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1. OZET

Yeni bir hormon olan apelin mide, yag dokusu, kalp gibi bir¢cok organin yanisira
ozellikle beyinde hipotalamustan sekrete edilmektedir. Endokrin  sistem,
kardiyovaskiiler sistem ve metabolik islevler gibi bircok viicut fonksiyonunda olasi
etkileri heniiz arastirillma asamasinda olan apelin icin, tireme sistemi de 6nemli bir hedef
bolgedir. Bu caligmada apelinin uterus kontraksiyonlar1 iizerindeki olas1 etkileri
arastirilmistir.

Calismada didstrus donemindeki disi yetiskin Wistar tiirli (n=12) siganlardan
elde edilen miyometriyum seritleri, icinde Krebs c¢ozeltisi bulunan izole organ
banyosuna yerlestirildi. 1 gr gerim altinda spontan kasilmalar gozlendi. izometrik
miyometriyum kasilmalar1 {izerinde 0.01 pM, 0.1 pM, 1 pM ve 10 puM
konsantrasyonlardaki apelinin etkisi arastirildi. 1 uM ve 10 pM konsantrasyonlarda
uygulanan apelinin kontraksiyonlarin frekansini anlamli diizeyde artirdigi goriildii
(p<0.05 ve p<0.001). Sadece 10 uM konsantrasyondaki apelin uygulamasindan sonra
kontraksiyonlarin genligi anlaml diizeyde artt1 (p<0.01). Benzer deney protokolii Ca*
bulunmayan Krebs cozeltisi kullanilarak tekrarlandi. Bu grupta da 10 pM apelinin
uterus kasilmalarini indiikledigi gézlendi.

Bu arastirmanin sonuclar1 apelinin sican uterusunda kontraksiyonlari belirgin
olarak indiikledigini gostermektedir. Kalsiyumsuz ortamda da aym etkinin goriilmesi,
apelinin hiicre i¢i depolardan Ca*?* saliverilmesini indiikleyerek kontraksiyonlart stimiile

ettigini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, miyometriyum, izometrik kontraksiyon, sican



2. ABSTRACT

A newly discovered hormone, apelin, is secreted in brain especially in
hypothalamus in addition to stomach, adipose tissue and heart. There are many
investigations regarding the effect of apelin on many body functions such as endocrine
system, cardiovascular system and metabolic processes. But there are guide limited
researchs including the effect of apelin on reproductive functions. Therefore, we looked
into the effect of apelin on myometrial contractions in dioestrus rat.

Myometrial strips were removed from adult female Wistar rats (on dioestrus)
following decapitation and placed in a jacketed organ bath containing Krebs solution,
and isometric contractions were evaluated in this study. After equilibration, spontaneous
contractions were recorded and the effects of bath application of increasing
concentrations of 0.01uM, 0.1uM, 1uM ve 10uM apelin on the amplitude and frequency
(number of contraction-relaxation cycles/ 10-min) of contractions were evaluated by
10min intervals. One Way ANOVA was used for statistical analysis. Apelin
significantly increased frequency of contractions at 1pM and 10uM concentrations
(p<0.05 and p<0.001, respectively). Apelin also increased the peak amplitude of
concentrations at only 10uM concentration (p<0.01). The other experimental protocol
was repeated by using Ca** free Krebs solution. Apelin (10uM) was induced
contractions in this group, as well.

The results of this study show that apelin induces myometrial contractions in rat.
It can conclude that apelin stimulates myometrial contractions by inducing Ca** release

from intracellular stores, because apelin has same effect in calcium free medium.

Keywords: Apelin, myometrium, isometric contraction, rat



3. GIRiS

3.1. Diiz Kaslar

Viicudun yaklasik % 40’1 iskelet kas1, % 10’u diiz kas ve kalp kasidir (1, 2). Diiz
kaslar mikroskobik olarak goriiniir ¢izgilenmelerinin olmayis1 nedeniyle iskelet kasi ve
kalp kasindan ayrlirlar (3, 4, 5, 6).

Diiz kas hiicreleri tek cekirdeklidirler ve iskelet kaslarina gore c¢ok kiigiik
olmakla birlikte, boylar1 20-500 mikrometre, ¢aplari ise 1-5 mikrometre kadardir (1, 6).

Diiz kaslarda Ca* icin depo gorevi goren bir hiicre i¢i sarkoplazmik retikulum
(SR) membran ag1 vardir. Diiz kasin SR’sindeki Ca** kanallari, Ca** aktiveli Ca* kanal
olan riyanodin reseptorii (RYR) ve inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3)-kapili Ca*™ kanallari
olmak iizere 2 tiptir. RYR tipik olarak hiicre ici Ca**min artmastyla aktive olur. 1Pz
kapil Ca*? kanali ise, baz1 hormonal faktdrlerin etkisiyle aciga cikan IP; tarafindan
aktive edilir (7, 8, 9).

SR’ye elektriksel baglanti saglayan iskelet kasindaki T tiibiilleri diiz kas
hiicrelerinde bulunmaz. Bunun yerine diiz kasin sarkolemmasinda ‘kaveol’ olarak
adlandirilan cepler, uzunlamasma siralanmistir. Kaveollar hiicrelerin yiizey/hacim
oranim artirirlar (7, 10, 11).

Diiz kaslar genellikle tek birimli ve ¢ok birimli diiz kaslar olmak iizere iki
fonksiyonel kategoriye ayrilir. Tek birimli diiz kaslarda, diiz kas hiicreleri elektriksel
olarak birbirleriyle baglantilidir. Bu baglanti hiicreler arasindaki diisiik direncli ‘gap
junction’ adi verilen yarik baglantilarla saglanir ve sinsityal fonksiyona sahiptir.
Boylece bir hiicrenin elektriksel uyarilmasini komsu diiz kas hiicrelerinin uyarilmasi
takip eder. Bu tip kaslar ince bagirsak, lreter, uterus gibi i¢i bosluklu organ

duvarlarinda bulunur (4, 12, 13).



Cok birimli diiz kaslar ise ayr1 ayr1 birimlerden olusmuslardir, yarik baglantilar
birkag¢ tane veya yoktur. Her bir lif digerinden bagimsiz olarak calisir ve temel olarak
sinir sinyalleri ile kontrol edilir. Goziin siliyer ve iris kas1 ile derideki piloerektor kaslar
¢ok birimli diiz kaslardandir (1, 4, 13).

Diiz kaslar sinir sinyalleri, hormonlar, pace-maker aktivite, ilaclar, kasin
gerilmesi gibi pek cok sinyal tipiyle uyarilabilirler (4, 7).

3.1.1. Diiz Kaslarda Kasilma

Diiz kaslarda hiicre dis1 Ca* konsantrasyonu 10° M, hiicre ici ise 107 M’dir (1).
Bu durum hem hiicre ici ile hiicre dis1 arasinda, hem de SR ile miyoplazma arasinda cok

+25

yiiksek bir Ca*™ gradiyenti olugturur. Bu fark, Ca™ nin hiicre zar ile SR zarindan gecisi
icin bir kuvvet olusturarak Ca™®nin protein yapili kanallar araciligiyla gecisine yol acar.
Bu kanallar, cogunlukla kapalidir ve voltaj, mekanik uyar1 ya da ligand baglanmas: ile
aktive olarak Ca* gecirgenligi saglarlar (14). Sarkolemma hiicre dig1 sividan Ca* giris
cikisimm diizenler. Diiz kas kasilmasinda hiicre dist Ca*™ onemlidir. Bu yiizden
miyoplazmik Ca* konsantrasyonu yalnizca SR ile degil, ayn1 zamanda sarkolemmal
aktiviteyle de diizenlenir (8, 15).

Hiicrenin uyarilmasi, SR’deki Ca® kanallarinin acilmasina yol acgar ve
miyoplazmik Ca® konsantrasyonu hizla artar. Bu saliverilme, ikinci haberci IPs’iin
SR’deki reseptorlerine baglanmasiyla gerceklesir. IP;, hiicre diginda bulunan
agonistlerin ilgili reseptore baglanmasi sonucu, G proteini aracihigiyla aktivasyon
gosteren fosfolipaz C (PLC) enzimi tarafindan olusturulur. PLC bir membran fosfolipidi
olan fosfatidilinozitol bifosfati, IP; ve diagil gliserole (DAG) hidrolize eder. Daha sonra

IP;, SR’ye diffiize olarak IPs-kapili Ca*? kanallarin acar, bu da kalsiyumun SR’den

miyoplazma icerisine hizla saliverilmesiyle sonuclanir (8, 16, 17, 18, 19).



SR’deki diger bir kanal olan RYR’lerin aktivasyonu oncelikle voltaj bagimli
Ca*? kanallarindan hiicre icine giren Ca* ile gerceklesir. Miyoplazmik kalsiyumun
lokalize yiikselmesiyle kisa siireli RYR ag¢ilmalarn meydana gelir. Bu spontan, lokalize
miyoplazmik Ca*™ konsantrasyon artislari, ‘Ca* kivilcimlart’ olarak adlandirilan kisa
parlak flaslar olustururlar (20, 21). Bu kivileimlarin  frekansindaki artma
sarkolemmadaki biiyiik iletkenlige sahip Ca** kapili K* kanalin1 aktive ederek diiz kasta
hiperpolarizasyona yol acar. Bu hiperpolarizasyon daha sonra hiicre i¢i Ca®™
konsantrasyonunu azaltir ve gevseme meydana gelir (7, 21, 22, 23).

Hiicrede miyoplazmadan Ca**‘min uzaklastirilmasi ti¢ yolla gerceklesir:

1. SR membranindaki Ca*>-ATPaz (SERCA) pompalart aracilifiyla SR’ye Ca*
aliminin artmasi.
2. Hiicre membranindaki Ca*> -ATPaz (PMCA) yardimiyla Ca* ‘nin hiicre digina
atilmasi (24).

3. Diger ikisine oranla daha az olmak iizere Na*-Ca* degistirici yardimiyla olmaktadir
(24).

SERCA pompalar1 SR liimeni ile miyoplazma arasinda yaklasik olarak 10.000
kathk bir Ca® gradiyenti olustururlar ve bunu siirdiiriirler (25). Pompalar ATP
hidrolizinden elde ettigi enerjiyle Ca+2’y1 miyoplazmadan SR igine alir. Ca™, SR icine
pompalandiktan sonra kalretikiilin ve kalsekestrin gibi proteinlerce tamponlanir. Bu
proteinlere biiyiikk miktarlarda Ca*® baglamr. Boylece SR’de tamponlanan Ca®
deposundaki Ca** konsantrasyonu yaklasik olarak 10-15 mM’a ulasir (26). Hiicreden
Ca* ¢ikisi SERCA tarafindan SR’de Ca** depolanmasiyla yarisir ve bdylece SR’de Ca**

birikimini azaltir (7, 27, 28).



Iskelet kasi ve kalp kasinda oldugu gibi Ca*?, kasilmanin baslangicinda en
onemli rolii oynar. Diiz kasin kasilmasi hiicre i¢i kalsiyumun artisiyla meydana gelir.
Iskelet kasindaki SR, kasilmada gerekli olan Ca**nin kaynag iken, diiz kaslarda Ca*
iyonlarinin hemen hepsi aksiyon potansiyeli veya diger uyarilar sonucunda ekstraseliiler
stvidan kas hiicresine girer (1, 29, 30). Bu gecis oncelikli olarak voltaj bagimli Ca*?
kanallarn aracilignyla gerceklesir. Bu kanallarin aktivitesi depolarizasyon derecesine
baghdir. Daha biiyiik bir depolarizasyon, hiicreye daha fazla Ca** girisine ve daha giiclii
bir kasilmaya yol acar (13).

Hiicre ici Ca* artis1, miyozindeki diizenleyici hafif zinciri (MHZ) fosforile
ederek daha sonra aktinle etkilesmesine ve boylece kuvvet olusumuna yol acan bir Ca*™-
kalmoduline bagimli protein kinazi aktive eder. Kalmoduline 4 Ca* molekiilii baglanir.
Bu Ca**-kalmodulin kompleksi MHZ'I fosforile eden miyozin hafif zincir kinazi
(MHZK) aktive eder. Miyozin capraz kopriilerin fosforilasyonuyla miyozin baslar
aktine baglanir ve capraz koprii, ince filamani kalin filamanin merkezine dogru ¢ekerek
disli cark etkisi olustur ve kuvvet meydana gelir. Bu sirada miyozin basindan adenozin
difosfat ve P; serbestleserek ATP’nin baglanmasina izin verir. ATP, miyozinin aktine
affinitesini azaltarak miyozinin aktinden ayrilmasii saglar. Yeni baglanan ATP’nin
enerjisi, bast yeniden siklusa hazir hale getirmek icin kullanilir. Boylece capraz koprii
bir diger kasilma siklusu i¢in hazirdir. Miyozin ¢apraz kopriisii fosforile kaldig siirece
capraz koprii siklusu devam eder. Capraz koprii siklusu miyoplazmik Ca*™
konsantrasyonu azalincaya kadar her siklus i¢in bir ATP’nin hidroliziyle devam eder

(15, 16, 21, 22, 31, 32, 33).



Ca* konsantrasyonundaki azalmayla birlikte MHZK inaktif duruma gecer ve
capraz kopriiler, miyozin fosfataz enzimi tarafindan defosforile edilir ve kasilma durur
(7).

3.2. Miyometriyum

Fetiisiin icinde yasam buldugu bir ortam olan uterus, tunika seroza
(perimetriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve tunika mukoza (endometriyum)
olarak adlandirilan ii¢ tabakadan meydana gelmistir. Perimetriyumu periton olusturur.
Miyometriyum, uterus duvarmin en kalin katmanimi meydana getirir. Buradaki diiz kas
hiicreleri i¢ tarafta sirkiiler yonlii, dis tarafta ise longitudinal seyirlidir. Endometriyum,
diiz bir ortii seklinde dis tarafindaki kas tabakasina yapisik durumdadir (7, 34, 35).

Miyometriyum spontan fazik kasilma iiretebilen bir diiz kastir. Miyometriyal
kasilmalar noral ya da hormonal bir uyar1 olmaksizin gerceklesebilen miyojenik
ozelliktedir (36). Gebelik boyunca miyometriyal aktivite, zayif koordine olmayan
kasilmalar (Braxton-Hicks kasilmalar1) ile karakterizedir. Gebeligin sonunda
miyometriyum dogum ve kasilmalar i¢in uyarilara hazirdir (37, 38). Bu uyaranlar lokal,
maternal, mekanik veya fetal kaynakli olabilir (39). Dogum sirasindaki koordineli
uterus kasilmalarinin gelismesi, uyarilmaya hazir durumdaki miyometriyumda yiiksek
frekans ve genlikteki kontraksiyonlarla ortaya ¢ikar (7, 39, 40).

3.2.1. Miyometriyumda Uyarilabilirlik ve Kasilma

Miyometriyumda Ca** konsantrasyonu kasilma ve uyarilmada énemli rol oynar.
Miyometriyal hiicrelerin sitozoliinde serbest Ca** diisiik (<107 M), hiicre dis1 sivida ve
SR’de yiiksek konsantrasyonda (10° M) bulunmaktadir. Istirahatteki serbest Ca*
diizeyi kasilma esnasinda ekstraseliiler Ca**mn hiicre icine girisiyle veya hiicre i¢indeki

depolardan saliverilmesiyle 150 nM’dan yaklasik olarak 500 nM’a kadar artar (41, 42).



Kalsiyumun miyometriyal hiicrelere girisinde Ca* kanallari 6nemli rol oynar.
Miyometriyal zarda iki tip Ca®* kanali tespit edilmistir. Bunlar membran voltaj aktiveli
(43, 44) ve hiicreye ligand indiiklemeli Ca®* girigine izin veren reseptor aktiveli Ca®*
kanallaridir (45, 46).

Insan miyometriyumunda diisiik voltajla aktivasyon gosteren gecici (T-tip) (47,
48) ve yiiksek voltajla aktive olan uzun siireli (L-tip) kanallar (49, 50, 51, 52) olmak
iizere voltajla aktive olan Ca*kanallarinim 2 tipi bulunmustur. T tip Ca**kanal mRNA
ekspresyonu insan miyometriyumunda gosterilmistir (53). Insan ve sicanlarda kasilma
icin gerekli olan Ca*?akiginin en biiyiik kaynagi L-tipi kanallardir (27, 48, 54, 55). T-tip
kanallar ise spontan Ca* gecisini saglarlar ve kasilmanin frekans ve genligini artirirlar
(56).

Kalsiyum iyonlart miyometriyal hiicre yiizey membranindan PMCA ve Na*/Ca*?
pompasi araciligiyla hiicre disma atilir. Na* ve Ca** gradiyentleri birlikte, Na*/Ca*
pompasi1 yoluyla Ca* akigim yonlendirerek membran voltajim ayarlarlar. Degistiriciler
hiicre i¢ine 3 Na* girisini ve hiicreden 1 Ca*? ¢ikisini saglarlar. Ca** pompalarimin Ca*>’a
olan egilimleri Na*/Ca** degistiricilerden cok daha yiiksektir ki bu da Ca** pompalarimin
Ca* cikisinda baskin mekanizma oldugunu gosterir (57, 58). Bununla birlikte gebe
sicanlarda degistiricilerle Ca*nin transferi Ca*™ konsantrasyonunu % 60 azaltirken,
Ca*® pompalariyla bu oran sadece % 30’dur (44).

3.2.1.1. Miyometriyumda Sarkoplazmik Retikulum

Kalsiyumun SR’den saliverilmesi SR membranindaki reseptore baglanan IP5’iin
artistyla baglar. Bu durum oksitosin gibi agonistlerin G protein aracili reseptorlere

baglanmasi ile gerceklesir. Saliverilen Ca* miktarim, IPs, intraseliiler Ca** ve SR’de

depolanan Ca*? konsantrasyonu etkiler (45, 46, 57, 59, 60).



Miyometriyumda kalsiyumun SR’den saliverilmesindeki 2. mekanizma, SR
membranindaki riyanodin reseptor kanallart aracilifiyla Ca*™ indiiklemeli Ca™
saliverilmesidir (46, 57, 59).

Ca* nin SR’den saliverilmesinde diger bir yol ise, SR’deki Ca** konsantrasyonu
ve intraseliiller Ca** konsantrasyonu arasindaki Ca*® gradiyenti nedeniyle meydana
gelen pasif akistir (61).

Miyometriyal SR’de Ca** depolanmasi, Ca** gradiyentine kars1 ¢alisan SR’deki
SERCA yoluyla olur. Bu mekanizma intraseliiler Ca™ konsantrasyonunu diisiiriir (46,
57).

SR’den Ca***nin spontan olarak saliverilmesi olarak bilinen Ca*? kivilcimlan
(62) Ca*-kapih K* kanallarini aktive edip hiperpolarizasyona yol acarak (63) Ca*-
bagimli CI kanallarinin aktivasyonuyla depolarizasyona sebep olur veya diger sinyal
yolaklarinin aktivasyonuyla membran uyarlabilirligini etkiler (32, 64). Bununla
birlikte, gebe olmayan sicanlarda Ca*? kivilcimlar gozlenmemistir (65). SR’den
Ca*nm cikisi, intraseliiler alana Ca* girigine yol agar. Bu mekanizma dogum sirasinda
uyarilabilmeyi artirir (46, 66).

SERCA pompalan ve riyanodin reseptorleri hiicre icinde santral ve periferik
olmak tiizere iki ayr1 alanda bulunur. Miyometriyal SR; yiizey membranina yakin olan
periferal ya da yiizeysel SR ve hiicre merkezine yakin olan santral veya derin SR olmak
tizere iki kisma ayrilir (61). Diiz kaslardaki bu alanlar arasinda fonksiyonel yonden de
farkliliklar gozlemlenmistir (67). Yiizeysel SR, depolarizasyon sirasinda hiicreye Ca*™
girisini saglarken, derin SR ise kasilma i¢in Ca**saglar. Bu fonksiyonel ayrim insan ve

sigcan miyometriyal diiz kaslarda mevcuttur (61, 66).



10

Kaveol yapilari, lipit yiginlar1 olarak da bilinen yilizey membranindaki
invajinasyonlardir ve periferal SR’ye yakin yerlesimlidir. Ca* -kapili K" kanallar1 ve
Na*-Ca* degistiricilerin her ikisi de kaveol i¢inde bulunurlar ve periferal SR, sitozolden
daha fazla farkli Ca*™® ve Na* konsantrasyonuna sahip sinyallesme bélgesidir (57, 61,
66).

3.2.2. Miyometriyum Kasilmasinin Elektrofizyolojik Ozellikleri

3.2.2.1. Onder odaklar (Pacemaker):

Miyometriyum sinirsel ya da hormonal uyar1 olmaksizin kasilabilen bir kastir.
Miyometriyumun spontan kasilmalar1 spontan bir sekilde depolarize olan ve aksiyon
potansiyelini atesleyen o©nderodak hiicrelerin depolarizasyonunu takiben baslar.
Onderodaklar anatomik olarak belirgin veya lokalizasyonlari sabit degildir ve dzellesen
hiicrelerdir (46, 57, 68). Sican miyometriyumunda miyozitlerin yaklasik % 25’1 yavas
dalga veya zirve olmaksizin ortaya c¢ikan aksiyon potansiyeli seklinde spontan
elektriksel aktivite gosterir (61). Bir bagka calismada 18-19 giinliik gebe farelerden elde
edilen miyometriyal hiicrelerde spontan aktivite gdzlenirken, 38-39 haftalik gebe insan
miyometriyumlarinda benzer kosullarda spontan kasilma olmadigi belirlenmistir.
Miyometriyum hiicrelerindeki yarik baglantilarin hiicrelerarasi iletisimde oynadiklar
onemli rol miyometriyal kasilmalarin uterin sessizlik donemindeki zayif ve senkronize
olmayan halinden dogumdaki giiclii senkronize kasilmalara gecisindeki etkileri yapilan
deneylerde gosterilmistir (69, 70, 71, 72).

3.2.2.2. Karakteristik Aksiyon Potansiyelleri

Cesitli tiirlerin miyometriyumlarinda basit dikensi potansiyeller ve kompleks
potansiyeller olmak iizere iki tane belirgin aksiyon potansiyeli formu kaydedilmistir.

Basit dikensi potansiyeller; hizli bir depolarizasyonu takiben hizli bir repolarizasyondan
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olusur. L tipi Ca** kanallari araciligiyla yayilan Ca* akim depolarize fazin en biiyiik
boliimiinii olusturur. Na* akiminin igeri girisiyle hizli bir inaktivasyon meydana gelir.
Dikensi potansiyeller ‘burst’ olarak adlandirilan gruplarda olusurlar ve burstlerdeki
artislarin sayisi ve frekansi kasilma hizi ve amplitiidiinii belirler (24, 57, 58, 73).

Kompleks aksiyon potansiyelleri, dikensi potansiyeli takiben siirekli bir
depolarizasyon platosundan olusur. Bu devamli depolarizasyon zayif K* ve giiclii Ca*™
iletkenliginden kaynaklanir. Bu platonun uzunlugu kasilma siiresini gosterir (58).

3.2.3. Miyometriyumda G Protein Sinyal Yollari

Miyometriyumda G proteinleri intraseliiler sinyallesmeyle iliskili olup
miyometriyal kasilma ve gevsemenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Hiicre icinde
Ca* artistyla PLC, G protein bagh plazma membran reseptorlerinin aktivasyonu sonucu
stimiile edilir. Bu mekanizma ayrica kalsiyum kanallar araciligiyla kalsiyum girisini de
uyarir. G proteinleri 7 transmembran bolgeye sahip olarak plazma zarindaki hiicre
yiizeyi reseptorleri ve efektorleri ile kenetlenerek hiicresel sinyal iletisinde 6nemli roller
tistlenirler. G proteinleri GTP’nin baglandig1 ve hidrolizlendigi bir a altbirim ile bir By
kompleksinden olugmaktadir (74). a-altbirimi guanin niikleotit baglama bolgesi ile
dogal GTPaz etkinliginden sorumlu bdlgeyi igerir ve ayrica, G proteinlerinin reseptor ve
efektor ile etkilesimlerinin Ozgiilliigiinii belirler. G proteinlerinin  6zgiinliigiinii
tanimlayan a altbirimleri aminoasit dizilerinin benzerligine gore Gas, Gai/o, Gag/11 ve
Gal2/13 olmak iizere dort aileye ayrilmistir ve etkilestikleri efektor molekiillerde
farkliliklar bulunmaktadir (75). Goi/o ailesinin iiyelerinden olan Gai, adenilat siklazin
baskilanmasi ile cAMP derisiminde azalmaya neden olan G proteinidir ve Gail, Gai2,
Gai3 olmak iizere ii¢ tipi bulunmaktadir. PLC’nin olusturdugu IP; ve DAG gibi ikinci

habercilerin diizenleyicisi ise Gag/11’dir (41, 76). PLC’nin G protein aracil
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diizenlenmesinde iki farkli mekanizma vardir ve bu mekanizmalar bogmaca toksini
inhibisyonuna duyarliliklarina gore ayirt edilir. PLC B izoformlarinin hepsi G
proteinlerinden bogmaca toksinine duyarsiz Gog/11 ailesinin iiyeleri ile uyarilabilir.
PLC B’nin bogmaca toksinine duyarli diizenlenmesinin Gai/o ailesinin bogmaca toksine
duyarh iiyelerinin Py-altbirimleri araciligr ile gergeklestigi bilinmektedir. G proteinleri
inaktif durumdayken oa-altbirimi, By kompleksi ve GDP birbirine baghdir. Bu durumda
G proteini hiicre dis1 reseptorle ya da hiicre i¢i efektor sistemleri ile etkilesim halinde
degildir. Bir sinyal molekiiliiniin G protein kenetli reseptore baglanmasiyla reseptor
uyarilir. Uyarilan reseptdr, o altbiriminin guanin niikleotit baglama bolgesinden
GDP’nin serbestlenmesine ve yerine GTP’nin baglanmasina yol acar. GTP’nin
baglanmasi, G proteininde yapisal degisiklige neden olur ve GTP bagh a altbirimi,
uyarilmis reseptorden ve By’den ayrilir. Sonra, hem a-altbirimi hem de By kompleksi
iyon kanallar1 ya da enzimler gibi efektorlerin aktivitesini diizenlerler (76, 77).

Insan miyometriyumunda cesitli G proteinleri bulunmustur. Gy adenil siklaz
aktivitesini uyarir, Gq1-3 izoformlar1 ve Gy adenil siklazi inhibe eder, Gog ve Gq11 PLC
aktivitesini etkiler ve tiim bu proteinler gebe ve gebe olmayan miyometriyumlarda
gosterilmistir (77, 78). Gai1, Go3, Gag, Gar1 proteinleri gebe ve gebe olmayan kadinlarda
benzer seviyelerde iken, gebelerde G, azalmis ve Gy artmistir. Gys ekspresyonunun
gebelerdeki biiyiik orandaki artis1 Ggs‘ye bagh adenil siklaz aktivitesinin artmasina yol
acar. Boylece gebelik boyunca intraseliiler cAMP seviyesi artar ve bu da uterin

sessizlige neden olur (45).
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R_H ) PI3Ky
PLC8

COOH \\ iyon kanallari

O ®. @

Efektorler
Adenilat siklaz Adenilat siklaz PLCS P115-RhoGEF
Axin Fosfodiesterazlar (Ca?") LARG
t(camP) Fosfolipazlar PKC PDZ-RhoGEF
PKA Licamp) Rho AKAP-Lbc
Rho

SEKIL 1: G proteinlerinin 6zgiinliigiinii tanimlayan a-altbirimleri amino asit
dizilerinin benzerligine gore Gas, Gai/o, Gag/11 ve Gal2/13 olmak iizere dort aileye
ayrilmistir ve etkilestikleri efektor molekiillerde farkliliklar bulunmaktadir (75).

3.2.3.1. Miyometriyumda Fosfolipaz C

PLC, uygun ligandin membrandaki bulunan agonistlerin reseptére baglanmasi
sonucu G proteini araciligiyla aktivasyon gosterir. Oksitosin, vazopressin, prostaglandin
F2 alfa (PGF,,) gibi birka¢ hormon PLC yolagimm kullanan spesifik reseptorlere
baglanirlar. Uyarilmis reseptoriin G proteinini stimiilasyonu sirasinda dissosasiye olan a
alt birim PLC’yi aktive etmektedir. Daha sonra bu enzim miyometriyum hiicre
membraninda bulunan fosfatidilinozitol bifosfatin iki ayr ikinci haberci olan DAG ve
IPy’e pargalanmasini saglar (45). IP; sitozolden gecerek SR zarinda bulunan IP;’e
duyarh Ca®* kanallarina baglanarak Ca® salgilanmasina neden olur. DAG ise protein
kinaz C (PKC) enzimini aktive eder. PKC bazi proteinleri fosforilleyerek hiicre

cogalmasinda rol alir (45, 79).
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3.2.3.2. Miyometriyumda Adenilat Siklaz

Adenilat siklaz enzimi ATP’den cAMP olusumunu indiiklemektedir. cAMP,
etkisini inaktif protein kinaz A enzimini aktive ederek gosterir. Protein kinaz A, bir
hiicresel protein olan MHZK’y1 fosforile eder ve bu enzimin kalsiyum kalmodulin
kompleksine olan affinitesini azaltir (45). Bdylece miyometriyal gevsemeye yol acar.
Ayni zamanda protein kinaz A, PLC’yi inhibe ederek kalsiyum girisini engeller ve
kalsiyum pompalarinin aktivasyonunu inhibe ederek de diiz kaslarda gevsemeye yol
acar (45).

3.2.4. Miyozin Hafif Zincir Fosforilasyonu, Kasilma ve Gevseme

Miyometriyal diiz kaslardaki kuvvet iiretimi intraseliiler Ca* konsantrasyonuyla
diizenlenir.  Ca*™ konsantrasyonundaki  artis Ca**-kalmodulin kompleksinin
sekillenmesine ve miyozin hafif zincirlerin fosforile olarak aktomiyozin capraz koprii
formasyonuna yol acar ve kasilma gerceklesir. Intraseliiler Ca* konsantrasyonu
azaldiginda, MHZK aktivasyonu durur ve miyozin hafif zincir fosfataz araciligiyla
MHZ defosforile olarak gevseme meydana gelir. MHZ’in defosforilasyonu miyozin
ATPaz’in aktivasyonunu inhibe eder, bdylece capraz koprii siklusu bazal seviyesine
doner (46, 57).

3.3. Apelin

Apelin, orfan reseptor APJ'nin ilk endojen ligandi olarak tamimlanan 36
aminoasitten olusmus peptit yapili bir hormondur (80). Orjinal olarak ilk defa sigir
midesinden izole edilmistir (81). Bu peptide APJ-reseptor ligandi olmasindan dolay1
‘apelin’ ad1 verilmistir (80, 82).

Insanlarda apelin ekspresyonu ilk olarak kaudat nukleus, hipokampiis, talamus,

paraventrikiiler niikleus, preoptik alan, periventrikiiler hipotalamus, ventromedial ve
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dorsomedial niikleuslar ve frontal kortekste belirlenmistir (83). Daha sonraki
calismalarda, apelin mRNA, o6zellikle spinal kord, korpus kallozum, amigdala,
substansiya nigra, hipofiz bezinin yanisira bobrekler, kalp, akcigerler, plasenta ve meme
bezleri gibi insan merkezi sinir sistemi ve bir¢ok perifer dokularda gosterilmistir (84,
85, 86).

3.3.1. Apelinin Biyokimyasi ve Metabolizmasi

Insanlarda apelin geni kromozom Xq 25-26,1’de yerlesmistir (83). Apelin, 77
aminoasitten olusan bir ©nciill maddeden derive olmaktadir (87) ve apelin—
12,13,16,17,19 ve 36 gibi birkac¢ aktif peptit formlarina ayrilir (80, 82, 87). 23 tane
aminoasit bu 6nciil maddenin C u¢ kisminda lokalize olmustur ve C ug¢ kismu tiirler
arasinda biiyiik benzerlik gostermektedir (80).

[k bulunan apelin peptiti apelin-36 olsa da, daha sonraki calismalarda apelinin
daha kisa diger formlar1 da insan dokularinda ve sigir kolostrumunda tespit edilmistir
(80, 82, 88).

Apelin reseptoriiniin aktivasyonuna yol acan apelin peptitleri en az 12 C ug
kalintisina sahiptirler (86, 89, 90). Son 12 C u¢ aminoasit formu en kisa aktif siradir,
apelin-11 ve daha kisa peptitler inaktiftirler (90). Apelin 13, apelin reseptorii aktive
etme yetenegine sahip en kisa aminoasit dizisine sahiptir. Apelin 12 ise ¢cok daha fazla
aktiftir. Bu nedenle preproapelinin 65-77 son kismi (C-ug) apelinin biyolojik aktivitesi
ve reseptore baglanmasi i¢in biiyitkk 6nem tasimaktadir (82, 91). Apelinin N ug¢ kismi ise
ligand reseptor etkilesiminde anahtar rol oynar (86). N u¢ kisminin aminoasit sirasi
LVQPRGPRSGPGPWQGG seklindedir ve bu dizilis bilinen protein ve peptitlerin

hicbiriyle benzer degildir. Bu kisim ayrica hidrofobik aminoasit yoniiyle zengindir (80).
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H2N-

APELIN-36 LVQPRGSRNGPGPWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF-
COOH

APELIN-17

H2N-KFRRQRPRLSHKGPMPF-COOH

PYR-APELIN-13

HN-Pyr-RPRLSHKGPMPF-COOH

APELIN-13

H2N-QRPRLSHKGPMPF-COOH

APELIN-12

H2N-RPRLSHKGPMPF-COOH

TABLO:1 Insan apelinin biyoaktif formlarinin aminoasit dizisi ve apelin-12 C terminal

bolgesi (her bir peptit dizisinde koyu renkli olarak yazilmistir). Pyr: piroglutamilat.

Apelin peptitlerinin biyolojik aktiviteleri peptit uzunluklariyla ters orantilidir.

Apelin-17 apelin-36’dan daha giiclii, apelin 13’den daha zayif bir etkiye sahiptir (80).

Apelin-13 apelin-17’den 8 kat, apelin-36’dan 60 kat daha etkindir (80).

Apelin 13’iin piroglutamilat formu yap1 olarak apelin-13’den daha stabildir ve
cogunlukla apelinin kisa formu olarak piroglutamilat kullanilmaktadir (88). Bazi

calismalarda, apelin-13’iin reseptdre baglanma egiliminin apelin-36’dan daha fazla

oldugu gosterilmistir (92) ve apelin-36 reseptorden daha zor ayrilir (82).
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1
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H,N-[apelin-13 (65-77)]
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SEKIL 2: Apelin peptitlerinin sentez ve metabolizmasi. Biyolojik olarak aktif
peptitler gri renkte gosterilmistir. QC-glutaminil siklaz, ACE2-anjiyotensin doniistiiriicii
enzim-2, P-glu-piroglutamilat, Phe-fenilalanin (93).

Apelin metabolizmasinin bilinen tek yolu anjiyotensin doniistiiriicli enzimdir
(94). Ancak son yillarda apelin—13 ve apelin—36’nin C u¢ kismindan fenilalalini ayiran
bu enzimden bagka cinko igerikli karboksipeptidaz enzimi de bulunmustur (91).
Plazmadaki baslica apelin peptitleri apelin—13 ve daha az olarak apelin-17’dir (93).
Sicanlarda plazma apelin seviyesi 23 pmol/L iken (26), insanlarda ise 89.8 pg/ml
kadardir (95). Apelinin plazmadaki konsantrasyonu diger dokulara gore oldukca azdir.
Bu da apelinin dolagimda bir endokrin faktor olmasinin yaninda, nérotransmiter olarak
parakrin bir ekiye sahip olabilecegini gostermektedir (87).

3.3.2. Apelin Reseptorii

1992 yilinda O’Dowd ve arkadaglar1 anjiyotensin tip 1 reseptor geniyle oldukga
biiyiik dizilis benzerligi gosteren bir gen kesfetmislerdir (81). Bu yeni gen, APJ olarak
isimlendirilerek G protein bagh reseptdr olarak kodlanmistir (81). APJ, Tatemoto ve

arkadaslar1 1998 yilinda apelini tanimlayana kadar orfan olarak kalmistir (80). APJ
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(apelin reseptorii, AR, anjiyotensin 1 benzeri reseptodr) orjinal olarak insan genomik
DNA’sindan polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla izole edilmistir (81). 380 aminoasitten
olusan bu reseptoriin geni 11. kromozomun ql2.1 kisminda yerlesmistir (81). Bu
reseptor icin Insan Genom Orgiitii APLNR semboliinii onaylamistir. Bu reseptor,
AGTRLI, APJ, APJR ve FLJ90771 gibi birkac isme de sahiptir (96). APJ fare, sican,
maymun, inek, zebra ve kurbaga gibi diger birkag tiirde de tanimlanmistir (96).

APJ ekspresyonu, sigcanlarda hemen hemen tiim perifer dokularda gosterilmistir
ancak kalp ve akcigerlerde en yiiksek oranda bulunmustur (82). Daha diisiik seviyede
sican bobrek, hipofiz bezi ve iskelet kasinda (97) ve ayrica endokardiyal ve endotelyal
hiicrelerde eksprese edilmektedir (86, 98, 99, 100). Sican beyninde Ozellikle
hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler niikleuslarda, hipofiz 6n lobunda, epifiz
bezi, olfaktor sistem niikleuslarinda ve hipofiz ara lobda da ekspresyonu gosterilmistir
(101). Insanlarda ise APJ mRNA; karaciger, mide, pankreas, vaskiiler endotelyal ve diiz
kas hiicreleri, plasenta, adipoz doku, akcigerler, kalp, timus, prostat, testis, ovaryum,
dalak, barsaklar ve beyin olmak tizere bircok merkezi ve perifer dokularda bulunmustur
(73, 83, 86, 97, 98, 99). Ayrica biiyiik capli kan damarlarinda otoradyografiyle apelin
bagli boliimlerin varligir belirlenmistir (102). Beyinde APJ ekspresyonu, beyaz
maddenin glial hiicrelerinde (103), serebral korteks, epifiz bezi, hipofiz bezi,
hipokampiis, piriform korteks, dentat girus, lateral olfaktor traktus niikleuslari, dorsal
rafe niikleuslarinda ve hipotalamusta (86, 99, 103) gosterilmekle birlikte beyindeki en
yogun ekspresyon bolgeleri hipotalamustaki paraventrikiiler ve supraoptik niikleuslar

olarak tespit edilmistir (83, 97).
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Fare apelin reseptorii 377 aminoasitten olusmustur ve insan apelin reseptoriiyle
% 91 dizilis benzerligi vardir. Sican apelin reseptorii ise 377 aminoasitten olusmustur ve
insan reseptoriiyle % 89 dizilis benzerligi vardir (96).

APJ ile Angiotensin I (AT2) reseptor arasinda Onemli yapisal benzerlik
(aminoasit dizilisi yoniiyle % 30—40 benzerlik gosterir) olmasina ragmen AT2, APJ ile
etkilesime girmemektedir. Her iki reseptdr arasinda tiim aminoasit dizisinde 115
aminoasit (% 30) (104) ve transmembran bolgede 86 aminoasit (% 54) aymdir (81),
aynm1 zamanda doku ekspresyonunda yiiksek oranda benzerlik vardir (86). Bu
benzerliklere ragmen AT?2, apelin reseptoriine baglanmadigi gibi, apelin de ATI
reseptore baglanmamaktadir (83, 105).

3.3.3. Apelinin Fizyolojik Etkileri

Yeni bir hormon olmasina ragmen apelinin organ ve sistemler iizerindeki
etkilerini konu alan bir¢cok calisma gerceklestirilmistir. Peptidin etki alanlar1 genel
olarak, metabolizma, kardiyovaskiiler sistem, hipotalamo-hipofizyal sistem ve iireme
sistemidir.

3.3.3.1. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Kemirgenlerin gastrointestinal traktuslarinda apelin ve APJ bulunmustur (106,
107, 108). Apelin ekspresyonu, en yiiksek diizeyde mide fundusunda ve daha az olarak
barsaklarda gosterilmistir. Duodenum ve kolona kiyasla ileumda daha yiiksek miktarda
eksprese edilir (107).

Apelin in vitro ortamda, mide hiicre proliferasyonunu artirir. Apelin—13
kemirgen intestinal dokudan kolesistokinin sekresyonunu stimiile eder (107). Apelin—13
ve APJ, gastrik entero-kromafin benzeri hiicrelerde de eksprese edilir ve gastrik asit

sekresyonunu inhibe eder (109).
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3.3.3.2. immiin Sistem Uzerine Etkileri

APJ insan (HIV) ve maymun immiin yetmezlik viriislerinin hedef hiicre icine
girisinde bir koreseptor olarak islev gormektedir (110, 111). Benzer sekilde APJ’ nin,
HIV tarafindan membrana tutunma ve hiicreye giris i¢in kullanildigi gosterilmistir (99,
110, 112). Apelin peptitleri HIV’in APJ eksprese eden beyindeki NP-2/CD4 hiicrelerine
girisini inhibe etmektedir (113, 114, 115). Apelin peptitlerinin bu inhibitor etkisi
molekiiler biiyiikliikleriyle ilgilidir (113, 116). Apelin—36 en yiiksek inhibitor etkiyi
gosterirken onu sirasiyla apelin-17, apelin-13 ve apelin-12 izlemektedir. Apelin
reseptoriine baglanmayan apelin-11’in ise herhangi bir etkisi yoktur (58). Son olarak
HIV ile enfekte olmus dokulardaki apelin ekspresyonu normal dokulara gore daha az
bulunmustur (113).

Apelin immiin sinyallesmede etkilidir ve insanlarda hiicre serilerinde T
hiicrelerinin kolinerjik aktivitesini etkiler. In vitro, apelin-36 fare dalak hiicrelerinde
CD3 aktivasyonuyla kismen sitokin iiretimini baskilayarak (88, 117) fare ovaryum
hiicreleri iizerinde kemotaksik aktivite gosterir (82).

3.3.3.3. Besin Alim Uzerine Etkileri

Apelin-13’iin piroglutamilat formunun intraserebrovaskiiler (ICV) uygulanmasi,
sadece a¢ hayvanlarda ve doz bagimli olarak besin alimini anlamh diizeyde artirir (118).
Bir baska ¢alismada ise hormonun ICV uygulanmasi hem a¢ hem de tok hayvanlarda
besin alimin1 azaltmistir (119). O’Shea ve arkadaslar1 apelin-13’iin ICV uygulandiginda
giindiiz besin alimin1 stimiile ettigini gece ise baskiladigini gostermislerdir (120).

Apelin 13 hem intravenéz (IV) hem de intraperitoneal uygulandiginda besin

alimini etkilemememistir (119, 121).
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3.3.3.4. Apelinin Insiilin ve Obeziteyle iliskisi

Apelin mRNA ve proteini insan ve fare yagdoku hiicrelerinde bulunmustur (122).
Biiyiik miktarda beyaz adipoz dokudan, daha az miktarda kahverengi adipoz dokudan
eksprese edilmektedir (122).

Insiilin yag dokuda apelin sentezini stimiile eder (122, 123, 124) ve plazma
apelin seviyesi hiperinsiilinemi ve insiilin direnciyle iligkili olarak obezitede 6nemli
diizeyde artisg gosterir (93). Plazma apelin konsantrasyonu obez farelerde zayif farelere
gore 2—4 kat daha yiiksektir (122, 123). Bununla birlikte, obez hayvan modellerinde
apelin ekspresyonundaki artisin en biiyiikk belirleyicisi yag dokudan ¢ok insiilin
seviyesidir (122). Hiperinsiilinemik obez farelerde hem adipozitlerdeki apelin sentezi
hem de plazmada apelin seviyesi oldukca yiikselmistir (122).

Apelinin insiilin sekresyonu iizerinde belirgin inhibe edici etkisi belirlenmistir
(100). in vivo ve in vitro apelin—36, glikozla indiiklenmis insiilin sekresyonunu stimiile
etmektedir (100).

Yag dokudaki apelin ekspresyonu aglikta gii¢lii bir sekilde inhibe olur ve
yemekten sonra plazma insiilin ve apelin seviyesinin artmasina paralel yag doku apelin
mRNA diizeyleri hizla normale doner (122).

Yag dokudan apelin ekspresyonu yag hiicrelerinin hipertrofi derecesini yansitir
(84). Apelin yag dokunun damarlanmasina yol agar (125).

Apelin, yag dokuda normal ve insiilin direncli kemirgenlerde glikoz kullanimini
artirarak plazma glikoz seviyesini diisiiriir (126). Obez ve insiilin direngli farelerde
apelin insiilin duyarl dokularda glikoz alimim artirir (126).

Plazma apelin seviyesi, tip 2 diyabetli hastalarda saglikli kontrol grubuna gore

daha dusiiktiir (127, 128). Ancak daha 6nce tedavi goren tip 2 diyabetli hastalarda bu
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bulgulara zit sonuglar elde edilmistir (129). Apelinin bu hastalarda bazal ve glikoz
uygulandiktan 2 saat sonraki plazma seviyesi yiikselmistir ve glikoz toleransi da
azalmistir (129). Ayrica deneysel olarak diyabet olusturulmus farelerde apelin
ekspresyonu azalmistir (122). Insiilinin tersine, glikozun apelin sentezi iizerinde
herhangi bir etkisi yoktur (122, 124).

Apelinin, insan ve kemirgen pankreas dokularinda baskin olarak alfa ve beta
hiicrelerde ekspresyonu gosterilmekle beraber apelin pankreasta ve yag dokuda
glikokortikoidlerce negatif yonde regiile edilir (124). Plazma apelini insanlarda viicut
kitle indeksiyle pozitif korelasyona sahiptir (130).

3.3.3.5. Apelinin Sivi-Elektrolit Dengesi ve Hipotalamo-Hipofizeyal Eksenle
Tliskisi

Apelin ve APJ, hipotalamusta vazopressin ve oksitosinin sentezlendigi
supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerde bol miktarda eksprese edilir (97, 101, 131,
132, 133). Normal hidrate sicanlarda apelinin santral ve periferal uygulanmasi su
alimini1 artirmaktadir (83, 91, 118).

[zole sican hipotalamik doku orneklerinde, apelin antidiiiretik hormon
salinimini stimiile eder (118). Buna zit olarak bir baska ¢alismada, apelinin farelerde
ICV uygulandiginda vazopressinerjik noronlarin aktivitesini ve vazopressin salinimini
inhibe ettigi gosterilmistir (132) ditirezisi artirir (97, 134, 135) su alimina yol acgarak
dehidratasyonu azaltr (118, 132). Dehidratasyon, apelin (135) ve APJ (136)
ekspresyonunu artirir ve ADH ekspresyonunu azaltir (135).

Apelinin ICV uygulanmasi plazma adrenokortikotropik hormon ve kortizolii
artirir, prolaktin, follikiil stimiile edici hormon (FSH), luteinizan hormon (LH) ve tiroid

stimiile edici hormonu baskilar, biiylime hormonu iizerinde ise herhangi bir etkisi
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yoktur. In vitro, apelin—13 hipotalamik doku &rneklerinden kortikotropik hormon ve
arjinin vazopressin salimmini stimiile eder, fakat noropeptit Y iizerinde herhangi bir
etkisi yoktur (118). Apelin-17’nin in vitro olarak perfiizyon sistemiyle 6n hipofize
uygulanmasi bazal adrenokortikotropik hormon sekresyonunu anlamlh diizeyde artirir
(137).

3.3.3.6. Kardiyovaskiiler Etkileri

Apelin kardiyovaskiiler sistemde gii¢lii vazodilatatér ve pozitif inotropik etkiye
sahiptir. Apelinin giiclii doz bagimli inotropik etkisi, siganlarda (138, 139, 140) ve
farelerde in vivo olarak gosterilmistir (141, 142). In vitro ¢alismalarda da apelinin gii¢lii
pozitif inotropik etkisi direk olarak sigan (142, 143, 144) ve insan (145) kalp
dokusunda belirlenmistir.

Apelinin inotropik etkisi PKC ve PLC aktivitesinin sonucudur. izole sigan
kalbinde PLC’nin blokaji apelinin pozitif inotropik etkisini % 68 oraninda azaltir.
Benzer sonu¢ PKC’nin blokajiyla da elde edilmistir (142). PLC DAG yoluyla PKC’yi
aktive eder.

Apelin sican kardiyak miyozitlerde kalsiyum gecisinin amplitiidiinii PKC’den
bagimsiz olarak artirirken, SERCA ve Na*/Ca** pompasinin aktivitesini PKC bagimh
olarak artinr, ancak SERCA iizerindeki etkisi daha azdir. Boylece SERCA ile iceri
alman kalsiyuam miktart pompa ile disart atilan kalsiyum miktarindan daha az
oldugundan SR’deki Ca*? icerigi azalir. Ayrica apelin riyanodin reseptdr aktivasyonunu
da artirarak daha fazla kalsiyum saliverilmesini saglar ve bu etki ise PKC’den
bagimsizdir (146). Na*/Ca** ve Na*/H* pompalari, PKC, PLC apelinin pozitif inotropik

etkisinde onemli rol oynarlar (142).
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Apelinin pozitif inotropik etkisinin hizli bir artisla gegici oldugunu gosteren
calismalarin (144) yanisira yavas bir sekilde artarak siirekli bir inotropik cevaba yol
actigini gosteren calismalar da mevcuttur (139, 142, 147).

Kemirgenlerde eksojen apelin uygulamasi nitrik oksit (NO) bagimli
mekanizmayla hizli bir sekilde kan basincinda ve ortalama kapiller basingta diisiise yol
acar, giiclii vazodilator ve venodilator etki gosterir (83, 91, 132, 148, 149, 150, 151, 152,
153).

Apelinin periferal uygulanmasina zit olarak ICV uygulanmas1 uyanik si¢anlarda
ortalama arteryel basingta doz bagimli artisa yol agar (152). Apelinin kan basincinin
diizenlenmesindeki santral etkisi, periferal etkisinden daha biiyiiktiir (152, 154).

Apelin in vitro, insan safen vende (102, 105) ve mamarian arterde (145) vaskiiler
diiz kas iizerine direk etkiyle vazokonstriksiyona sebep olur.

Apelin ve APJ’nin insanlarda kalp yetmezliginin patofizyolojisinde rolii vardir
(95, 104) ve NO bagimli mekanizma yoluyla kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu
etki gosterebilir (140, 150, 155, 156, 157).

Apelin-APJ ekseni, kalbin kasilma giiciinii artirarak baslangicta kompansatuar
olarak islev gorerek erken donemde sentezi artar (104, 138, 139, 158), fakat daha sonra
kalp yetmezliginin son doneminde sentezi azalmaya baglar (104, 159, 160, 161).

3.3.3.7. Apelin ve Solunum Sistemi

Apelin solunum fizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir. Sican akcigerlerinde
yiiksek miktarlarda apelin ve APJ] mRNA ekspresyonu gosterilmistir (82, 87). Apelin-
13’tin traktus solitaryusa mikroenjeksiyonu apneyle sonuglanmistir (154). Plazma
apelini kronik parankimal akciger hastalifinda azalmistir (162). Kronik hipoksik

pulmoner hipertansiyonu olan sican modelinde, akciger dokusundaki apelin
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konsantrasyonu azalmistir ancak pulmoner doku kitlesinin artmasi sonucu toplam
pulmoner apelin igerigi ayn1 kalmistir (163).

Pulmoner apelin icerigi hipoksiyle degismez ve plazma apelin seviyesiyle
aralarinda bir korelasyon yoktur. Apelin normoksik sican arterinde vazokonstriiktor
tonusu diizenler ve bu etkisi hipokside goriilmemistir (163).

3.3.3.8. Apelinin Diiz Kaslar Uzerine Etkisi

Apelin ve APJ, diiz kas hiicrelerinde eksprese edilir (85, 89, 102). Apelin in vitro
ve in vivo, diiz kas hiicrelerinde doz bagimli olarak MHZ’in fosforilasyonuna yol acar
(164). Apelin, sican miyozitlerinde Ca* gecisinin amplitiidiinii artirir ve elektriksel
stimiilasyon boyunca SR’deki Ca* icerigini azaltir. Apelinin bu etkisi iizerinde
PKC’nin 6nemli bir katkis1 vardir. SR’deki kalsiyum igeriginin azalmas1 PKC bagiml
mekanizmayla olurken, Ca* gecisinin artmasi ise PKC’den bagimsizdir (147).

Sican torasik aortadan izole edilen vaskiiler diiz kaslarda apelin, PI3K (fosfatidil
inositol 3 kinaz)/Akt-ERK1/2 sinyal yolaklarin1 aktive ederek hiicre proliferasyonunu
doz ve zaman bagiml olarak stimiile eder. Apelin APJ’ye baglandiginda PI3K’nin
fosforilasyonuna yol acar o da Akt (hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve apoptoza kars1
koruma i¢in gerekli bir enzim) ve onun sinyal molekiilii olan ERK1/2’ yi (ekstraseliiler
sinyal diizenleyici protein kinaz) aktive eder, siklin D1 sentezlenir ve bu dongii hiicre
proliferasyonuna yol acar (165, 166). Bir baska caligmada apelin fare osteoblastik
hiicrelerde JNK (hiicre proliferasyonunda ve apopitozda 6nemli rolil olan bir enzim) ve
PI3-K/Akt yolagin1 kullanarak proliferasyonu stimiile ettigi ve apopitozu baskiladigi
gosterilmistir (131).

Apelin, insan umbilikal arter diiz kas hiicrelerinde yapilan ¢aligmada serum

yoksunluguna bagli olarak meydana gelen apoptozu baskilar ve bu anti apopitotik
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etkisini PI3-K/Akt sinyal yolaklar1 araciliglyla APJ reseptorlerini  kullanarak
gerceklestirir. Apelin bu yolaklar1 aktive ederek hiicresel gelisimin devamini saglar
(167). Apelinin, aym yolagi kullanarak insan osteoblast hiicrelerinde de apoptozu
baskiladig1 gosterilmistir (167).

3.3.3.9. Apelinin Diger Etkileri

Insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde embriyonik formasyon sirasinda apelin
reseptorlerinin ekspresyonu gozlemlenmistir (98). Apelin, ERK ve Akt fosforilasyonuna
yol agar ve in vitro bu endotel hiicrelerin proliferasyonunu saglar. Apelin gézde vitroze
enjekte edildiginde retinal vaskiiler agdaki endotel hiicreleri artirir (168).

Apelin osteoblastlarda eksprese edilerek bu hiicrelerde proliferasyonu stimiile
eder (167, 169). Noronlarda apopitozu inhibe eder (170).

3.3.3.10. Ureme Sistemi ve Apelin

Sigir over follikiillerinde graniiloza hiicrelerinin farkli gelisim safhalarinda
apelin mRNA ekspresyonu bulunmamakla birlikte APJ ekspresyonu, Ostrojen-inaktif
dominant follikiillerin graniiloza hiicrelerinde diger follikiillere kiyasla anlamli diizeyde
artmistir. Apelin mRNA Ostrojen-inaktif dominant follikiillerin teka hiicrelerinde
digerlerine kiyasla anlamli diizeyde artis gosterir. APJ mRNA ekspresyonu ise
preovulator follikiillerin teka hiicrelerinde kiiciik follikiillere gore artmistir (171, 172).

FSH, in vitro kiiltiir graniiloza hiicrelerinde APJ ekspresyonunu inhibe eder. LH,
teka hiicrelerinde apelin ve AP] mRNA ekspresyonunu stimiile eder. Progesteron,
graniiloza hiicrelerinde APJ ekspresyonunu stimiile eder (172).

Apelin ve APJnin intraluteal arterlerin diiz kaslarinda lokalizasyonu
gosterilmistir. Apelin mRNA erken (1-7 giin) ve orta (8-12 giin) luteal sathalarda

yiiksek seviyededir en yiiksek seviyesine ge¢ donemde ulasir (173), bu seviye istatiksel



27

olarak hamilelik donemindekinden daha fazladir (171). APJ mRNA ise, erken luteal
fazda artar, en yiiksek seviyesine orta luteal fazda ulasir (171). Luteal fazin sonunda
APIJ ve apelin diismeye baslar ve KL'nin gerilemesiyle asin bir diisiis gosterirler (171).

Apelin, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve fibroblast biiyiime faktorii gibi
anjiyojenik faktorlerle birlikte KL’de anjiyojenik etki gosterir (174). Bu etkiyle
kapillerin proliferasyonunu saglar, preovulator follikiiliin se¢iminde rol alir, besin ve
onciil maddelerin artmasina yol agar ve boylece dominant follikiiliin biiyiimesini saglar
(171).

Sigir KL’sinde PGF,, luteolize yol acar ve apelin ve APJ ekspresyonunu artirir.
Ayrica bu etki sadece orta KL’de 0,5-2 saat icinde goriiliir. PGF,, nin apelin ve APJ
ekspresyonunu 0,5-2 saat siiresince artirmasi, luteal kan akimindaki artis zamaniyla
tamamen uyumludur. PGF,, enjeksiyonundan 4 saat sonra vazokonstriksiyona bagli
olarak luteal kan akiginda bariz bir diisiis meydana gelir, apelin ve APJ ekspresyonu da
ayn1 sekilde azalir (175).

Apelin-APJ sistemi sigir KL sinin diiz kas hiicrelerinde lokalizedir ve eNOS-
NO sistemi yoluyla etkisini gosterir. Apelin diiz kas hiicrelerinde Ca*? miktarim artirir,
eNOS kalmoduline Ca** bagimli olarak baglanir kisa siire i¢ginde NO sekrete edilir (175).
NO iiretimiyle vazodilatasyon meydana gelir, sonrasinda kan basinci diiser boylece
apelin eNOS-NO sinyal yolaklarinin modiilasyonuyla luteal kan akisi {izerinde
diizenleyici rol oynar (173).

Apelin insan plasentasinda 1. ve 3. trimesterde bulunmustur (176). Normal
plasentada  apelin  ekspresyonu  plasental  villuslarda, sitotrofoblast  ve
sityotrofoblastlarda gebeligin 1. trimesterinden 3. Trimesterine kadarki donemde azalis

gosterir, buna karsin APJ ekspresyon diizeyi plasentanin endotel hiicrelerinin ve
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sitotrofoblastlarin sitoplazmalarinda artar. Buna zit olarak, preeklampsili gebelerde
(106), plasental villuslardaki endotelyal hiicrelerde kismi artigla beraber, tiim plasental
boliimlerde hem apelin hem de APJ ekspresyonu ¢ok giiclii bir sekilde artmistir (176).

Apelin—36 ve apelin mRNA hipertansif gebelerde normal gebelere kiyasla daha
diisiik bulunmustur (177). Gestasyonel diyabetes mellitusu ve normal glikoz toleransi
olan gebelerde subkutan6z adipoz doku, visseral adipoz doku ve plasental dokularda
apelin ve APJ ekspresyonunda anlamli bir fark yoktur (64).

Maternal apelin konsantrasyonu normal si¢anlarda gebeligin son haftasinda
yaklasik olarak % 50 oraninda diisiis gosterir. Bunun sebebi fetoplasental dokunun
eliminasyonunun artisidir (178).

Insanlarda maternal apelin konsantrasyonu, fetal, 1 giinlik ve 4 giinliik
neonatallerdeki diizeyiyle kiyaslandiginda anlamh diizeyde daha diisiik bulunmustur.
Fetal 1 giinliik apelin konsantrasyonu ise 4 giinliik konsantrasyonuna gore diisiiktiir.
Umbilikal plazma 6rneginde apelin konsantrasyonunun belirgin derecede yiiksek olmasi
apelinin intrauterin gelisimdeki roliinii diisiindiirmektedir. Dogum sonrasi 1. giin
dolasimdaki apelinin hizli bir sekilde diismesi plasentanin ayrilmasiin sonucudur. 4.
giindeki artis1 ise 6lil uterusta giderek artan anjiyogenezden kaynaklanmaktadir. Ayrica
apelin konsantrasyonu ile dogum agirligi, cinsiyet ve dogum sayisi arasinda herhangi
bir iligski bulunamamustir (179).

Apelin mRNA cesitli dokularda tespit edilmekle beraber en yiiksek diizeydeki
ekspresyonu gebe sicanlarin meme bezlerinde bulunmustur (88). Emziren siganlarin
meme bezlerinde de apelin yiiksek oranda eksprese edilir (88). Hamilelik boyunca
meme bezlerinin gelisimine paralel olarak apelin mRNA diizeyi giderek artar,

hamileligin sonlarinda ve dogumda en yiiksek seviyesine ulasir (88). Dogumdan sonra
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da meme bezlerinde apelin diizeyi hala yiiksektir ve 21 giin i¢inde seviyesi giderek
diiserek bazal diizeye iner (88). Apelin sigir, sican ve insan siitiinde bulunmustur (88).
Sigir kolostrumunda apelinin biiyiikk miktarlarda (14-93 pmol/ml) sekresyonu
gosterilmistir (88). Ayrica laktasyondaki sican siitiindeki apelin peptit icerigi ~ 300-600
ng/ml gibi olduk¢a biiyiik miktarda bulunmustur (107). Bu bulgulara ragmen apelinin
gebelik ve dogum siireclerindeki rolii belirsizdir. Uterus kontrksiyonlar1 iizerinde

apelinin nasil bir etkiye sahip oldugu bilinmemektedir.

Amag: Bu tez c¢alismasinda apelinin in vitro sican uterus seritlerindeki

kontraksiyonlar iizerindeki olas1 etkisinin aragtirtlmasi amag¢lanmaigtir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmeleri
Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edilen,
200-250 g agirliginda 12 adet Wistar cinsi intak disi si¢can kullanildi.
Sicanlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda, 21°C oda sicakliginda,
plastik kafeslerde tutuldu. Cam siselerdeki ¢cesme suyuyla ve Elazig Yem Fabrikasi’nda

hazirlanan pelet halindeki 6zel sican yemleriyle beslendi (Tablo 2).

Bugday 150
Misir 100
Arpa 270
Kepek 80
Soya 294
Balik Unu 80
Tuz 6
*Kavimix VM 23-Z 2
Methionin 2
**DCP 16

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg B;, 2.4 mg B,
1.2 mg B¢, 0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nikotin amid, 3.2 mg Cal. D. Panth.,
0.32 mg Folik asid, 0.02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc
Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06
mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**9% 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flor’dan olusur.

TABLO:2 Kullanilan sigan yeminin igerigi (g/kg).
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4.2. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Sicanlardaki cinsel dongii 4-5 giin siirmekte ve 4 ayr1 periyotta sinmiflanmaktadir:
proostrus, Ostrus, metOstrus ve didstrus. Proostrus 12-14 saat, Ostrus 25-27 saat,
metostrus 68 saat ve diostrus 55-57 saat siirmektedir.

Deneylerin hazirlik asamasinda siganlarin Ostrus sikluslan giinliik olarak sabah
08.00-09.00 saatleri arasinda vajinal simirle takip edildi. Sicanlardan alinan simir
ornekleri mikroskop altinda incelenerek ditstrus donemindeki hayvanlar tespit edildi ve
sadece diostrus grubundaki hayvanlar ¢alisma i¢in kullanildi.

4.3. Krebs Solusyonu

Krebs ¢ozeltisi in vivo ortamdaki fizyolojik sartlart in vitro ortamda da belli
olgiilerde saglayan bir cozeltidir. Igerigi itibariyle uterus diiz kas hiicrelerinin
kasilabilirlik 6zelliklerini optimal diizeyde in vitro olarak siirdiirebilmelerine imkan

saglamaktadir.

Krebs icerigi mM/L olarak asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmis olup pH’1

7.4’e ayarlanmastir:

NaCl 2118
KCl 14,7
MgSO4 01,2
Glikoz 2 11,5
CaCl2 12,4

KH PO 01,18
2 4
NaHCO3 : 15,8

EDTA : 0,016
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4.4. izole Organ Banyosu

Cift ceperli yapiya sahip olan izole organ banyosu sistemi (MAY IOBS 99),
stant, depo, amplifikator, hazneler, termostatli dolasim pompasi, O,-CO; karigim tiipii
(HABAS), kayit iinitesi ile s1v1 ve gaz tasima aparatlarindan olugmaktadir.

Termostatli dolagim pompasi, icerisinde bulunan distile suyu istenen sicakliga
ayarlayarak izole organ banyosunun c¢ift ¢eperli biitiin boliimlerinde sirkiile ederek
1sinmasini saglayan bir cihazdir. Meveut sistemde cihaz 37°C sicakliga ayarlanmustir.

Deneylerde 5 ml hacimde 2 adet hazne kullanilmistir. Hazneler de tiim sistem
gibi cift ceperli yapidadir ve haznelerin dis ¢eperinde termosirkiilatorde 1sitilmig distile
su sirkiile olmaktadir. i¢ ¢eperde ise Krebs ¢ozeltisi yer alir. Miyometriyum seritlerinin
yerlestirildigi i¢ ceperde biitiin deneysel uygulamalar gerceklestirilmektedir. Biitiin
deney boyunca haznenin alt bolgesindeki giristen % 95 O, ve % 5 CO, karisimiyla
haznedeki Krebs c¢ozeltisi siirekli olarak gazlandirilmistir.

Izometrik giic doniistiiriicii, haznelerdeki diiz kas seritlerinde olusan izometrik
kasilmalardan kaynaklanan fiziksel kuvvetleri algilayarak, bunlar elektriksel sinyallere
cevirmektedir. Bu sinyaller eszamanh olarak amplifikatore ulasir. Amplifiye edilen
elektriksel sinyaller orijinal trasedekilerle uyumlu frekans ve genlik parametreleri olarak
kayit iinitesine iletilmektedir.

Veri kayit ve analiz sistemi bilgisayar ve yazilim programindan olugmaktadir.
Kayit tinitesinde, organ banyosundaki kas seritlerinin kasilmalarinin olusturdugu genlik
ve frekans parametreleri eszamanh olarak kaydedilmektedir. Bu kayitlar daha sonra
analiz edilerek, her bir kas seridinde ila¢ uygulamalarindan 6nce ve sonraki siirelerde

ortaya ¢ikan kasilma parametreleri frekans ve genlik olarak belirlenmistir.
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4.5. Apelinin Hazirlanmasi

Calismada sentetik apelin 13 (Sigma Chem Com, St Louis, ABD) kullanildi.
Hormonun 1 pg’lik flakonu icine Krebs c¢ozeltisi eklendi ve vortekste karigtirilarak
¢cOzdiiriildii. Aym islem kalsiyumsuz Krebs cozeltisi kullanilarak diger bir apelin
flakonunda tekrarlandi. Apelin ¢ozeltileri kiiciik plastik ependorf tiiplere ayrilarak organ
banyosuna uygulanana kadar -20 °C’de saklandi.

4.6. Deney Protokolii

Deneylerde diostrus donemindeki hayvanlardan elde edilen uterus seritleri
kullanildi. 12 hayvandan cikarilan seritlere 2 ayr1 protokol seklinde apelin uygulamalari
yapildi. 1. protokolde normal Krebs ¢ozeltisinde olusan kasilmalar iizerindeki apelin
etkisi test edildi. 2. protokolde ise kalsiyumsuz Krebs c¢ozeltisi kullamlarak apelin
uygulamas: tekrarlandi.

Her iki protokol grubundaki hayvanlar hergiin sabah ayni saatlerde dekapite
edildi (08:00-10.00). Dekapite edilen sicanlarin karin bolgeleri agilarak uteruslari hizli
bir sekilde cikarildi. Uterus dokulan alinan 6rnekler, icerisinde Krebs ¢ozeltisi bulunan
petri kaplarina alindi. Bu uteruslardan 1.2 cm uzunlukta, 2 mm genislikte ve 1 mm
kalinlikta kiiciik longitudinal miyometriyum kesitleri hazirlandi. Kesitler izole organ
banyosundaki cam hazneler igerisindeki diizenege 1 gr gerim uygulanarak yerlestirildi
ve izometrik kasilmalar kaydedildi. Bu gerim diizeyi biitiin deney periyodunda sabit
olarak kaldi.

Birinci protokolde yaklasik olarak yarim saatlik bir uyum periyodunu takiben
spontan kasilma gosteren miyometriyum kesitleri icin, spontan kasilmalar azaldiktan
sonra 10 dk kontrol kayitlar1 yapildi ve sonrasinda organ banyosundaki konsantrasyonu

sirastyla 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM olacak sekilde, apelin dozlar1 onar dakika arayla
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uygulandi. Ikinci protokolde ise miyometriyum kesitleri yerlestirildikten 30 dk sonra
ortam, Ca* bulunmayan Krebs ¢ozeltisi ile degistirildi ve hemen sonrasinda spontan
kasilmalarin tamamen bittigi gézlendi. 10 dk’lik kontrol kaydindan sonra 10 pM apelin
tek doz olarak uygulandi1 ve sonraki 10 dk’lik siire de kaydedildi. Kasilmalarin frekans
(10 dakikadaki kasilma sayis1) ve genlik (gr) parametreleri aritmetik ortalama (AO) +

standart hata (SH) degerleri olarak belirlendi.

4.7. istatistiksel Metot

Biitiin degerler; ortalama * standard sapma (AO % SS) olarak belirlendi. Istatistiksel
analizler ve grafikler sirasiyla; SPSS 12.0 ve Sigma Plot 10.0 programlar1 kullanilarak
yapildi. Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi kullanilarak hesaplandi.
Tek yonlii varyans analizinin Post-Hoc hesaplamasi i¢in de Tukey testi kullanildi. Tiim

analizlerde p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.3. Birinci Protokol Grubu Bulgular:

Miyometriyum kesitleri Krebs solusyonu igeren organ banyosu haznesine
yerlestirildikten sonra, gerime baglh olarak olusan spontan kontraksiyonlar uzun bir siire
takip edildi. Olast etkisini belirlemek amaciyla 10 pM konsantrasyon olusturacak
sekilde deneme amacgli olarak hazneye apelin uygulandi. Uygulamay1 takiben
kasilmalarin frekans ve genliginde belirgin artis ortaya ¢ikti. Bu uygulama aym sartlarda
tekrarland1 ve aymi sonug¢ gozlendi. Bu bulgular sonucunda apelinin uterus kasilmalar1
izerinde uyaric1 etkiye sahip oldugu goriildii. Apelinin etki ettigi konsantrasyonu
belirlemek i¢in hormon, 0.01 pM, 0.1 pM, 1 pM ve 10 pM konsantrasyonlarda
kiimiilatif olarak uygulandi. Uygulamalardan once kasilma frekansinin 1-2 kasilmaya
kadar azalmas1 beklendi. 10 dk’lik kontrol kayitlarindan sonra apelin dozlar1 hazneye
eklendi (Resim 1).

Kontrol grubunda kontraksiyonlarin frekansi 1.14£0.14 (n=6) olarak belirlendi.
Apelin uygulandiktan sonra frekans degerleri sirasiyla 1.00+0.07 (n=6), 1.00+£0.08
(n=6), 2.57£0.30 ve 4.14+0.70 (n=6) olarak hesaplandi. 1 pyM ve 10 uM
konsantrasyonlarda uygulanan apelinin kontraksiyonlarin frekansin1 anlamh diizeyde
artirdig1 (p<0.05 ve p<0.001), diger 2 dozun ise frekans tizerinde etkili olmadig goriildii
(Grafik 1).

Kontraksiyonlarin genlikleri kontrol grubunda 1.47+0.05 (n=6) seklindeydi.
Apelinin kiimiilatif olarak uygulanmasindan sonraki genlik degerleri ise sirasiyla
1.45+£0.06 (n=6), 1.50+0.05 (n=6), 1.73£0.06 (n=6) ve 1.91+0.10 (n=6) olarak

belirlendi. Genlik parametresi lizerindeki apelinin stimiilator etkisi sadece 10 pM dozda
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ortaya ciktr (p<0.01). Diger konsantrasyonlardaki apelin uygulamasi istatistiksel olarak

belirgin bir artigsa yol agmadi (Grafik 2).
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Resim 1: 1. Protokol grubuna 6rnek olarak 5. uterus seriti orijinal trase: Spontan

miyometriyum kasilmalart {iizerinde 0.01 uM, 0.1 pM, 1uM ve 10 uM

konsantrasyonlarda apelinin etkisi.
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Grafik 1: Apelinin 1. Protokol Grubunda Kasilma Frekansi Uzerindeki Etkileri. *
p<0.05, ** p<0.001 (Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc Tukey Testi).
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Grafik 2: Apelinin 1. Protokol Grubunda Kasilma Genligi Uzerindeki Etkileri.
* p<0.05. (Tek Yonlii Varyans Analizi Post Hoc Tukey Testi).

5.2. ikinci Protokol Grubu Bulgular

Ikinci protokolde diizenli spontan kasilmalar devam ederken organ banyosu
icerigi Ca**suz Krebs cozeltisi ile degistirildi ve kasilmalarin hemen durdugu gozlendi.
10 dk sonra apelin 10 uM konsantrasyonda uygulandi ve meydana gelen degisiklikler
kaydedildi (Resim 2). 10 uM dozda apelin uygulanmasi sonucu biitiin seritlerde 1

kasilma meydana geldi.
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Resim 2: 2. Protokol grubuna 6rnek olarak 2. uterus seriti orijinal trase: Kalsiyumsuz

ortamda 10 uM konsantrasyonda apelinin etkisi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Apelin 1998 yilinda si@ir midesinden izole edilerek APJ’nin endojen ligandi
olarak bulunmustur (80) ve biyolojik etkilerini APJ araciligiyla gostermektedir (150,
167). Apelinin APJ’ye baglandiginda cAMP formasyonunu inhibe ettigi ve hiicre
proliferasyonunda ve apopitozda onemli role sahip bir enzim olan mitojen aktiveli
protein kinaz ve fosfatidilinozitol 3 kinaz yolaklarimi aktive ettigi gosterilmistir (104,
134, 168, 180, 181). Apelin insan embriyonik bobrek hiicrelerinde ERK1/2” yi APJ’nin
Gi, proteine baglanmasiyla aktive eder. Apelin etkili ERK1/2 aktivasyonu Gg, alt iinitesi
araciligiyla olmayip PKC bagimhdir (182). Apelin hamster ovaryum hiicrelerinde
forskolinle uyarilmis cAMP iiretimini pertussis toksin duyarli G proteini aracilifiyla
inhibe etmektedir (180). Ayni hiicrelerde apelin G proteinin a alt birimi araciligiyla Ras
bagimsiz olarak ERK’yi (183), P70S6 kinaz1 ise ERK bagimli ve fosfatidilinozitol 3
kinaz Akt bagimh olarak 2 tane sinyal iletim kaskadi araciligiyla aktive ettigi
belirlenmistir (181). Benzer etki insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinde de
gosterilmistir  (181). P70S6, protein sentezini artirarak endotelyal hiicre
proliferasyonunda rol oynar (178, 184). Bu bilgiler APJ’nin biiyiik oranda inhibitor Gy,
proteinine baglandigimi gostermektedir (88, 185).

Apelin ve reseptoriiniin agirlikli olarak kalp, akcigerler, yag doku ve meme
bezleri olmak iizere bircok dokuda ekspresyonu gosterilmistir (82, 84, 87, 88, 122).
Insanlarda plasenta, over ve uterus dokularinda da apelin ekspresyonu tespit edilmistir
(176). Bu da iireme sisteminin, hormon i¢in muhtemel bir etki alani olusturdugunu

diisiindiirmektedir.
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Miyometriyumda kasilma, hiicre disindan voltaj duyarh Ca** kanallari
araciligiyla hiicre icine Ca* girisi ve SR’den Ca*? saliverilmesi sonucu hiicre ici Ca*
artistyla meydana gelir. Reseptorleri araciligiyla etki gosteren OT, PGF,, gibi birkag
hormon PLC yolagimi kullanirlar. PLC’nin aktivasyonu 2 tane ikinci habercinin
aktivasyonunu saglar. DAG PKC’yi uyarir ve IP; SR’den Ca**y1 mobilize eder. Ca*-
kalmodulin kompleksi MHZK enzimini aktive ederek MHZ’in fosforilasyonuna yol
acar ve miyozin aktin etkilesmesiyle kasilma gerceklesir (43, 178). Gebelikte aktin ve
miyozin miktar1 artar ve uterus hipertrofiye ugrar. Gebelikle birlikte fetiis ve gelisen
dokulara paralel kan akisi da artar. Uterus bdylece gebelik boyunca geliserek dogumda
giiclii ve sik kasilmalar i¢in hazirlanir. Bunun sonucunda fetiis ve plasentanin viicut
disina ¢ikarilmasi (dogum) miimkiin olur. Dogumda miyometriyumun kasilmasinda
etkili bircok lokal ve genel faktoriin varligi bilinmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda kesfedilen bircok yeni hormon, sitokin gibi maddelerin miyometriyum
kasilmalan iizerindeki muhtelif etkileri ortaya konmustur.

Miyometriyal hiicrelerde kasilmanin diizenlenmesinde iskelet kasinda oldugu
gibi kalsiyum iyonlar biiyiik rol oynar. Ancak, diiz kaslarda SR iyi gelismediginden,
kasilma icin gerekli olan kalsiyum, daha ziyade ekstraseliiler sividan kaynaklanmaktadir.
Miyometriyumda fazik kasilmalardan hemen 6nce ekstraseliiler ortamdan hiicre icine
Ca®™ girisi ile intraseliiler Ca** seviyesi artmaktadir (54, 57, 186). Miyometriyumdaki
spontan aktivitenin tamamen eksternal kalsiyum varligina bagli oldugu belirtilmistir.
Eger miyometriyum kesitlerinin bulundugu ortamda Ca** yoksa spontan kasilmalarin
aniden durdugu ve spontan aktivitenin yok oldugu gosterilmistir (23). Ortama Ca**

eklendiginde spontan aktivitenin yeniden basladig1 gézlemlenmistir (54).



41

Miyometriyumda bulunan voltaj bagimhi L tipi kalsiyum kanallarina, bu
kanallarin ~ blokorii  olan  nifedipin  uygulandiginda, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun diistiigii ve spontan kasilmanin amplitiidiinde azalma meydana
geldigi gosterilmistir (187). Bu bilgiler de miyometriyal spontan kasilmalarda eksternal
kalsiyumun 6nemini gostermektedir (54, 186, 187).

Spontan kasilmalarda, SR’de bulunan Ca** iyonunun ise herhangi bir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir (188). SR’de bulunan Ca®* serbestleyen kanalin blokeri olan
riyanodin kullanildiginda, spontan kasilmanin giiciinde herhangi bir degisiklik olmadigi
belirtilmistir (54, 188, 189).

Bu caligmada apelinin, miyometriyum kontraksiyonlart iizerinde stimiilator
etkiye sahip oldugu bilinen literatiir bulgularina gore, ilk defa belirlenmistir. Deneylerde
ortamda kalsiyum varliginda apelin hormonunun artan dozlarda uygulanmasi ile
miyometriyumda spontan kasilmalarin genlik ve frekansinda belirgin artis meydana
gelmistir.  Spontan kasilmalarda olusan bu wuyarict etki, apelin hormonunun
miyometriyal hiicrelerde hiicre ici Ca*? artisina sebep oldugunu diisiindiirmektedir.
Ciinkii benzer deney protokolii Ca* icermeyen Krebs cozeltisiyle tekrarlandiginda,
apelinin yine miyometriyum kontraksiyonunu indiikledigi gozlenmistir. Bu bulgulara
dayanarak apelinin, gebe olmayan disi sicanlarin izole miyometriyumlarinda hiicre ici
depolardan kalsiyum saliverilmesini saglayarak kontraksiyonlan indiikledigi ileri
siiriilebilir. Apelinin bazi hiicrelerde intraseliiler Ca** konsantrasyonunu arttirarak etki
ettigi baz1 calismalarla ortaya konmustur. Choe ve arkadaslar insan beyin noron hiicre
kiiltiirlerinde, apelinin hiicre ici kalsiyum diizeyini artirdigin1 gostermislerdir (190).
Medhurst ve arkadaglari da sican bazofilerinden derive edilen RBL-2H3 Kkiiltiir

hiicrelerinde apelin peptitlerinin hiicre i¢i kalsiyumu artirdigin1 bulmuslardir (86).
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Apelin kalpte pozitif inotropik etkisini PKC ve PLC aktivitesiyle
gostermektedir. PLC; DAG yoluyla PKC’yi aktive eder. PKC’nin aktivasyonu Na'/H"
degistirici pompay1 fosforile eder. Bu pompa, protonlar1 disarn ¢ikarip sodyumu iceri
alarak hiicre i¢indeki sodyum miktarinda artisa yol acar. Boylece hiicre i¢inin pH’ 1m
alkali duruma getirir. Bu durum miyofilamentlerin kalsiyuma olan hassasiyetini
artirarak pozitif inotropik etkiye yol agar (142, 143). Ayn1 zamanda sodyumun artisiyla
indirek olarak Na*/Ca*® pompasi aktiflesir. Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu artar ve
dolayisiyla da kontraktilitede artiy meydana gelir. Apelin uterusta kontraksiyonlari
stimiile ederken diger bir diiz kas olan damarlari gevseterek vazodilatasyona yol
acmakta ve hipotansif etki gosterir. Apelinin hipotansif etkisi NO/L-arjinin sistem
araciligiyla gerceklesir (90). Apelin endotelyal hiicrelerde endotelyal nitrik oksit sentaz
fosforilasyonunu stimiile eder (150). NO, guanil siklaz1 aktive eder, cGMP seviyesi
artarak vaskiiler diiz kaslarda gevseme meydana gelir. Apelin, iki ayn diiz kasta farkl
mekanizmalarla etki ederek farkli etkilere yol agmaktadir. Tiim bu bilgiler apelinin
birkag farkli reseptor alt tipinin bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak; apelin diisitk konsantrasyonlarda sican miyometriyumunda
kontraksiyonlar iizerinde herhangi bir etki gostermezken, doz bagiml olarak spontan
kasilmalarin amplitiit ve frekansinda artisa yol agmaktadir. Apelin sican miyometriyum
kasilmalar iizerindeki bu stimiilator etkisini muhtemelen IP; yolagi araciligiyla hiicre

ici depolardan Ca*? saliverilmesini indiikleyerek gerceklestirmektedir.
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