisinin sican torasik aortu halkalarindaki gevsetici etkilerinin arastirildig
deneylerin genel protokol semasi
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Sekil 16: Irisinin sigan torasik aortu halkalarinda olusturdugu gevseme yanitlarmin
olas1 etki mekanizmalarinin arastirildig1 deneylerin genel protokol semasi

3.2.2. Deney Gruplari
1. Grup:

Irisinin PHE ile kasilan damardaki gerime etkisi “kontrol” amacl

arastirilmastir.

Aort  kesitleri Krebs soliisyonu iceren organ banyosu haznesine
yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar

60 dk takip edilmistir.

Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 60 dk’lik alisma periyodu sonrasi

10° M PHE ile kasimustir. Kasilma yamti platoya ulastiginda, organ banyosu
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haznesine 5 dk araliklarla 10° M’den baslayarak 10°® M’ye kadar artan
konsantrasyonlarda (10°-10° M) irisin kiimiilatif olarak uygulanmistir. 10° M
fenilefrine verilen kasilma yaniti % 100 kabul edilmis ve irisin dozlarindaki
gevsemeler % olarak kayit altina alinarak konsantrasyon bagimli gevseme yanitlar

elde edilmistir.

Boylece, irisinin torasik aort diiz kas dokusunda PHE aracili kontraksiyona

etkisi tespit edilmistir.
2. Grup:

PKC inhibitori bisindolilmaleimid I’in (BIM 1), irisinin PHE ile kasilan

damardaki gerime etkisindeki rolii arastirilmustur.

Aort kesitleri  Krebs solisyonu igeren organ banyosu haznesine
yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar
60 dk takip edilmistir.

60 dk’lik alisma periyodu sonrasi organ bonyosu haznesine 150 nM BIM |
ilave edilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalar1t BIM I varliginda 20
dk’lik inkiibasyondan sonra 10° M PHE ile kasilmistir. Kasilma yaniti platoya
ulastiginda, organ banyosu haznesine 5 dk araliklarla 10° M’den baslayarak 10
M’ye kadar artan konsantrasyonlarda (10°-10° M) irisin kimiilatif olarak
uygulanmistir. BIM 1 varliginda 10° M fenilefrine verilen kasilma yamti % 100
kabul edilmis ve irisin dozlarindaki gevsemeler % olarak kayit altina alinarak

konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari elde edilmistir.

Boylece, irisinin torasik aort diiz kas dokusundaki PHE aracili kontraksiyona

etkisinde PKC’nin rolii tespit edilmistir.
3. Grup:

MEKZ1/2 inhibitérii U0126’nin, irisinin PHE ile kasilan damardaki gerime

etkisindeki rolu arastirilmigtir.
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Aort kesitleri  Krebs solisyonu igeren organ banyosu haznesine
yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar
60 dk takip edilmistir.

60 dk’lik alisma periyodu sonrasi organ bonyosu haznesine 1,5 uM U0126
ilave edilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalart U0126 varliginda 20
dk’lik inkiibasyondan sonra 10° M PHE ile kasilmistir. Kasilma yaniti platoya
ulastiginda, organ banyosu haznesine 5 dk araliklarla 10° M’den baslayarak 10
M’ye kadar artan konsantrasyonlarda (10°-10°% M) irisin kimulatif olarak
uygulanmigtir. U0126 varhiginda 10° M fenilefrine verilen kasilma yanit1 % 100
kabul edilmis ve irisin dozlarindaki gevsemeler % olarak kayit altina alinarak

konsantrasyon bagimli gevseme yanitlar1 elde edilmistir.

Boylece, irisinin torasik aort duz kas dokusundaki PHE aracili kontraksiyona

etkisinde MEK1/2 yolaginin rolu tespit edilmistir.
4. Grup:

Kv blokeri XE-991’in, irisinin PHE ile kasilan damardaki gerime etkisindeki

rolii arastirilmistir.

Aort kesitleri  Krebs solisyonu igeren organ banyosu haznesine

yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar
60 dk takip edilmistir.

60 dk’lik alisma periyodu sonrasi organ bonyosu haznesine 30 uM XE-991
ilave edilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 U0126 varliginda 20
dk’lik inkiibasyondan sonra 10° M PHE ile kasilmistir. Kasilma yaniti platoya
ulastiginda, organ banyosu haznesine 5 dk araliklarla 10° M’den baslayarak 10
M’ye kadar artan konsantrasyonlarda (10°-10° M) irisin kimiilatif olarak
uygulanmistir. XE-991 varhiginda 10° M fenilefrine verilen kasilma yanitt % 100
kabul edilmis ve irisin dozlarindaki gevsemeler % olarak kayit altina alinarak

konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari elde edilmistir.

Boylece, irisinin torasik aort diiz kas dokusundaki PHE aracili kontraksiyona

etkisinde Ky’nin roll tespit edilmistir.
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5. Grup:

SKca blokeri apaminin, irisinin PHE ile kasilan damardaki gerime etkisindeki

rolii arastirilmistir.

Aort kesitleri  Krebs solisyonu iceren organ banyosu haznesine
yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar
60 dk takip edilmistir.

60 dk’lik alisma periyodu sonrasi organ bonyosu haznesine 100 nM apamin
ilave edilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalar1 apamin varliginda 30
dk’lik inkiibasyondan sonra 10° M PHE ile kasilmistir. Kasilma yanit1 platoya
ulastiginda, organ banyosu haznesine 5 dk araliklarla 10° M’den baslayarak 10
M’ye kadar artan konsantrasyonlarda (10°-10% M) irisin kiimulatif olarak
uygulanmistir. Apamin varliginda 10° M fenilefrine verilen kasilma yamit1 % 100
kabul edilmis ve irisin dozlarindaki gevsemeler % olarak kayit altina alinarak

konsantrasyon bagimli gevseme yanitlar1 elde edilmistir.

Boylece, irisinin torasik aort diiz kas dokusundaki PHE aracili kontraksiyona

etkisinde SKca’nin rolii tespit edilmistir.
6. Grup:

BKca blokeri tetraetil amonyumun (TEA), irisinin PHE ile kasilan damardaki

gerime etkisindeki rolii arastirilmistir.

Aort kesitleri  Krebs solisyonu igeren organ banyosu haznesine

yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar
60 dk takip edilmistir.

60 dk’lik aligma periyodu sonrasi organ bonyosu haznesine 2 mM TEA ilave
edilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort halkalart TEA varliginda 30 dk’lik
inkiibasyondan sonra 10° M PHE ile kasilmistir. Kasilma yanit1 platoya ulastiginda,
organ banyosu haznesine 5 dk araliklarla 10° M’den baslayarak 10° M’ye kadar
artan konsantrasyonlarda (10°-10° M) irisin kiimiilatif olarak uygulanmistir. TEA

varliginda 10° M fenilefrine verilen kasilma yaniti % 100 kabul edilmis ve irisin
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dozlarindaki gevsemeler % olarak kayit altina alinarak konsantrasyon bagimli

gevseme yanitlar1 elde edilmistir.

Boylece, irisinin torasik aort diiz kas dokusundaki PHE aracili kontraksiyona

etkisinde BKca’nin roli tespit edilmistir.
7. Grup:

BIM 1, U0126 ve XE-991 ¢oziiciisiit DMSO’nun, PHE ile kasilan damardaki

gerime etkisi “vehicle” kontrol amagli arastirilmistir.

Aort kesitleri  Krebs solisyonu igeren organ banyosu haznesine
yerlestirilmistir. 2 g 6n gerim uygulanan aort halkalar1 gerime uyum saglayana kadar

60 dk takip edilmistir.

60 dk’lik alisma periyodu sonrasi organ bonyosu haznesine c¢oziicii
konsantrasyonda dimetil siilfoksit ilave edilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen aort
halkalar1 DMSO varliginda 10 dk’lik inkibasyondan sonra 10° M PHE ile
kasilmistir. Kasilma yaniti platoya ulastiginda, organ banyosu haznesine 5 dk
araliklarla 10° M’den baslayarak 10® M’ye kadar artan konsantrasyonlarda (107°-10"
® M) irisin kimiilatif olarak uygulanmistir. DMSO varliginda 10° M fenilefrine
verilen kasilma yanitt % 100 kabul edilmis ve irisin dozlarindaki gevsemeler %

olarak kayit altina alinarak konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari elde edilmistir.

Baylece, irisinin torasik aort duz kas dokusundaki PHE aracili kontraksiyona
etkisinde BIM |, U0126 ve XE-991 ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO’nun roli
tespit edilmistir.

Yukarida belirtilen her bir grup i¢in 8 aort preparati kullanilmistir (n=8).

Kasilma ve gevseme yanitlart MP36 kayit sisteminde (BIOPAC Systems, Inc.
Aero Camino, USA) kuvvet transdiiseri aracilig1 ile izometrik olarak Ol¢lilmiistiir.
Elde edilen kayitlar Biopac Student Lab 3.7.7 programi (BIOPAC Systems, Inc.

Aero Camino, USA) ile bilgisayar ortaminda degerlendirilmistir.
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3.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilmis olan irisin, PHE, BIM |, U0126, XE-991, apamin,
TEA, DMSO ve Krebs soliisyonu hazirlamak i¢in gerekli kimyasal maddeler Sigma
Aldrich’ten (St Louis, MO, USA) temin edilmistir. Irisin, PHE, apamin ve TEA
distile suda; BIM I, U0126 ve XE-991 ise DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.4. istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz igin bilgisayar ortaminda SPSS 23.0 programi (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) kullanilmistir. Tim veriler ortalama + SS (standart sapma) olarak
ifade edilmistir. Bagimsiz iki grup arasindaki istatistiksel anlamlilik, bagimsiz
orneklem t-testi (independent sample t test) ile analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar icin tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA) testi kullanilmastir.
Gruplar aras1 farkliliklarin saptanmasi amaciyla Dunnett’s T3 post hoc testi
kullanilmigtir. p degeri 0,05’in altinda bulunan sonuglar istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
3.5. Etik

Bu calisma, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun (BUU HADYEK) 03/04/2019 tarihli ve 2019-04/10 No.lu karari ile

onaylanmustir.
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4. BULGULAR

On deneylerde ilk olarak, vaskiler diiz kas kasilma yanit1 olusturmak iizere
izole organ banyosu haznelerine kiimilatif konsantrasyonlarda (101°-10* M) PHE
verilmis ve submaksimal kasilma yanit1 10° M PHE’e kars1 alinmistir. Daha sonra
tum deneylerde bu konsantrasyonda (10° M) tek doz olarak verilen PHE ile 6n
kasilmalar olusturulmustur. Submaksimal konsantrasyonda (10° M) uygulanan PHE
ile sican torasik aortu halkalarinda oldukca stabil ve siirekli kasilma yanitlari
olusmustur. On deneylerde ayrica, ¢alismada kullanilan konsantrasyonlarda irisinin
ve bloker/inhibitér maddelerin sigan torasik aortu halkalarinda bazal tonus izerinde

anlamli etkilerinin olmadig1 saptanmastir.

PHE (10° M) ile 6nceden kasilan endoteli saglam sican torasik aortu
halkalarinda kiimiilatif olarak uygulanan irisin (10°-10° M) konsantrasyon bagimli
gevseme yanitlar1 olusturmustur. Irisinin gevsetici etkisi 10%, 107 ve 10° M’Iik
konsantrasyonlarda kontrol grubuna (distile su uygulanmis sican torasik aortu
halkalarina) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur
(Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 10° M icin p: 0,840, p>0,05; 10 M icin p: 0,000,
p<0,001; 107" M igin p: 0,000, p<0,001; 10® M icin p: 0,000, p<0,001) (Grafik 1).

Kimdlatif irisin konsantrasyonlari
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Sekil 17: Submaksimal konsantrasyonda (10° M) PHE ile kasilmis sigan torasik
aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10% M) uygulanan irisinin
olusturdugu gevseme yanitlarini gésteren 6zgiin bir trase
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Grafik 1: Submaksimal konsantrasyonda (10 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlari (n=8)

**: p<0,001 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.
Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Kontrol gruplarina distile su uygulanmustir.

Dokularin 20 dk siireyle PKC inhibitorii BIM I (150 nM) ile inkiibasyonu
irisine gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmustur. BIM I (150 nM)
inkiibasyonu kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan irisinin 10%, 107 ve 10° M’lik
konsantrasyonlar1 ile olusan gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma ile sonuglanmistir (BIM 1 varliginda ve yoklugunda 10 M igin p: 0,000,
p<0,001; 107 M igin p: 0,000, p<0,001; 10° M icin p: 0,000, p<0,001). PKC
inhibitord BIM | (150 nM) irisine gevseme yanitlarini neredeyse tamamen inhibe
etmistir (Grafik 2).
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Grafik 2: Submaksimal konsantrasyonda (10 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlari lizerinde PKC inhibitéri BIM |
inktibasyonunun (150 nM, 20 dk) etkisi (n=8)

**: p<0,001 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Dokularin 20 dk siireyle MEK 1/2 inhibitori U0126 (1,5 uM) ile inkiibasyonu
irisine gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmustur. U0126 (1,5 uM)
inkilbasyonu  kiimiilatif ~ konsantrasyonlarda uygulanan irisinin  10® M’lik
konsantrasyonu ile olusan gevseme yanitlarinda anlamli bir degisikli§e neden
olmazken; 107 ve 10°® M’lik konsantrasyonlar1 ile olusan gevseme yanitlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma ile sonu¢lanmistir (U0126 varliginda ve
yoklugunda 108 M igin p: 0,875, p>0,05; 10 M icin p: 0,010, p<0,05; 10 M icin p:
0,002, p<0,05). MEK1/2 inhibitori U0126 (1,5 uM) irisine gevseme yanitlarini
6nemli duzeyde inhibe etmistir (Grafik 3).
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Grafik 3: Submaksimal konsantrasyonda (10 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlari tizerinde MEK1/2 inhibitori U0126
inkdbasyonunun (1,5 pM, 20 dk) etkisi (n=8)

*: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilagtirildiginda)
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Dokularmn 20 dk stireyle Kv blokeri XE-991 (30 uM) ile inkiibasyonu irisine
gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmustur. XE-991 (30 puM)
inkiibasyonu kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan irisinin 10%, 107 ve 10° M’lik
konsantrasyonlar1 ile olusan gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma ile sonuclanmistir (XE-991 varliginda ve yoklugunda 10® M igin p: 0,000,
p<0,001; 10" M icin p: 0,000, p<0,001; 10 M icin p: 0,000, p<0,001). Kv blokeri
XE-991 (30 uM) irisine gevseme yanitlarini neredeyse tamamen bloke etmistir
(Grafik 4).
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Grafik 4: Submaksimal konsantrasyonda (10 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlar1 tizerinde Kv blokeri XE-991
inkiibasyonunun (30 uM, 20 dk) etkisi (n=8)

**: p<0,001 (kontrol grubu ile karsilagtirildiginda)
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Dokularmn 30 dk siireyle SKca blokeri apamin (100 nM) ile inkiibasyonu
irisine gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmustur. Apamin (100
nM) inkibasyonu kimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan irisinin 108 M’lik
konsantrasyonu ile olusan gevseme yanitlarinda anlamli bir degisikli§e neden
olmazken; 107 ve 10°® M’lik konsantrasyonlar1 ile olusan gevseme yanitlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma ile sonuclanmistir (Apamin varlifinda ve
yoklugunda 108 M icin p: 0,459, p>0,05; 107 M icin p: 0,014, p<0,05; 10°® M icin p:
0,010, p<0,05). SKca blokeri apamin (100 nM) irisine gevseme yanitlarini 6nemli
diizeyde bloke etmistir (Grafik 5).
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Grafik 5: Submaksimal konsantrasyonda (10 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlart {izerinde SKca blokeri apamin
inkibasyonunun (100 nM, 30 dk) etkisi (n=8)

*: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Dokularin 30 dk siireyle BKca blokeri TEA (2 mM) ile inkiibasyonu irisine
gevseme yanitlarinda anlamli bir degisikliSe neden olmustur. TEA (2 mM)
inkiibasyonu kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan irisinin 10%, 107 ve 10° M’lik
konsantrasyonlar1 ile olusan gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma ile sonuglanmistir (TEA varhiginda ve yoklugunda 108 M igin p: 0,001,
p<0,05; 107" M icin p: 0,000, p<0,001; 10 M icin p: 0,000, p<0,001). BKca blokeri
TEA (2 mM) irisine gevseme yanitlarin1 6nemli diizeyde bloke etmistir (Grafik 6).
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Grafik 6: Submaksimal konsantrasyonda (10 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlar1 {izerinde BKca blokeri TEA
inkiibasyonunun (2 mM, 30 dk) etkisi (n=8)

*: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
**: p<0,001 (kontrol grubu ile karsilagtirildiginda)
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.

Dokularin 10 dk siireyle BIM 1, U0126 ve XE-991 ¢6ziiclisi DMSO (¢ozicu
konsantrasyonda) ile inkiibasyonu irisine gevseme yanitlarinda anlamli bir
degisiklige neden olmamistir. Coziicii konsantrasyonda DMSO inkiibasyonu
kiimulatif konsantrasyonlarda uygulanan irisinin 108, 107 ve 10% M’hk
konsantrasyonlar1 ile olusan gevseme yanitlarinin hig¢birinde 6nemli diizeyde bir
degisiklige neden olmamustir (DMSO varliginda ve yoklugunda 10® M icin p: 1,000,
p>0,05; 107 M igin p: 1,000, p>0,05; 10 M icin p: 1,000, p>0,05). BIM I, U0126 ve
XE-991 c¢oziciisi DMSO (¢oziicii konsantrasyonda) irisine gevseme yanitlarini

etkilememistir (Grafik 7).
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Grafik 7: Submaksimal konsantrasyonda (10° M) PHE ile kasilmis endoteli saglam
sican torasik aortu halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10°-10° M)
uygulanan irisinin olusturdugu gevseme yanitlari lizerinde BIM 1, U0126 ve XE-991
¢ozlcusi DMSO inkubasyonunun (¢ozlicti konsantrasyonda, 10 dk) etkisi (n=8)

Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Veriler ortalama £ SS olarak ifade edilmistir.
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Tablo 1: Kontrol ve bloker/inhibitdr gruplarinda irisin konsantrasyonlarina bagl
yilizde gevseme degerleri

Gruplar Konsantrasyon % Gevseme p degeri
Kontrol 10°M 2,12+2,61 0,840
(n=8) 108M 15,50 + 4,21 0,000 **
107M 29,00 + 7,57 0,000 **
10°M 39,62 +9,82 0,000 **
BIM | 10°M 0,00 £ 2,66 0,841
(n=8) 10%M 0,50 + 4,85 0,000 **
107M 0,00 £8,01 0,000 **
10%M 0,00 £ 7,52 0,000 **
u0126 10°M 7,87+4,35 0,139
(n=8) 10tM 11,25 +5,63 0,875
107M 13,00 +5,80 0,010 *
10°M 14,75 + 6,60 0,002 *
XE-991 10°M 0,75+ 2,62 0,999
(n=8) 10tM 1,38 +2,30 0,000 **
107M 0,00 £ 2,39 0,000 **
10°M 0,25 + 3,25 0,000 **
Apamin 10°M 7,50 £ 6,33 0,058
(n=8) 10°M 13,13+ 7,66 0,459
107M 16,50 £ 9,97 0,014 *
10°M 23,37 + 11,87 0,010 *
TEA 10°M 1,87+1,43 1,000
(n=8) 10%M 2,50+£0,84 0,001 *
107M 2,12+2,98 0,000 **
10°M 4,00 + 5,00 0,000 **
DMSO 10°M 1,62+1,03 1,000
(n=8) 10°M 14,12 + 3,75 1,000
107M 29,75 £ 6,80 1,000
10°M 38,25+ 9,31 1,000

*: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
**: p<0,001 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

Veriler ortalama + SS olarak ifade edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiptaki biiyiik ilerlemelere ragmen arteriyel hipertansiyon, diabetes mellitus
ve kronik bobrek hastaliginin uygun sekilde tedavisi biiyiik bir sorun olmaya devam
etmektedir. Teshis ve tedavi edilmemis arteriyel hipertansiyon veya diabetes
mellitus, kronik bobrek hastaligi gelisimine ve sonug¢ olarak kardiyovaskiiler
sorunlarin  olugsmasina yol agabilmektedir (Maciorkowska, Musiatowska, &
Matyszko, 2019).

Gunumuzde 6zellikle insilin direnci, obezite ve Tip Il diabetes mellitus ile bu
hastaliklara bagli olarak gelisen hipertansiyon ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiler
hastaliklarin siklig1 artmaktadir. Koroner arter hastaligi ve inmenin ana nedeni olan
ateroskleroz, gelismis diinyada 6nde gelen bir 6lim nedenidir (Peters, den Ruijter,
Bots, & Moons, 2012). Aterosklerozun patofizyolojik mekanizmalar1 ve etiyolojisi
oldukga karmasiktir (Stefano et al., 2015).

Iskelet kas1 son yillarda endokrin organ olarak tammmlanmistir (Pedersen,
Akerstrom, Nielsen, & Fischer, 2007). Miyokinler olarak bilinen, egzersiz sirasinda
veya hemen sonrasinda iskelet kasindan salinan sitokinler, egzersizin metabolizma
ve kardiyovaskiiler sistem ftizerindeki yararl etkilerine aracilik eder (Pedersen, &

Febbraio, 2012; Strasser, 2013).

[risin, yukarida belirtilen kronik hastaliklar gelisiminde ve ilerlemesinde
Onleyici ya da tedavi edici rol oynayabilme potansiyeline sahip yeni tanimlanan bir
miyokindir. Bu baglamda, irisinin vaskiiler lezyonlarin gelisiminin dnlenmesinde ve
aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde onemli bir terapdtik hedef
olabilecegi degerlendirilmektedir. Hem saglikli hem de hasta kisilerin plazmasinda
Olctlen irisinin, vaskuler dokudaki kesin islevleri heniiz tam olarak

belirlenememistir. Bununla birlikte, irisinin vaskiiler kontraktilite lizerine etkileri ve
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bu etkilere aracilik eden metabolik yolaklar ile ilgili sinirli sayida da olsa bazi

calismalar bulunmaktadir.

W. Zhang et al. (2015), rekombinant insan irisininin, siganlarin 3. beyin
ventrikiiliine uygulanmas1 durumunda hipotalamusun paraventrikiiler ¢cekirdeklerinde
ndronlar1 aktive ettiini tespit etmislerdir. Irisinin merkezi olarak verilmesi kan
basincin1 ve kardiyak kontraktiliteyi artirmistir. Eksojen irisin, atenololiin neden
oldugu kardiyak kasilma inhibisyonunu tersine ¢evirmistir. Buna karsilik, periferik
irisin uygulamast hem kontrol hem de kendiliginden hipertansif siganlarda kan
basmcim diisiirmiistiir. irisin mezenterik arter halkalarint ATP’ye duyarli potasyum

kanallar1 araciligiyla genisletmistir.

Han, Zhang, Hou, Wang, & Sun (2015), yiiksek yagl diyet ile indtklenen
obez farelerde irisinin endotel fonksiyonu iizerine dogrudan vaskuler koruyucu bir
etkisinin olup olmadigin1 arastirmiglardir. Erkek C57BL/6 farelerine, irisin
uygulanarak veya uygulanmayarak, yem verilmistir veya yliksek yagl bir diyet
uygulanmistir. Aortik endotel fonksiyonu, endotel bagimli vazodilatasyon 6lgiilerek
belirlenmistir. Aortta NO tespit edilmistir. Irisinin endotel hiicrelerinde AMPK, Akt
ve endotelyal NO sentaz (eNOS) fosforilasyon seviyeleri (zerindeki etkisi
belirlenmistir. Irisinin AMPK-eNOS yolagindaki roliinii incelemek igin insan
umbilikal ven endotel hiicreleri kullanilmigtir. Asetilkolinle uyarilmis endotel
bagimli vazodilatasyon, obez farelerde kontrol farelerine kiyasla anlamli derecede
disik bulunmustur. Obez farelere irisin uygulanmasi, endotel bagimh
vazodilatasyonu Onemli Olgiide artirmis ve endotel fonksiyonunu iyilestirmistir.
[risinin bu faydali etkisi AMPK, Akt ve eNOS inhibitdrlerinin varliginda kismen
zayiflatilmistir. Obez farelere irisin uygulanmasi, endotelyal hiicrelerde AMPK, Akt
ve eNOS’un NO iiretimini ve fosforilasyonunu artirmistir. Bu faktorler in vitro insan
umbilikal ven endotelyal hicrelerinde de irisin ile gelistirilmisti. AMPK
ekspresyonunun kii¢lik susturucu RNA tarafindan baskilanmasi, irisin kaynakli
eNOS ve Akt fosforilasyonu ve NO {iretimi ile bloke edilmistir. Boylece
aragtirmacilar, irisinin yiiksek yagh diyet kaynakli obez farelerin aortunda endotel

fonksiyonunu iyilestirdigine dair ilk kanit1 elde ederek; bu koruyucu etki igin
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mekanizmanin  AMPK-eNOS sinyal yolunun aktivasyonu ile ilgili oldugunu

gostermislerdir.

M. Jiang, Wan, Wang, & Wu (2015), fare mezenterik arterlerinde irisinin
vaskiler aktivite tizerindeki etkilerini ve igerdigi mekanizmalar1 arastirmislardir. Bu
calismada, irisinin endotelyumu olan veya olmayan mezenterik arterlerde gevsemeyi
konsantrasyona bagimli sekilde indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, endotel-intakt
mezenterik arterler tizerindeki irisin kaynakli vazorelaksasyon etkilerinin, L-NAME
veya 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) ©6n muamelesi ile
azaltildigr gosterilmistir. Bununla birlikte, secici olmayan bir siklooksijenaz
inhibitord olan indometazin (INDO) ile 6n muamele, irisine bagli gevsemeyi modile
etmemistir. Bunun yani sira, hiicre dis1 Ca*? akis1 ve hiicre i¢i Ca*? salim1 nedeniyle
olusan kasilma da irisin tarafindan inhibe edilmistir. Bu sonuglar, irisinin indiikledigi
endotel bagimli gevsemeye PGl-CAMP bagimli mekanizmanin degil; NO-guanozin
3', 5'-siklik fosfat (¢cGMP) bagimli yolagin aracilik ettigini gdstermistir. Endotel
bagimsiz gevsemenin ise, Voltaj-bagimli kalsiyum kanallarmin (voltage-dependent
calcium channels; VDCCs) ve hem IP3R hem de RyR kanallar1 yoluyla hiicre ici
Ca? salmimin bloke edilerek Ca*? akisinin inhibe edilmesine bagli olabilecegi

belirtilmistir.

Fu et al. (2016), yaptiklari galismada erkek Wistar-Kyoto (WKY) siganlarinin
ve kendiliginden hipertansif siganlarin kan basinglarini karotid arterden izlemislerdir.
Calismada, akut intravendz irisin enjeksiyonunun kendiliginden hipertansif
sicanlarda kan basincim1  diisiirdiigli, ancak WKY sigcanlarda diistirmedigi
bulunmustur. Irisin, kendiliginden hipertansif siganlarin PHE ile dnceden kasilmus
mezenterik arterlerinde tek basina dogrudan vazorelaksasyon etkisi gostermemistir.
Bununla birlikte, irisin kendiliginden hipertansif sicanlarin mezenterik arterlerinde
asetilkolin kaynakli vazorelaksasyonu artirmistir. Bunun 100 pmol/L L-NAME
uygulamasi ile tersine g¢evrilebilmesi nitrik oksitin buradaki roliinii gostermistir.
Irisin endotel hiicrelerinde NO iiretimini ve eNOS fosforilasyonunu artirmistir.
AMPK, irisinin vazorelaksasyon etkisine dahil olmustur; ¢iinkii bir AMPK inhibitorii
olan C bilesigi (20 pmol/L), endotelyal hiicrelerde eNOS ve protein kinaz B (Akt)
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fosforilasyonunda irisine bagl artis1 ve mezenterik arterlerde vazodilatasyonu bloke

etmistir.

Hou et al. (2016), irisinin obezitede hem oksijenaz-1 (HO-1)/adiponektin
aksinin diizenlenmesi yoluyla perivaskiler adipoz doku (perivascular adipose tissue;
PVAT) disfonksiyonunu 1iyilestirip 1iyilestiremeyecegini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 calismada, C57BL/6 farelere irisin ile birlikte veya irisinsiz yiiksek yagl
bir diyet uygulamistir. PVAT(+) veya PVAT(-) torasik aort halkalarinin fenilefrine
konsantrasyona bagli yanitlar1 organ banyosunda c¢alisilmistir. HO-1 ve
adiponektinin protein diizeyleri Western-Blot ile belirlenmistir. Perivaskiiler adipoz
dokuda UCP-1, Cidea ve TNF-a gen ekspresyonu ise ger¢cek zamanli PCR ile analiz
edilmistir. Calisma sonucunda, obez farelerin irisin ile muamele edilmesinin glikoz
ve lipit metabolizmasini gelistirdigi, TNF-o ve malondialdehitin plazma seviyelerini
diisiirdiigii ve plazma adiponektin seviyelerini artirdigi belirlenmistir. PVAT 1n anti-
kontraktil etkileri, yiiksek yagli diyet farelerinde zayiflatilmis ve bu zayiflama,
yiiksek yaglh diyet farelerine irisin uygulanarak restore edilmistir. Irisin uygulanmus
yiiksek yagh diyet farelerinde PVAT(+) aort halkalarinin HO-1 inhibitori ve
adiponektin reseptor bloke edici peptit ile inkibasyonu irisinin PVAT fonksiyonu
tizerindeki faydali etkilerini ortadan kaldirmistir. Ayni sonuglar, irisin uygulanmis
yiiksek yagli diyet farelerinde ex vivo’da da gozlenmistir. Yiiksek yagli diyet
farelerinin irisin ile muamelesi, HO-1 ve adiponektinin protein seviyelerini 6nemli
Olglide artirir iken; PVAT’ta siiperoksit tretimini ve TNF-o ekspresyonunu
azaltmistir. Irisin muamelesi, yiiksek yagl diyet farelerinin perivaskiiler adipoz
dokularinda kahverengi adiposit belirtecleri olan UCP-1 ve Cidea ekspresyonunu
artirmistir. Sonug olarak, irisin diyetle indiiklenen obez farelerde torasik aortta
PVAT’1n anti-kontraktil &zelliklerini iyilestirmistir. Irisinin koruyucu etkileri igin
mekanizmanin, PVAT’ta HO-1/adiponektin aksinin up-regiilasyonu ve PVAT’in

kahverengilesmesi ile ilgili oldugu goriilmiistiir.

Ye et al. (2017), primer kiiltirlenmis sigan mezenterik arter endotel
hiicrelerinde irisinin, hiicre i¢i depolardan salman Ca*? yerine hiicre dis1 Ca*? akisia
bagl olarak [Ca*?]i artisina neden oldugunu belirtmistir. Dahas1, [Ca*?]i’deki irisin

kaynakli artiglar bir TRPV4 inhibitorii tarafindan tamamen ortadan kaldirilmistir.
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Irisin, sigan mezenterik arterlerinin endotel bagimli vazodilatasyonunu indiiklemistir.
Buna karsin, irisinin endotel bagimsiz vazodilatasyon iizerinde etkisinin olmadigi
gorilmistir. Sonu¢ olarak, TRPV4 inhibitérii varliginda irisin kaynakh
vazodilatasyon tamamen ortadan kalkmis ve bu da TRPV4 kanallarmin endotel

bagimli vazodilatasyonda roliiniin oldugunu gostermistir.

Irisinin cesitli tiirlerden elde edilen degisik damar preparatlarindaki
vazodilator etkinliginde farkliliklar goriilebilmektedir. Bu durumun, dokunun
alindig tiir, deneyin gerceklestirildigi vaskiiler doku (damar dokusunun yeri ve ¢api)
ve/veya On kasilma olusturmak icin kullanilan ajan gibi yontemsel farkliliklara bagh
olabilecegi diisliniilmektedir. Arterlerin anatomik yapilari, reaktiviteleri ve
embriyolojik kokenleri birbirinden farklidir. Vaskiiler diiz kaslarin ¢esitli ajanlara
yanitlarindaki degisikliklerde arterin lokalizasyonu ve ¢apina bagli olarak endotelden
saliman maddelerdeki farkliliklarin yani sira iyon transport mekanizmalar1 veya
fizyolojik/farmakolojik reseptorlerin yogunlugu ve tiplerinin de onemli bir rol
oynayabilecegi bilinmektedir (Clark, & Fuchs, 1997; Mulvany, & Aalkjaer, 1990).
Ormnek olarak, damar capindaki azalma ile paralel bir sekilde hiperpolarizan
faktorlerin 6nemi artmaktadir (de Wit, & Wolfle, 2007). Bu nedenle, bu ¢alismada
arterlerin tim bu 6zellikleri degerlendirilerek literatiirde ilk kez Wistar Albino turd
siganlardan 1izole edilen torasik aort preparatlarinda irisinin gevsetici etkisi
arastirilmistir. Bunun 6tesinde, irisinin olasi etki mekanizmalarinin belirlenmesine
yonelik yapilan yolak arastirmalarinin daha 6nce herhangi bir tiir ve/veya vaskiiler

doku iizerinde yapilmadig: literatiir taramasi ile tespit edilmistir.

Bu kapsamda, c¢alismamizda irisinin 10%, 107 ve 10% M’Lk
konsantrasyonlarinin iletim tipi bir arter olan si¢an torasik aortu halkalarinda
vazodilatatif etki gosterdigi rapor edilmistir. Boylece, irisinin hem ortalama plazma
konsantrasyonunda hem de bu konsantrasyonun alt ve st katlarin1 kapsayacak
sekilde genis bir konsantrasyon araliginda vaskiiler diiz kas kontraktilitesini gevsetici
yOnde etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, PKC inhibitéri BIM I, MEK1/2 inhibit6ri
U0126, Ky blokeri XE-991, SKca blokeri apamin ve BKca blokeri TEA kullanilarak

yapilan yolak arastirmalarindan elde edilen sonuglar, irisin ile olusan gevseme
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yanitlarinda bu yolaklarin rollerinin oldugunu gosteren ilk literatiir verilerini

olusturmustur.

Sonug olarak, bu ¢aligmada literatiirde ilk kez irisinin iletim tipi bir arter olan
sigan torasik aortu preparatlarinda fonksiyonel gevsetici etkisine yonelik fizyolojik
bulgulara ulagilmistir. Bulgularimiz, irisinin endoteli saglam halkalarda
konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari olusturdugunu gostermistir. Ayrica, bu
caligma irisin ile indiiklenen gevseme yanitlarinin PKC etkinligi, MEK1/2 etkinligi,
voltaja duyarli K* kanal etkinligi ve kalsiyumla aktive edilen K* kanal etkinligi ile
iligkili olabilecegini bildiren ilk ¢alismadir. Deneysel bulgularimiz, irisinin adipoz
dokuda UCP-1 ifadesinde artis saglayarak termogenez ve kilo kayb1 ile sonuglanan
enerji metabolizmasimin diizenlenmesinde sahip oldugu anahtar roliine ek olarak,
hipertansiyon ve ateroskleroz gibi anormal vazokonstriksiyonla iliskili hastaliklarin
tedavisinde yararli bir ajan olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alisma ayrica, irisin
salimina bagli olarak egzersizin vaskiler fonksiyonu modile etmede dnemli bir rol

oynadigini ve vaskiiler fonksiyon {izerindeki yararl etkisini desteklemektedir.

Bununla birlikte, ¢aligmamizda sunulan bulgular baslangi¢ niteligindedir ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde irisinin etkinligini belirlemek i¢in daha
ayrintili mekanizma ¢alismalari ve in-vivo c¢alismalar gereklidir. Ayrica, farkli
damarlar iizerinde yapilacak yeni ¢alismalar ile irisinin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 yoniinde daha fazla veri saglanarak simdiye kadar yapilan caligmalarla

birlikte daha net sonuglara ulasilabilir.
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ACPA
Akt
AMPK
Ang Il
aPKC
BIM |
BKca

BUU DEHYUAM
BUU HADYEK

Ca*?/Mg*?-ATPaz
CAMP
cGMP
cPKC
DAG
DMSO
eNOS
ERK
ERK1/2
ET-1
FNDC5

FNIII
FRCP2
FRCP2/PeP
G proteini

HO-1

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Aragidonilsiklopropilamid

Protein kinaz B

5'-AMP ile aktive olan protein kinaz
Anjiyotensin |1

Atipik PKC

Bisindolilmaleimid |

Biiyilk kondiiktansli kalsiyumla aktive edilen potasyum
kanallar1

Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi

Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu

Kalsiyum/Magnezyum-ATPaz

Siklik adenozin monofosfat

Guanozin 3', 5'-siklik fosfat
Konvansiyonel PKC

Diacilgliserol

Dimetil stilfoksit

Endotelyal NO sentaz

Ekstraselluler sinyalle diizenlenen kinaz
MAPK

Endotelin-1

Fibronectin type Il domain containing protein 5; fibronektin
tip 111 domain igeren protein 5

Fibronektin I

Fibronektin tip Il tekrarlarini i¢eren protein 2
FNDC5

Membrana bagli guanin niikleotit diizenleyici protein

Hem oksijenaz-1
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IKca
INDO

IP3

JNK

Kop

Katp

Kca

Kir

Kv

LC20
L-NAME
MAP Kinaz
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEK1/2

MHZK
Na'/K*-ATPaz
NO

nPKC
ODQ

p38 MAPK
PCOS

PeP
PGC1l-a
PGF2a
PGl

PHE

Orta kondiiktansh kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallar1
Indometazin

Inozitol-1,4,5-trifosfat

c-Jun N-terminal kinase

iki porlu K* kanallari

ATP’ye duyarli potasyum kanallar1

Kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallar1

Iceri dogrultucu K* kanallar:

Voltaja duyarli potasyum kanallari

20 kDa Light Chain; 20 kDa’luk miyozin hafif zinciri
N omega-Nitro-L-arjinin metil ester

Mitojenle aktive edilen protein kinaz

MAP Kinaz

MAP Kinaz Kinaz

MAP Kinaz Kinaz Kinaz

Mitojenle aktive edilen protein kinaz kinaz; MAPKK;
MAP/ERK Kinaz

Miyozin hafif zincir kinaz
Sodyum/Potasyum-ATPaz

Nitrik oksit

Yeni PKC
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one
p38 mitojenle aktive edilen protein kinaz
Polycystic ovary syndrome; polikistik over sendromu
Peroksizomal protein

PPAR-y koaktivatorii 1-a

Prostaglandin F2 alfa

Prostasiklin

Fenilefrin
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PIP, Fosfotidil inozitol-4,5-bifosfat

PKA Protein kinaz A

PKC Protein kinaz C

PKG Protein kinaz G

PPAR-y Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor-y

PVAT Perivascular adipose tissue; perivaskiler adipoz doku

Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma; MAPKKK; MEK Kinaz

Ras Rat sarcoma

RhoGEF Guanin niikleotit degisim faktorii

ROC Receptor-operated channel; reseptér-bagimli kanal

RT-PCR Reverse transcription-polymerase chain reaction

RyRs Riyanodin reseptorleri

SS Standart sapma

SKca Kiiciik kondiiktansli kalsiyumla aktive edilen potasyum
kanallar

SOC Store-operated channel; depo-aracili kanal

TEA Tetraetil amonyum

TRP Transient reseptor potansiyel

TUBITAK Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

TXA: Tromboksan A2

VDCCs Voltage-dependent calcium channels; voltaj-bagimli kalsiyum
kanallar

VDKH Vaskdler diiz kas htcreleri

VOC Voltage-operated channel; voltaj-bagimli kanal

WKY Wistar-Kyoto
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