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OZET

Apelin, endokrin ve metabolik islevlerde onemli fizyolojik etkilere sahiptir.
Bu c¢alismada gebelik ve laktasyon donemlerindeki sicanlarda plazma apelin
diizeyleri ve gebe sigan miyometriyumunda apelinin kontraksiyonlar tizerindeki
etkisi arastirilmistir.

Calismada kontrol (diostrus donemi), gebeligin 12., 18. ve 21. giiniiyle
laktasyonun 2. ve 10. giiniindeki sicanlarda plazma apelin konsantrasyonlar1 ELISA
yontemiyle belirlendi. Ayrica, gebeligin 21. giiniindeki sigan uterusunda, apelinin
0.01, 0.1, 1 ve 10 uM dozlarmin izometrik kontraksiyonlar iizerindeki etkisi izole
organ banyosu kullanilarak test edildi. Kalsiyumsuz ortamda ve protein kinaz C
inhibitériiyle 6n muamele edilmis sartlarda apelinin uterus kontraksiyonlarmi
indiikleyip indiiklemedigi arastirildi.

Plazma apelin diizeyleri diostrusta ve gebeligin 12., 18. ve 21. giinlerinde
srrastyla 120.2+10.9 ng/ml, 101.9£14.5 ng/ml, 151.1+31.7 ng/ml ve 235.8+46.5
ng/ml olarak belirlenirken, laktasyonun 2. ve 10. giinlerinde 111.4£19.2 ng/ml ve
143.3+13.2 ng/ml olarak olciildii. 21 giinliik gebe grubundaki apelin diizeyi anlaml
olarak yiiksekti (p<0.05). 2 giinliik laktasyon grubundaki apelin konsantrasyonu
anlamli derecede disiiktii (p<0.05). Miyometriyum deneylerinde ise apelinin
kasilmalar1 indiikledigi gozlendi. Kasilma frekanst 0.01 uM, 1 pM ve 10 uM
dozlarda istatiksel olarak anlamli olarak ytiksekti (p<0.01). Ayrica 1 ve 10 uM doz
uygulamasinda kontraksiyonlarin genligi istatiksel olarak anlamli derecede artti
(strastyla, p<0.05 ve p<0.01). Kalsiyumsuz ortamda apelin uygulanmasi kasilmalar1
indiikledi. Protein kinaz C inhibitoriiyle 6nmuamele sonrasi apelin uygulandiginda
herhangi bir kasilma gozlenmedi.

Bu arastirmanin bulgular1 siganlarda apelin diizeyinin gebeligin sonunda
arttigin1 ve hormonun uterus kontraksiyonlarini indiikledigini gdstermektedir. Bu etki
hiicre i¢i depolardan Ca™ salverilmesi araciligiyla ger¢eklesmektedir. Bu siirecte
protein kinaz C yolag:1 rol oynamaktadir. Bu bulgular apelinin, si¢anlarda dogum
siirecinin baglamasinda rol oynayan endojen bir peptit olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, miyometriyum, gebelik, kontraksiyon ve sican
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSSIBLE ROLE OF APELIN IN
PREGNANCY AND BIRTH PROCESSES IN RATS

Apelin has important physiological effects on endocrine and methabolic
functions. Plasma apelin levels in pregnant and lactating rat and the effect of apelin
on contractions in pregnant rat were investigated in the present study.

Plasma apelin concentrations were determined by ELISA in control (in
diostrus period), pregnant (12th, 18" and 21™ day of pregnancy) and lactating (second
and 10" day) rats. Additionally, the effect of apelin at 0.01pM, 0.1uM, 1uM and
10uM concentrations on isometric contractions was tested in 21 daily pregnant rat
uterus by using isolated organ bath. It was also investigated whether apelin induce
uterus contractions in both pretreatment of protein kinase C inhibitor and calcium
free conditions.

Plasma apelin levels were determined as 120.2+10.9ng/ml, 101.9+£14.5ng/ml,
151.1+31.7ng/ml ve 235.8+46.5ng/ml in diostrus, and 12", 18" and 21™ days of
pragnancy, respectively and at 111.4£19.2ng/ml ve 143.3+13.2ng/ml in second and
10" days of lactation. We observed that apelin induce contractions in myometrium
experiments. Contraction frequencies were significantly high in 0.01puM, 1uM and
10uM doses of apelin (p<0.01). Moreover, the contraction amplitudes were
significantly augmented in 1pM ve 10uM apelin applications (p<0.05 and p<0.01,
respectively). Apelin treatment induced the contractions in calcium free condition.
There was no contraction after application of apelin in protein kinase C inhibitor
pretreatment experiment.

The results of this study showed that plasma apelin level increased at the eng
of pregnancy and this hormon induced uterus contractions in rat. This effect turns out
by mediation of intracellular Ca™ release. Protein kinase C pathway plays a role in
this process. These results reveal that apelin is an endogenous peptide may play a
role at the beginning of parturition.

Key words: Apelin, myometrium, contraction, pregnancy and rat
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1. GIiRiS

Apelin ilk olarak 1998 yilinda Totemato ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmis olup (1), etkisini APJ reseptorii aracilig ile gostermektedir (1). Apelin
ekspresyonu ilk olarak kaudat nukleus, hipokampus, talamus, paraventrikiiler
niikleus, preoptik alan, periventrikiiler hipotalamus, ventromedial ve dorsomedial
niikleuslar ve frontal kortekste tespit edilmistir (2). Daha sonraki ¢alismalarda apelin
mRNA, 6zellikle spinal kord, korpus kallosum, amigdala, substansiya nigra, hipofiz
bezi, bobrekler, kalp, akcigerler, plasenta ve meme bezleri gibi insan merkezi sinir
sistemi ve bircok perifer dokularda gosterilmistir (3-5). Yeni bir hormon olmasma
ragmen apelinin organ ve sistemler lizerindeki etkilerini konu alan bir¢ok caligsma
gerceklestirilmistir. Peptidin etki alanlar1 genel olarak metabolizma, kardiyovaskiiler
sistem, hipotalamo hipofizyal sistem ve iireme sistemi gibi bir¢ok sistemdir. Ureme
sisteminde sigir over follikiillerinde, graniiloza hiicrelerinin farkli gelisim
safhalarinda apelin mRNA ekspresyonu bulunmakla birlikte, APJ ekspresyonu,
ostrojen inaktif dominant follikiillerin graniiloza hiicrelerinde diger follikiillere
kiyasla anlamli diizeyde artmistir. Bununla birlikte intraluteal arterlerin diiz
kaslarinda apelin ve APJ’nin lokalizasyonu gosterilmistir ve apelin, vaskiiler
endotelyal bliylime faktorii ve fibroblast biiyiime faktorii gibi anjiyojenik faktorlerle
birlikte etki ederek, korpus luteum (KL)’de anjiyojenik etkisini gosterir (6). Bu
etkiyle kapillerin proliferasyonunu saglar, preovulatuvar folikiiliin se¢giminde rol alir,
besin ve Onciil maddelerin artmasina yol agar ve boylece dominant follikiiliin
bliylimesini saglar (7). Apelin varligi insan plasentasinda 1. ve 3. trimesterde
bulunmustur (8). Normal plasentada apelin ekspresyonu plasental villuslarda,
sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlarda gebeligin 1. trimesterinden 3. trimesterine
kadar azalis gosterir, buna karsin APJ ekspresyon diizeyi plasentanin endotel
hiicrelerinin ve sitotrofoblastlarin sitoplazmalarinda artar. Umblikal kan plazmasinda
apelin konsantrasyonunun belirgin derecede yliksek olmasi, apelinin intrauterin
gelisimdeki roliinii desteklemektedir. Hamilelik boyunca meme bezlerinin gelisimine
paralel olarak apelin ve onun mRNA diizeyi giderek artar, hamileligin sonlarinda ve
dogumda en yiiksek seviyesine ulasir (9). Dogumdan sonra da meme bezlerinde
apelin diizeyi hala yiiksektir ve 21 gilin i¢cinde seviyesi giderek diiserek bazal

seviyesine iner (9). Sigir kolostrumunda apelinin biiyiik miktarlarda (14-93 pmol/ml)
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sekresyonu gosterilmistir (9). Ayrica laktasyonda sigan siitiindeki apelin peptit igerigi
300-600 ng/ml gibi oldukca biiyiik miktarda bulunmustur (10).

Bu bilgiler apelinin bazi lireme islevleri lizerinde regiilatdr rol oynadigini
gostermektedir. Bununla birlikte, apelinin uterus kasilmalar1 tizerindeki olast etkisini
konu alan bir arastirma bulgusu heniiz bulunmamaktadir. Oysa ki apelinin insanlarda
gebelik boyunca farkli plazma konsantrasyonlarina sahip olmasi (11), sican
hipotalamusundaki oksitosin sentez bdlgeleri olan SON ve PVN'da yiiksek diizeyde
eksprese edilmesi (11) ve sigan miyometriyumunda APJ ekspresyonunun bulunmasi,
hormonun gebelik ve dogumla 1ilgili olaylarda da etkili olabileceginin agik
gostergesidir.

Memelilerde gebelik ve dogum siireglerinde birgok faktdér rol oynamaktadir.
Bu faktorlerin birbiriyle uyumlu olarak fizyolojik mekanizmalar1 olusturmalar:
sonucunda dogum islevi saglikli olarak meydana gelmektedir (12). Bununla birlikte
dogumun gercek mekanizmasi veya dogumu baslatan olaylarin ne oldugu halen
aydmlatilmaya muhtactir (12). Progesteron, Ostrojen, kortizol, relaksin, oksitosin,
kortikotropin serbestlestirici hormon, prostoglandinler ve katakolaminlerin tiimii
dogumun baslatilmas1 ve siirdiiriilmesini ve uterusun en sonunda bosaltilmasini
etkiler (12). Bu mekanizmalarin etkinligiyle ilgili bilinmeyen daha bir¢ok nokta
aydmlatilmay1 beklemektedir. Son yillarda oOzellikle metabolizma ve iireme
islevlerinin birbiriyle yakin iligkisini konu alan c¢aligmalar gerek obezite
fizyopatolojisinin  arastirilmasinda, gerekse gebelik ve dogum siireglerinin
anlasilmasinda 6nemli bakis agilar1 olusturmaktadir. Bu tezin konusunu da, son
yillarda bilim diinyasina kazandirilan yeni bir hormon olan apelinin, gebelik ve
dogum siireciyle ilgili baz1 fizyolojik olaylara muhtemel etkilerinin arastirilmasi
olusturmustur (12).

Bu tez c¢alismasi apelinin gebe sicanlarda miyometriyum kasilmalari
iizerindeki olas1 etkilerini arastrmak icin gergeklestirilmistir. Apelinin siganlarda
uterus kontraksiyonlar1 {izerindeki etkisini konu alan hi¢bir arastirmanin
bulunmamasi, mevcut ¢alismanin bilimsel degerini arttirmaktadir. Ayrica apelinin
olas1 etkisinde protein kinaz C (PKC) yolagmin araci rol oynayip oynamadigmin
sorgulanmasi, heniiz etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olan apelinin, hiicre

ici sinyallesmedeki bilinen bazi etkilerine yeni ek deliller saglayabilecektir. Gebelik



ve laktasyon slireclerindeki sicanlarda plazma apelin konsantrasyonlarmin
belirlenmesi de hormonun bu siireclerdeki olasi etkilerinin anlasilmasina yonelik
yeni bulgularin yorumlanmasinda faydali olabilecektir. Bu tez ¢calismasinin sonunda,
metabolizma-obezite-gebelik-dogum etkilesimlerini konu alan yeni arastirmalar i¢in
onemli projeksiyonlar elde edilecektir.

1.1. Sicanlarda Gebelik ve Dogum

Sicanlar, viicudu tipik memeli tiiyleri ile kaph ve fiziksel olarak fuziform
yapida kemirgen tiirii hayvanlardir. Bliylime erkek sicanlarda 2 yasina kadar devam
ederken, disi sicanlar genellikle daha kiigiiktiir ve hayatlarinin ilk birka¢ ayinda
olgun hale gelirler (13-15). Yetigkin disi siganlarda ovaryum, folikiillerle dolu bir
yapidadir ve bobreklere yakin yerlesimlidir. Helezonik yapidaki oviduk ovaryumu
iki kornulu yapidaki uterusa baglar (Sekil 1).

Adrenal bez

— Biibrek

L@' Ovaryum
~—— QOwvidukt

——Cornu Uteri

idrar kesesi

Al Uretra
’ Vagina
A~ \gesl Anis :

Sekil 1. Disi Sicanlar da tirogenital sistemin anatomisi (16).

Sicanlardaki bazi reproduktif parametreler s6z konusu oldugunda ortalama
degerler, yavru sayis1 ortalama 10, dogum agirhigi 6 g, puberteye ulagma siiresi
ortalama 8-10 hafta, Ostrus siklusu 4-5 giin, Ostrus siiresi 12-24 saat ve ortalama

gebelik siiresi 20-22 giindiir (17).



1.1.1. Gebelik ve Gebeligin Saptanmasi

Vaginal siirlintiide sperm goriilmesi sicanlarda gebeligin belirlenmesi
acisindan onemli bir tan1 aracidir. Abdominal palpasyon ile fetuslar gebeligin 10.
giiniinden itibaren saptanabilir, fakat 12. giinden sonra daha belirgin hale gelir (18).
14. giinde meme bezi gelisimi ve meme baslarinda bliylime gézlenebilir. Progesteron
degerleri ise gebeligin 7. ve 13. gilinlerinde en yiiksek diizeye ulasir (13). Gebeligin
baslangicindan doguma kadar ortalama 21-23 giin stirmektedir. Fakat anne, 6nceki
gebelikten dogan yavrularini emziriyorsa, bu siire uzayabilir (13). Yrtilmis
blastositin implantasyonu gebeligin 5. giiniinde meydana gelir (19). Diger hayvan
tiirlerinden farkli olarak sigan embriyosu, Ostrojen iiretmez ve maternal Ostrojen
implantasyonu diizenler. Gebeligin ilk yaris1 boyunca, koitus tarafindan indiiklenen
prolaktin dalgalar1 ile uyarilan ovaryumdan progesteron saliverilir (20). Gebeligin 2.
yarisinda plasenta da progesteron liretmeye baglar (21). Ovaryum gebelik boyunca
Ostrojen salgilamaya devam eder. Bunun amaci gebelik korpus luteumunun aktive
edilmesi ve devamlihiginmn saglanmasidir. Ostrojen sigan plasentas: tarafindan
iiretilmez ve plasental progesteron da gebeligin devami igin yeterli degildir. Sigan
plasentas: diskoidal ve hemokoriyaldir (22). Serum LH degerinde gebeligin 11.
glinlinde diger giinlere gére onemli diizeyde artiy meydana gelir (23). Plasental
luteotrop hormonlarin gelisimi 16. giinde ger¢eklesir ve gebelik korpus luteumunun
biiytikligli de bu donemde artar (24). Dogumdan sonraki ilk 24 saatte disi fertil post

partum Ostrusu ortaya ¢ikar (25).

1.1.2. Dogum

Simfizis pubisin gevsemesi gebeligin 17. giiniinde baslar ve dogumdan
hemen Once en belirgin duruma gelir. Korpus luteum tarafindan gebeligin ikinci
yarisinda iretilen relaksin hormonu serviksin ve simfizis pubisin gevsemesinden
sorumludur (26). Dogumun gerc¢eklesmesini saglayan fizyolojik olaylarin tetikleyici
mekanizmasi tam olarak belli degildir. Bununla birlikte bir¢ok kolaylastirici faktoriin
etkinligi bilinmektedir. Gebeligin son doneminde Ostrojenin sekresyonu artarken,
progesteron dramatik bir sekilde azalmaktadir. Higuchi ve ark. (27) hipofizden
oksitosin hormonu sekresyonu artisinin uterus kontraksiyonlarina neden oldugunu

gostermislerdir. Bir ndroendokrin refleks olan Ferguson refleksinde serviksin fetus



kaynakli gerimi bir seri noroendokrin cevabi stimiile eder ve bu durum oksitosin
iiretimine neden olur. Dogum sirasinda ilk yavrunun atilmasindan 1,5-4 saat once
belirgin bir vaginal akmti goriiliir (13). Dogum baslangicit esnasinda anne sigan
degisen araliklarla kafes icerisinde dolasir ve bu esnada viicudunu uzatir (esneme
hareketi). Sonunda arka bacaklar1 ekstensiyon pozisyonunda abdomen iizerine uzanir
ve vulvayi yalar. Dogum esnasinda anne sigan yarim ¢omelmis vaziyette durur. Tiim
dogum siireci yavru sayisina bagl olarak degismekle birlikte 55 dakika ile 4 saat
(ortalama 1.5 saat) kadar siirmektedir (21). Yavru dogduktan sonra, anne plasentay1
dogum kanalindan ¢eker ve yer (27). Sonra yavruyu yalayarak amniyotik Ortiiyili
kaldirir. Tiim yavrular dogmadan emzirme gerceklesmez. Yavru sayisii etkileyen
faktorler arasinda tiir, soy ve anne yasi sayilabilir. En ¢ok yavru genellikle ikinci

dogumda elde edilir (25).

1.1.3. Laktasyon

Tipik bir laktasyon periyodu 3 hafta siirmektedir. Laktasyon baslangici
prolaktine, glukokortikoidlere ve gebeligin son giinlerinde artan plazma
kortikosteronuna baglidir. Ostrus siklusu ve ovulasyon laktasyon esnasinda gecikir
ve emzirmenin bitiminden itibaren yeniden baslar. Ovulasyon laktasyon doneminde
meydana gelmemektedir. Bununla birlikte, dogumdan sonraki 24 saat igerisinde
olusan bir LH dalgasina bagl olarak postpartum ovulasyon gerceklesir (28). Bu
esnada basarli bir fertilizasyon meydana gelirse, implantasyon engellenebilir ve
blastosit laktasyon sonuna kadar uterusta kalabilir. Implantasyon korpus luteum
kaynakli progesteron ve ovaryum kaynakli Ostrojenin baskist sonucu gecikir.
Laktasyonun ilk iki haftasindaki disilerde yapilan yiyecek kisitlamasi laktasyonel
didstrusu uzatmaktadir (29).

1.2. Diiz Kaslar

Insan viicudunda bulunan toplam kas kitlesi i¢inde kalp kasi ile beraber %
10°’luk kism1 kaplar. Iskelet kas1 ¢apmdan 30 kat daha kiiciik, 1-5 mikrometre capa
ve 20-500 mikrometre boya sahiptir. Diiz kas kasilmasmin birgok 6zelligi iskelet
kasindaki gibidir fakat diiz kas liflerinin i¢ fiziksel diizenlenmesi tamamen farklidir

(30).



Her organm diiz kasi, diger organlardan c¢esitli bakimlardan ayirt edicidir.
Ancak genel olarak ¢ok birimli ve {lniter (tek birimli) diiz kaslar olarak iki kisimda
incelenir (30). Cok birimli diiz kaslar birbirinden ayr1 diiz kas liflerinden olusmustur
ve en 0nemli 6zelligi her lifin digerinden bagimsiz kasilabilmesi ve temel olarak sinir
sinyalleriyle kontrol edilmesidir (30). Goziin silyer ve iris kasi ile piloerektor kas ¢cok
birimli diiz kaslardan bazilaridir. Uniter diiz kaslar ise yiizlerce veya binlerce diiz kas
lifi kiitlesinden meydana gelir. Hiicre membranlar1 bir¢ok noktada birbirine bitisiktir,
bu sayede bir kas lifinde olusturulan gii¢ yanindakine aktarilabilir (30). Ayrica, hiicre
membranlari, aksiyon potansiyelinde iyonlarin bir kas hiicresinden yanindaki
hiicreye serbest¢e akabilmesini veya aksiyon potansiyeli disindaki basit iyon
akimlarinin bir liften Otekine gecebilmesini ve boylelikle kas liflerinin birlikte
kasilmasini saglayan bir¢cok yarik baglant1 (gap junction) ile birlestirilmistir (30).
Barsaklar, safra kanallari, lireterler, uterus ve kan damarlar1 gibi bir¢ok i¢ organin

duvarinda bu diiz kas tiirii yer alir (30).

1.2.1. Diiz Kas Kasilmasinin Mekanizmasi

Diiz kaslar, kimyasal Ozellikleri iskelet kasindakilere benzeyen aktin ve
miyozin flamentleri icerir ancak diiz kasta iskelet kasindaki aktin ve miyozin
filamentlerinin ¢izgili yerlesimi yoktur. Kas lifinde daginik serpilmis birgok aktin
filamenti arasnda az sayida miyozin filamenti vardw. Bunlarin cap1 aktin
filamentlerinin iki katindan fazladir. Diiz kas kasilma siireci kalsiyum iyonlar1 ile
aktive edilir ve kasilmada gerekli olan enerji adenozin trifosfatin (ATP) adenozin

difosfata (ADP) yikilmasiyla elde edilir (30).

1.2.1.1. Diiz Kas Kasilmasinin Kalsiyum Iyonlan ile Diizenlenmesi

Iskelet kasinda oldugu gibi ¢ogu diiz kasta da kasilma i¢in gerekli dncii
uyariy1 intraseliiler kalsiyum iyon artisi saglar. Bu artis farkl tiplerdeki diiz kaslarda
diiz kas lifinin sinirsel ya da hormonal yolla uyarilmasi, lifin gerilmesi veya lifin

cevresindeki kimyasal degisiklerle meydana gelebilir (30).

1.2.1.2. Kasilmanin Diizenlenmesi

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artig iskelet kasinda aktini etkilerken

diiz kasta miyozini etkiler (yani kasilma miyozin tarafindan diizenlenir). Hiicre ici
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kalsiyumdaki artis miyozindeki hafif zinciri fosforile ederek daha sonra aktinle
etkilesmesine, boylece kuvvet olusumuna yol agan kalsiyum-kalmoduline bagl bir
protein kinazi aktive eder (30). Kalmoduline dort kalsiyum molekiilii baglanir.
Kalsiyum-kalmodulin kompleksi miyozinin diizenleyici hafif zincirini fosforile eden
miyozin hafif zincir kinazin1 (MLCK) aktive eder (30). Bu zincir fosforile degilken
miyozin basmin aktinle tutunma ayrilma dongiisii olusmaz, fakat diizenleyici zincir
fosforile oldugunda baglanma ve sonraki biitiin dongiisel islemlerden ge¢me, dolayisi
ile kasta kasilma olayinin meydana gelmesi saglanir (30). Miyozin ¢apraz kopriisiinii
aktive etmede bu fosforilasyon basamagina ek olarak bir ATP molekiilii de gereklidir
(30).

Diiz kastaki miyozin ¢apraz koprii siklusu cizgili kastakine benzerdir. Aktin
filamanina tutunmay1 takiben ¢apraz kopri, ince filamani kalin filamanin merkezine
dogru iterek disli cark etkisi olusturur ve kuvvet meydana gelir. Bu sirada miyozin
basindan ADP ve Pi serbestleserek ATP'min baglanmasina izin verir (30). ATP,
miyozinin aktine afinitesini azaltarak miyozinin aktinden ayrilmasmi saglar. Yeni
baglanan ATP'nin enerjisi daha sonra miyozin basinda sekil degisikli§i meydana
getirmede (yani basi yeniden siklusa hazir hale getirmede) kullanilir, boylece ¢apraz
koprii bir diger kasilma siklusu i¢in hazirdir (30). Miyozin c¢apraz kopriisii fosforile
kaldig1 siirece ¢apraz koprii siklusu devam eder. Capraz koprii siklusu ¢izgili ve diiz
kas i¢in benzer kinetik gosterir ancak diiz kaslarda daha yavastir (30).

Bu dongii miyoplazmik kalsiyum konsantrasyonu azalincaya kadar her siklus
icin bir ATP'nin hidroliziyle devam eder. Kalsiyum konsantrasyonundaki azalmayla
birlikte MLCK inaktif duruma gecer ve ¢apraz kopriiler, miyozin fosfataz tarafindan
defosforile edilir ve kasilma durur (30). Dolayisiyla kasmn gevsemesi icin gerekli

zaman, biiylik 6l¢iide hiicredeki aktin miyozin fosfataz miktari ile belirlenir (30).

1.2.1.3. Miyoplazmik Kalsiyum Konsantrasyonunun Diizenlenmesi

Diiz kasta aktivasyonla kasilma arasindaki baglantiy1 saglayan mekanizmalar,
biri sarkolemmada digeri sarkoplazmik retikulum (SR)'da olmak tizere, iki kalsiyum
havuzu icerir (30). Sarkolemma hiicre dist kalsiyum havuzundan (yani hiicre dis1
stvidan) kalsiyum giris-¢ikisint diizenler. SR membranlar1 miyoplazmayla hiicre ici

havuz arasindaki kalsiyum hareketlerini belirler (30). Iskelet kasinmn kasilmasi hiicre



dis1 kalsiyuma ihtiyag duymazken, diiz kasin kasilmasinda hiicre dis1 kalsiyum
onemlidir (30). Bu nedenle miyoplazmik kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesi
yalnizca SR ile degil, sarkolemmayla da iliskilidir (30). Cesitli faktorler diiz kas
miyoplazmik kalsiyum konsantrasyonunu degistirebilir (30). Bu, aksiyon
potansiyelinin etkisiyle SR'den saliverilen kalsiyumun kontraktil aygit1 tamamen
aktive ettigi iskelet kasindakinin tersinedir (30).

Hiicrenin uyarilmast SR kalsiyum kanallarmmin ag¢ilmasma yol acar ve
miyoplazmik kalsiyum konsantrasyonu hizla artar (30). Bu salinim ikinci haberci
inizitoltrifosfat (IP3)'m SR'deki reseptdrlerine baglanmasiyla iliskilidir (30). 1P,
fosfalipaz C'yi aktive eden bir G protein aracilifiyla baglantili sarkolemmal
reseptorler lizerine etkili olan bir uyaran tarafindan olusturulur (30). Fosfolipaz C bir
membran fosfolipidi olan fosfotidilinizitol bifosfat: (PIP,) IP; ve diacil gliserole
hidrolize eder. Daha sonra IP; SR'ye diflize olarak IP; kapili kalsiyum kanalinin
acilmasma yol acar. Bu da kalsiyumun SR'den miyoplazma igerisine almmasiyla
sonuglanir (30). Bu kompleks siire¢ SR'den dereceli kalsiyum salmimina izin
verebilir ve c¢ogu farkli noérotransmitterin ve hormonun diiz kas kasilmasmi
etkilemesini de saglayabilir. SERCA'nin aktivitesiyle SR tarafinda tekrar kalsiyum
biriktirilir. Bununla birlikte miyoplazmik kalsiyum konsantrasyonunun azalmasinda
kalsiyumun diiz kas hiicresinden ¢ikis1 da rol oynar (30). SR’nin kalsiyumla yeniden
dolmasi sadece sitozolik kalsiyumun yeniden birikmesine degil, hiicre dis1 kalsiyuma
da baghdir (30). Hiicre dis1 kalsiyuma bagimliligin "bileske SR" olarak adlandirilan
SR'ye yakin noktalardaki sarkolemmada bulunan bir "depo islevli" kalsiyum
kanalinin ¢aligmasimi yansittig1 diisiiniilmektedir (30).

SR'de IPs reseptoriine ek olarak sarkolemmadan kalsiyum girisi donemlerinde
aktive olabilen ve riyanodin reseptorii (RYR) olarak isimlendirilen kalsiyum kapili
kalsiyum kanali bulunur (30). Diiz kas dahil ¢ogu hiicrede, miyoplazmik kalsiyumun
lokalize yiikselmesiyle sonuglanan kisa siireli spontan RYR ag¢ilmalar1 meydana gelir
(30). Bu spontan lokalize miyoplazmik kalsiyum konsantrasyon artislari, kalsiyuma
duyarl floresan boyalarla ¢alisildiginda "kalsiyum kivilcimlar1" olarak adlandirilan
kisa parlak flaglar olusturur (30). Diiz kasta cAMP artis1 6zellikle SR'nin
sarkolemmaya yakin oldugu yerlerde (bileske SR) kalsiyum kivilcimlarmin

sikliginda artigla  birliktedir (30). Bu kivileimlarmm  frekansindaki  artma



sarkolemmadaki  biiyiik iletkenlige sahip kalsiyum kapih K' kanalmin
aktivasyonuyla damar diiz kasini hiperpolarize eder (30). Bu hiperpolarizasyon daha

sonra hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu azaltir ve gevseme olusur (30).

1.2.1.4. Sarkolemma

Diiz kas hiicresinden kalsiyumun ¢ikis1 sarkolemmal kalsiyum-ATPaz
aktivitesiyle ve bir 3Na"/Ca' antiporteri (disartya ¢ikan herbir kalsiyum i¢in hiicreye
iic sodyum girer) aracilifiyla olusur (30). Hiicreden kalsiyum ¢ikist SERCA
tarafindan SR'de kalsiyum depolanmasiyla yarisir ve boylece SR'de kalsiyum
birikimini azaltir (30). SR'de kalsiyum igeriginin azalmasinin, daha sonra bileske
SR'ye yakin sarkolemmadaki "depo" islevli kalsiyum kanalini aktive eden ve SR'nin
tamamen hiicre dig1 sividan gelen kalsiyumla dolmasini saglayan kalsiyum giris
faktoriiniin SR'den salinmasiyla sonucglandigi diistiniilmektedir (30). Bununla
birlikte, diiz kasm siirekli kasilmasinin hiicre dis1 kalsiyuma gerek duydugu agiktir

(30).

1.2.2. Diiz Kasta Zar Potansiyelleri

Diiz kasta zar potansiyellerinin nicel degeri kasin o andaki durumuna baghdir.
Normal istirahat halinde hiicre i¢i potansiyeli genellikle -50 ila -60 milivolt kadar

olup, iskelet kasindan yaklasik 30 milivolt daha az negatiftir (30).

1.2.2.1 Diiz Kas Aksiyon Potansiyellerinin Olusmasinda Kalsiyum

Kanallarinin Onemi

Diiz kas hiicre zari, iskelet kasindan ¢ok daha fazla voltaj kapili kalsiyum
kanallarina, fakat daha az voltaj kapili sodyum kanallarina sahiptir (30). Dolayisiyla,
cogu diiz kasta aksiyon potansiyeli olusumunda sodyum katkisi azdir. Onun yerine,
aksiyon potansiyelinden baslica sorumlu olan, kalsiyum iyonlarinin lifin igine
akimidir (30). Bu durum, sinir lifleri ve iskelet kas liflerindeki sodyum kanallar1 gibi
kendini yeniden olusturan bir sekilde olusur (30). Ancak kalsiyum kanallar1 sodyum
kanallarindan ¢ok daha yavas agilir ve iistelik onlardan daha uzun siire acik kalir.
Bazi diiz kas liflerinin uzamis platolu aksiyon potansiyellerinden biiyiik 6lciide bu

olay sorumludur (30).



Aksiyon potansiyeli sirasinda hiicrelere kalsiyum giriginin diger bir 6nemli
ozelligi de, hiicre i¢ine giren kalsiyumun diiz kas kasilma mekanizmasina dogrudan
etki ederek kasilmaya neden olmasidir. Dolayisiyla kalsiyum bir defada iki is goriir
(34).

1.3. Miyometriyum

Uterus, tunika seroza (perimetriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve
tunika mukoza (endometriyum) olmak iizere li¢ tabakadan meydana gelmistir.
Perimetriyum periton tarafindan olusturulurken, miyometriyum uterus duvarinin en
kalin katmanmi meydana getirir. Miyometriyumda bulunan diiz kas hiicreleri i¢
tarafta sirkiiler, dis tarafta ise longitidunal olarak seyrederler. Endometriyum ise diiz
bir ortii seklinde dis tarafindaki kas tabakasina yapisik durumda yer alir (30-32).

Miyometriyum, spontan ve fazik kasilabilen bir diiz kastir. Miyometriyal
kasilmalar noronal veya hormonal bir uyar1 olmaksizin meydana gelebilen miyojenik
ozelliktedir (33). Gebelik boyunca miyometriyal aktivite zayif koordineli olmayan
kasilmalar (Braxton-Hicks kasilmalar1) seklinde iken, gebeligin sonuna dogru dogum
ve giiclii kasilmalar i¢in uyarilara hazir durumdadir (34, 35). Uyaranlar lokal,
maternal, mekanik ve fetal kaynakli olabilirler (36). Dogum sirasinda meydana gelen
koordineli uterus kasilmalari, uyarilmaya hazir durumdaki miyometriyumda ytiksek

frekans ve genlikte kontraksiyonlari ortaya ¢ikmasina sebep olur (30, 36, 37).

3.3.1. Miyometriyumda Uyarilabilirlik ve Kasilma

Miyometriyumda kasilma ve uyarilmada en onemli iyon Ca™’dur.
Miyometriyal hiicrelerin sitozoliinde serbest Ca™ 107 M’dan diisiik konsantrasyonda
bulunurken, hiicre disi sivida ve SR’de daha yiiksek konsantrasyonda (10° M)
bulunmaktadir (38, 39). Ekstraseliiler kalsiyumun miyometriyal hiicrelere girisinde
Ca™ kanallar1 6nemli rol oynar. Miyometriyal zarda iki tip Ca™ kanali
bulunmaktadir. Bunlar voltaj kapili ve ligand kapili Ca™ kanallaridir (40, 41). insan
miyometriyumunda diisiik voltajla aktivasyon gosteren (T tip) (42, 43) ve yiiksek
voltajla aktive olan (L tip, 44-47) 2 tip voltaj bagimli Ca™ kanali bulunmaktadir (48).
insan ve sicanlarda diiz kas kasilmasi i¢in gerekli olan ekstraselliiler Ca™ un en
6nemli kaynagi L tipi Ca™ kanallaridir (49-52). T tipi Ca™ kanallar1 ise spontan Ca "

gecisini saglayarak, kasilmanin frekans ve genliginin artmasina sebep olurlar (53).

10



Ca' iyonlar1 miyometriyal hiicre yiizey membraninda bulunan PMCA ve
Na'/Ca™ pompast araciligiyla hiicre disma atilir. Na*/Ca™ pompast hiicre i¢ine 3 Na©
girisini ve hiicreden 1 Ca™ ¢ikisini saglar. Ca™ pompalari Ca™’un hiicre disma
¢ikisinda ana rolii oynar ¢iinkii Ca™’a afiniteleri Na”/Ca™ pompasindan cok daha
yiiksektir (54, 55). Bununla birlikte gebe sicanlarda Na/Ca™ pompasiyla Ca™ un
transferi Ca™ konsantrasyonunu % 60 azaltirken, Ca™> pompalariyla bu oran sadece

% 30°dur (41).

1.3.1.1.Miyometriyumda Sarkoplazmik Retikulum

Kalsiyumun SR’den saliverilmesi SR membranindaki reseptére baglanan
IP53’lin artisiyla baslar. Bu durum oksitosin gibi agonistlerin G protein aracili
reseptorlere baglanmasi ile gerceklesir. Saliverilen Ca™ miktarmi, IPs, intraseliiler
Ca™ ve SR’de depolanan Ca™ konsantrasyonu belirler (54, 56, 43, 57, 58).
Miyometriyumda kalsiyumun SR’den saliverilmesindeki 2. mekanizma, SR
membranindaki Ca’? indiiklemeli RYR kanal aracilikli Ca*? saliverilmesidir (54, 43,
57).

Ca”nm SR’den salerilmesinde bir diger yol ise, SR’deki Ca'™
konsantrasyonu ile intraseliiller Ca™ konsantrasyonu arasmdaki Ca™ gradiyentine
bagli meydana gelen pasif Ca™ akisidir (59).

Miyometriyal SR’de Ca™ depolanmasi, Ca™ gradiyentine karsi calisan
SR’deki SERCA yoluyla olur. Bu mekanizma intraselliiler Ca** konsantrasyonunun
diismesine yol agar (54, 43).

SR’den Ca™nm spontan olarak saliverilmesi Ca™ kivileimlari olarak
adlandirilr  (60). Bu kiviletmlar Ca™ kapili K* kanallarim1  aktive edip
hiperpolarizasyon meydana getirir (61). Ca™ bagimli CI” kanallarmm aktivasyonuna
yol agarak depolarizasyona sebep olur veya diger sinyal yolaklarinin aktivasyonuyla
membran uyarilabilirligini etkiler (62, 63). Bu durum sadece gebe sicanlarda
gdzlenmistir (64). SR’den Ca* nin ¢gikisy, intraseliiler alana Ca”™ girisine yol agar. Bu
mekanizma dogum sirasinda uyarilabilmeyi artirir (43, 65).

SERCA pompalar1 ve riyanodin reseptorleri hiicre i¢inde santral ve periferik
olmak iizere iki ayr1 yerlesim gdsterir. Miyometriyal SR; ylizey membranma yakin

olan, periferal ya da yiizeysel SR ve hiicre merkezine yakin olan santral veya derin
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SR olmak iizere iki kisma ayrilir (59). Diiz kaslardaki bu alanlar arasinda fonksiyonel
yonden de farkliliklar gézlemlenmistir (66). Yiizeysel SR, depolarizasyon sirasinda
hiicreye Ca™ girisini saglarken, derin SR ise kasilma i¢in Ca" saglar. Bu fonksiyonel
ayrim insan ve sican miyometriyal diiz kaslarinda mevcuttur (65, 59).

Kaveol yapilari, lipit yiginlar1 olarak da bilinen ylizey membranindaki
invajinasyonlardir ve periferal SR’ye yakim yerlesimlidir. Ca™ kapili K™ kanallar1 ve
Na'-Ca™ degistiricilerin her ikisi de kaveol icinde bulunurlar ve periferal SR,
sitozolden daha fazla farkli Ca™ ve Na konsantrasyonuna sahip sinyallesme

bolgesidir (54, 65, 59).
1.3.2. Miyometriyum Kasilmasinin Elektrofizyolojik Ozellikleri

1.3.2.1. Onder odaklar (Pacemaker)

Miyometriyum sinirsel ya da hormonal uyar1 olmaksizin kasilabilen bir kastur.
Miyometriyumun spontan kasilmalar1 spontan bir sekilde depolarize olan ve aksiyon
potansiyelini atesleyen onder odak hiicrelerin depolarizasyonunu takiben baglar.
Onder odaklar anatomik olarak belirgin veya lokalizasyonlar1 sabit degildir ve
Ozellesen hiicrelerdir (54, 43, 67). Sigan miyometriyumunda miyozitlerin yaklasik %
25’ 1 yavas dalga veya zirve olmaksizin ortaya c¢ikan aksiyon potansiyeli seklinde
spontan elektriksel aktivite gosterir (59). Bir baska calismada 18-19 giinliik gebe
farelerden elde edilen miyometriyal hiicreler spontan aktivite gosterirken, 38-39
haftalik gebe insan miyometriyumlarinda benzer kosullarda spontan kasilma
olmadig1 gosterilmistir. Uterin miyozitlerin yarik baglanti yoluyla hiicreler arasi
iletisimi ve bu miyozitlerin miyometriyal kasilmalarin uterin sessizlik donemindeki
zayif ve senkronize olmayan halinden dogumdaki gii¢lii senkronize kasilmalara

gecisindeki etkisi yapilan deneylerde gosterilmistir (68-71).

1.3.2.2. Karakteristik Aksiyon Potansiyelleri

Cesitli tiirlerin miyometriyumlarinda basit dikensi potansiyeller ve kompleks
potansiyeller olmak tizere iki tane belirgin aksiyon potansiyeli formu kaydedilmistir.
Basit dikensi potansiyeller; hizli bir depolarizasyonu takiben hizli bir
repolarizasyondan olusur. L tipi Ca™ kanallari araciigiyla yayilan Ca™ akimi

depolarize fazin en biiyiik boliimiinii olusturur. Na" akiminm igeri girisiyle hizli bir
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inaktivasyon meydana gelir. Dikensi potansiyeller ‘burst’ olarak adlandirilan
gruplarda olusurlar ve "burst" lerdeki artiglarin sayis1 ve frekansi kasilma hizi ve
amplitiidiinii belirler (54, 55,72, 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 gdsterir

(55).

1.3.3. Hiicre I¢i Sinyal fletimi Mekanizmalan

Hiicrelerin tiimii transmembran sinyal sistemlerine sahiptir ve bu sistemler
hormonlar, norotransmitterler veya duyusal uyaranlar gibi hiicre dis1 sinyaller
sayesinde c¢evreden bilgi alirlar. Bu temel islem hiicrelerin birbirleri ile iletisim
kurmasini1 saglar. Transmembran sinyal sistemlerinin tiimii temel olarak, reseptor ve
efektor olmak {iizere iki bilesenden olusur. Reseptor hiicre dis1 uyaranlari tanir,
efektor ise ilgili reseptdr denetiminde hiicre i¢i sinyal olusturabilir (74). Hiicre dist
sinyallerin, hiicre icine girisi genel olarak hidrofobik molekiillerin hiicre zarindan
diflizyonu ile, iyon kanallar1 aracilig1 ile, G protein kenetli reseptorler araciligi ile ve
enzim aktivitesine sahip reseptorler araciligi ile olmak iizere dort farkli yoldan
gerceklesir. Hiicre zarinin sitoplazmik yiiziine yerlesik olarak bulunan heterotrimerik
G proteinleri (Guanin Niikleotit Baglayan Proteinler) kiiciik monomerik GTP
baglayan proteinleri de i¢ine alan genis GTPaz iist ailesinin liyesidirler. a, B ve vy alt
birimlerinden olusan G proteinleri binden fazla hiicre ylizey reseptorii ile
kenetlenerek, enzim ve iyon kanali gibi pek ¢ok efektor iizerinden sinyal iletimine
aracilik ederler. Heterotrimerik G proteinleri araciligiyla gergeklesen olaylar dizisi,
duyusal algilama, noronal etkinlik, hormonal etkinlik, hiicre biliylimesi ve
farklilagsmas1 gibi ¢esitli sistemlerin diizenlenmesi ile sonuglanir (74). Transmembran
sinyal sistemlerinin molekiiler diizenlenmesi oldukca karmasiktir ve bu nedenle, baz1
onemli sinyal molekiillerinin ve G proteinlerinin tarihsel kesfinden bahsetmek yararl
olacaktwr. 1957 yilinda Sutherland ve Rall (75, 76) adenilat siklazin epinefrin,
glukagon ve NaF ile uyarildigini ve iiriiniiniin cAMP oldugunu saptamislardi, ancak
G proteinleri ve hormon reseptorlerinin varligi bilinmiyordu. Bundan 10 yil sonra

hormona duyarli adenilat siklazin diizenleyici alt birimindeki 6zgiin bir bolge ile
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hormon ligandinin allosterik etkilesiminin, katalitik birimin aktivitesini diizenledigi
ortaya ¢ikarildi. 1960’larin sonunda Birnbaumer ve Rodbell (77) yag hiicresi adenilat
siklazinda yaptiklar1 c¢alismalarda, adenilat siklaz enziminin c¢esitli hormon
reseptorleri tarafindan uyarildig1 ve bu reseptorlerin katalizorlerinden farkli olduklari
sonucuna varmislardir. Birkag¢ yil sonra Orly ve Schramm (78) reseptor ve adenilat
siklazin birbirlerinden bagimsiz oldugunu gostermislerdir. 1981°de Shorr ve ark. (79)
B adrenerjik reseptoriinii saflastirmiglar ve hiicre zarmi yedi kez kat eden ilk G
protein reseptoriinii karakterize etmislerdir. Kisa bir siire sonra Rodbell ve
Birnbaumer (80) GTP’ nin adenilat siklaz enziminin hormonal uyarisindaki roliinii
tanimlamislardir. Pfeufer ve Helmreich (81) adenilat siklaz kompleksinden GTP
baglayan bir proteini ayirmislar, 1977°de Ross ve Gilman (82) ise hormona duyarsiz
adenilat siklaz sistemine 40 kDa’luk GTP baglayan bir proteini, GTP varliginda
ekleyerek uyarmmin yeniden olustugunu bildirmislerdir. O zaman Ns olarak
adlandirilan ve simdi Gas olarak bilinen bu protein yine Gilman ve ark. (83)
tarafindan saflastirilarak karakterize edilmistir. Gilman ve ark. (84) o zamana kadar
G proteinleri ile 1ilgili ¢alismalarmdan dolayr Tip ve Fizyoloji alaninda Nobel

odiiliinii kazanmislardir.

1.3.3.1. G protein kenetli reseptorler

Klasik G protein kenetli reseptorler (G protein coupled receptor-GPCR) ailesi
heptahelikal veya serpentin reseptorler olarak adlandirilir. Son zamanlarda kullanilan
bu isimleri, G protein kenetli reseptorlerin hiicre zarimi yedi kez kat eden ve hiicre
disma bakan bir N ucu ile hiicre i¢ine bakan bir C ucuna sahip oldugunu ifade
etmektedir. Bununla birlikte son birka¢ yildir, heptahelikal veya serpentin olmayan
bir grup reseptor veya proteinin, biyolojik etkilerinin bir kismimi heterotrimerik G
proteinlerinin araciligi ile gergeklestirdikleri belirlenmistir (85). Bu reseptorler, hiicre
dis1 bir ligand baglama bdlgesi, bir transmembran bolge (domain) ve bir sitozolik
bolgeye sahip, hiicre zarini bir kez kat eden ve protein tirozin kinaz etkinligine sahip
proteinlerdir ve klasik olmayan GPCR’ler olarak tanimlanmaktadirlar (85).
Epidermal biiyiime faktorii, fibroblast biliylime faktorii, platelet kokenli biiylime
faktori, insiilin, insiilin-benzeri biiyiime faktorii reseptorleri bu ailedendir (86, 87).

Klasik GPCR’ler lipitler, biyojenik aminler, peptitler, proteinler, niikleotitler, koku
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veya 11k gibi farkli tipteki pekg¢ok uyaran tarafindan etkinlesir ve guanin
niikleotitlerini baglayan heterotrimerik G proteinleri ile kenetlenerek enzim veya
iyon kanallar1 dahil olmak tizere gesitli efektorlerin etkinligini diizenlerler. Salgi
hizinin kontrolii, kas kasilmasi ve metabolik igslemler gibi kisa donemli etkiler ve
biiylime ile farklilagma gibi uzun dénemli etkiler GPCR’ler tarafindan diizenlenir.
Klasik GPCR’lerin 1000°den fazla iiyesi oldugu bilinmektedir ve yapisal
farkliliklarina gore ii¢ aileye ayrilmaktadirlar (88). Bu aileler i¢inde en genis ve en
cok calisilani, rodopsin/f adrenerjik reseptdr benzeri reseptorleri kapsayan A
ailesidir. A ailesinin {iyelerinin hepsinde korunmus olan kalinti1 Asp-Arg-Tyr
motifindeki arjinindir. A reseptdr ailesinin biiyiik bir boliimiinde, ikinci ve tiglincii
hiicre dis1 ilmikleri (ECL2 ve 3) baglayan bir disiilfit kopriisii bulunmaktadir; ayrica
karboksil ucunda palmitoyillenmis bir sistein kalntisi dordiincii hiicre i¢i ilmigi
olusturabilmektedir. B reseptor ailesinin iiyeleri, disiilfit koprii ag1 olusturdugu
diisiiniilen, bir¢ok sisteinin yer aldigi uzun bir amino ucu ile tanimlanmistir. B
ailesinde A ailesindekine benzer, ECL2 ve 3’i baglayan bir distlfit kopriisi
bulunmakla birlikte, palmitoyillenme bolgesi eksiktir. B reseptor ailesi gesitli peptit,
hormon ve ndropeptitleri baglar. Ca ilesi iiyeleri 500-600 amino asitten olusmus,
olagandis1 uzunlukta bir amino ucu ile tanimlanmaktadir. Metatropik glutamat
reseptorler, GABA reseptorleri ve kalsiyum reseptorleri gibi iiyeleri olan C ailesi,
ECL 2 ve 3’te yerlesik sisteinler disinda A ve B reseptor aile iiyeleri ile ortak amino

asitler icermezler (89).

1.3.3.2. G proteinlerinin siniflandirilmasi

G protein aracili sinyal sistemlerinin ¢esitliliginin temelinde, G proteinlerinin
modiiler yapis1 ve bir¢ok alt tiplerin varligi yatar. Bugiine degin 20 o, 5 B ve 13 y
altbirimi tanimlanmistir (90). Ga altbirimleri molekiil agirliklar1 39-52 kDa arasinda
degismektedir. a altbirimleri guanin niikleotit baglama bdlgesi ile dogal GTPaz
etkinliginden sorumlu bolgeyi icerir ve ayrica, G proteinlerinin reseptor ve efektor ile
etkilesimlerinin 6zgilliigiinii belirler. B alt birimlerinin molekiil agirlig1 35-39 kDa, y
altbirimlerinin molekiil agirligi ise 7-8 kDa arasinda degismektedir (91,92). G
proteinlerinin  6zgiilliigiinii tanimlayan o alt birimleri amino asit dizilerinin

benzerligine gére Gas, Gai / 0, Gaq / 11 ve Gal2 / 13 olmak iizere dort aileye

15



ayrilmistir (Tablo 1) (74, 90, 93). Simdiye kadar 16 genin {iriinii olan 20 a altbirimi
tanimlanmigtir. Dokularin hepsinde bulunan adenilat siklaz sistemi ve retinal ¢ubuk
dis segmentlerinde bulunan cGMP fosfodiesteraz yolaklari, G protein reseptor ve G
protein efektor etkilesimlerinin anlasilmasinda model olarak kullanilmistir (84, 94).

Hormon ve koku reseptorleri, Gas ailesinin (Gas ve Goolf) tliyeleri ile etkileserek
adenilat siklaz1 uyarir ve cAMP sentez hizin1 artirir. Tek bir 6nciil mRNA’nin
kirpilmasi ile molekiil agirliklar1 44.2 kDa ile 45.7 kDA arasinda degisen dort farkl
Gos polipeptiti sentezlenir; ancak, bu polipeptitler sodyum dodesil siilfat
poliakrilamit jellerinde 45 kDa agirhiginda Gas-S (kisa) ve 52 kDa agirliginda Gas-L
(uzun) olmak iizere iki bant olarak go¢ ederler. Simdiye kadar adenilat siklazin 8
izoformu oldugu gosterilmistir ve bunlarn hepsi de Gas ile uyarilir. Bunlara ek
olarak Gos iskelet kasmndaki dihidropiridine duyarli voltaj kapili Ca™ kanallarini

uyarir ve kardiyak Na' kanallarinin baskilanmasima yol agar (84, 94).

NH,

PI3Ky
PLCS
COOH \\ iyon kanallari

\ )GTF‘ (J (1 GTP @ GTP

Efektorler

Adenilat siklaz Adenilat siklaz PLCE P115-RhoGEF

Axin Fosfodiesterazlar (Ca?") LARG

t(camP) Fosfolipazlar PKC PDZ-RhoGEF

PKA (CAMP) Rho AKAP-Lbc
Rho

Sekil 2. G proteinlerinin 6zgiinliigiinii tanimlayan o altbirimleri amino asit dizilerinin
benzerligine gore Gas, Gai/o, Gag/11 ve Ga12/13 olmak iizere dort aileye ayrilmistir
ve etkilestikleri efektor molekiillerde farkliliklar bulunmaktadir (93).

Koku alma epitelyumunda bulunan ve koku reseptorleri ile baglantili Gaolf

(olfactory) proteini adenilat siklazin kokuya 6zgii formu ile etkilesir. Gai / o ailesinin
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iiyelerinden olan Gai, adenilat siklazin baskilanmasi ile cAMP derisiminde azalmaya
neden olan G proteinidir ve Gail, Gai2, Gai3 olmak iizere {i¢ tipi bulunmaktadir.
Gai/ o ailesinden olan Gao beyin zar proteinlerinin %1-2’sini olusturur ve daha ¢ok
noronal konilerde bulunur. Gao’nun etkisini esas olarak By kompleksi ile yaptigi
diistiniilmektedir. Fakat efektorleri direkt olarak diizenleyip diizenlemedigi
bilinmemektedir (75). Goz proteyini sinir sistemi ve trombositler gibi cesitli
dokularda bulunmaktadir. Gai/o ailesinin Goaz digindaki tiim {yeleri bogmaca
(pertussis) toksini ile ADP ribozillenir. Goz proteini, Gai ile baz1 benzer fonksiyonel
ozelliklere sahiptir fakat 6zellikle Rapl GAP ve bazi RGS proteinleri ile etkilesimleri
gosterilmistir (95). Bu ailenin tliyelerinden olan gustducin ve transdusinler duyusal
fonksiyonlar ile iligkilidir (96, 97). Fotoreseptdr ¢ubuk hiicrelerinin dis segmentinde
bulunan rodopsin 1sik ile uyarilir ve transdusin 1 (Gat-r)’ 1 aktive eder. Uyarilmis
Gat-r cGMP 06zgiin fosfodiesterazt uyararak cGMP’nin sitoplazmik derisiminde
azalmaya yol acar. Retinal konilerde bulunan G proteini ise transdusin2 (Gat-c)
olarak isimlendirilir. Gat-c koni opsinleri ile baglantilidir ve farkl bir fosfodiesterazi
aktive eder. Transdusine benzer bir bagska G proteini sadece tat alma tomurcuklarinda
eksprese edilir ve “gustducin” Gogus olarak anilir. Gagust ile transdusinin amino asit
dizileri %80 benzerlik gdstermektedir (91, 94). Bircok hormon, ndrotransmitter ve
biiylime faktoriiniin etkileri fosfoinositite 6zgiin fosfolipaz C’ yi uyarma yetenekleri
ile aciklanir. Fosfolipaz C, zar lipidi fosfotidilinositol 4,5-bifosfat (Ins (1,4,5) P2)’ in
hidrolizini katalizler ve inositol 1,4,5-trifosfat (Ins (1,4,5) P3) ile diagilgliserol gibi
ikincil ulaklarin olusumuna yol agar (91). Bu yolaklarin diizenleyicisi olan Gaq / 11
ailesinin tiyeleri Gall, Gagq, Gal4, Gals, ve Gal6’ dir. Gaq ve Gall bir karigim
olarak sigir beyni ile si¢an karacigerinden ve bunlara benzer bir protein hindi
eritrositlerinden saflastirilmistir (98, 99) Gag/11 ailesinin iiyeleri, bogmaca ve kolera
toksini ile ADP ribozillenmez. Gaq ve Gall pek¢ok dokuda bulunur fakat Gaq / 11
ailesinden olan Gal5 ve Gal6 bilindigi kadariyla daha ¢ok hematopoetik hiicrelerde
bulunur (92). Gaq ile Gal1’in amino asit dizileri %88’ lik bir benzerlik gosterirken,
Gal4 ve Gal6 proteinleri ile Goq arasinda %55-60 benzerlik vardir (91). Gal2 ve
Gal3 proteinleri pek ¢ok yerde bulunur. Gal2 ve Gal3 proteinlerinin fonksiyonlar1
heniliz agikliga kavusmamustir fakat bu proteinlerin aktive mutantlar1 ile yapilan

calismalar, fosfolipaz A, Na'/H" degis-tokus proteini veya c-jun NH, terminal kinaz

17



gibi efektorleri uyararak cesitli sinyal yolaklarmi indiikledikleri gdsterilmistir (74,
100, 101).

1.3.3.3. G proteinlerinin yapisal o6zellikleri

Gat.GTPyS, Gat.GDP, Gat.AlF4ile Gail.GTPyS, Gail. GDP ve
Goat.AlF4’nin kristal yapilarinin ¢éziimlenmesi ile G protein o altbirimlerinin
yapilarina dair pek ¢ok bilgi elde edilmistir (102, 103). a altbirimi temel olarak iki
islevsel bolgeden olusur: GTPaz ailesine iiye tiim proteinlerde gozlenen, GTP’nin
baglanmasina ve hidrolizine yarayan ortak bir GTPaz bolgesi ve GTP’yi proteinin
gobegine gomen, heterotrimerik G proteinlerine 6zgii o sarmal bolgesi. GTPaz
bolgesi, alt1 uzun B seridi ¢evreleyen bes a sarmaldan olusmustur. Bu bolge tiim
GTPaz’ larda niikleotit baglanmasmi saglayan korunmus bdlgeleri igerir. Bunlar,
GTP baglama (GXGXXGKS), Mg™ baglama (DXXG) ve guanin halka baglama
(NKXD) motifleridir. GTPaz bdlgesinde reseptorlerin, efektdr molekiillerinin ve Py
kompleksinin baglanma bolgeleri bulunur. a altbiriminin ikinci bolgesi tamamaiyla bir
a sarmal yapidadir ve islevi bilinmemektedir fakat bu bdlgenin guanin niikleotidini
kendisi i1le GTPaz bdlgesi arasina gémen bir “kapak” olusturdugu diistiniilmektedir
(104). G B altbirimi N ucundaki yaklasik 20 amino asit igeren o sarmal yapisinda bir
bolge ile yedi kez tekrarlanan WD-40 (trp, asp; WD) motifinin olusturdugu pervane
seklindeki bir bolgeden olusmaktadir (105). Gy ve Gp altbirimleri N uglarindan
paralel bir biikliimlii biikliim yap1 olusturarak etkilesirler ve yalnizca denatiire edici
kosullarda birbirlerinden ayrilan bir dimer olustururlar. By kompleksi, a altbiriminin
reseptore ilginliginin (afinite) arttirilmasinda ve dogrudan yada G protein a altbirimi
ile birlikte cesitli efektorlerin diizenlenmesinde gorev yapar (106). By dimeri, Go-
GDP’deki hidrofobik cebe baglanir. GTP, Ga’ ya baglanarak hidrofobik cebi ortadan
kaldirir ve Ga’” nin GBy kompleksine olan ilginligini azaltir (107). By kompleksinin
ayrica G protein kenetli reseptor kinazlarin hiicre zarmma almmasma yolactigi

diistiniilmektedir.

3.3.3.4. G protein etkinliginin diizenlenmesindemolekiiler mekanizmalar

G proteinleri inaktif (sessiz) durumdayken a altbirimi, By kompleksi ve GDP
birbirine baghdir (105). GDP bagl dinlenim durumunda heterotrimerik yapida

bulunan G proteini hiicre dis1 reseptdrle yada hiicre i¢i efektor sistemleri ile etkilesim
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halinde degildir. Bir sinyal molekiiliiniin G protein kenetli reseptore baglanmasiyla
reseptor uyarilir. Uyarilan reseptor, 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 dimerinden ayrilir. Sonra, hem a altbirimi hem
de Py kompleksi iyon kanallar1 ya da enzimler gibi efektdrlerin aktivitesini
diizenlerler. G protein a altbirimi GTPaz aktivitesine sahiptir ve a altbirimine bagh
GTP’ yi GDP ve inorganik fosfata (Pi) hidrolizler. Olduk¢a yavas seyreden GTP
hidrolizi, efektér o altbirim kompleksinin ayrilmasina neden olur ve diizenleyici
sinyal sonlanir. GDP bagli o altbirimi ile By altbirimleri bir araya gelerek inaktif G
proteinini olustururlar ve uyarilmis reseptor varliginda yeni bir dongiiye girebilirler.
G proteinlerinin uyarilmasinda hiz belirleyici asama, niikleotit baglama cebinden
GDP’ ni nserbestlenmesidir. GDP, heterotrimerik G proteininden Ga altbirimi tipine
gore degisen bir hizda kendiliginden saliverilir. Ornegin, Gao’ dan GDP’ nin
serbestlenmesi i¢in koff 0.19 dak-1 iken, Gai2 i¢in koff 0.072 dak-1’dir (105,108). G
a altbirimlerinin uyarilmamis hali ise GPy kompleksinin baglanmas: ile kontrol
edilir. Ornegin, Mg™ yoklugunda GPy kompleksinin, Goo’nin GDP’ ye ilginligini
yaklagik 300 kez artirdig1 gosterilmistir. G proteinin reseptor ile uyarilmasi sonucu,
GDP’ nin saliverilmesi biiytik 6lciide kolaylasir (94). G protein a altbiriminin GTPaz
aktivitesini diizenleyen proteinlere RGS (Regulators of G protein signalingproteins;
G protein sinyalini diizenleyici proteinler) adi1 verilmektedir. RGS ailesinin 30’dan
fazla iiyesi oldugu ve hepsinde ortak olan RGS bdélgesinin bulundugu bilinmektedir.
Bu bolge a altbirimine baglanir ve GTPaz’1 uyararak GTP hidroliz hizin1 diizenler.
Normal olarak yavas olan i¢sel GTP hidrolizi, bir RGS proteinin baglanmasi ile artar
ve RGS’ler boylece etkin G protein sinyal siiresini azaltarak negatif sinyal
diizenleyicileri olarak gorev yaparlar. RGS protein ekspresyonunda ve islevinde
herhangi bir bozulma, sinyal siiresinin artmasina neden olur (109, 110). RGS’ lerin G
protein aracili sinyal kinetigini diizenlemenin yanisira sinyal iletiminin 6zglinliigiinii

etkiledikleri ve baz1 durumlarda efektor islevini tistlenebildikleri diistiniilmektedir.
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1.3.3.5. G protein islevinin kovalent uyarlamalar (modifications) ile

diizenlenmesi

1.3.3.5.1. Fosforillenme

G protein sinyal iletim selaleleri (cascades) G proteinlerinin o veya By
altbirimlerinde ceviri sonras1 gerg¢eklesen fosforillenme ve / veya agillenme gibi
uyarlamalarla da diizenlenir. Ornegin, Gai aile iiyelerinde, Go. altbirimlerinin protein
kinaz C ile fosforillenmeleri, sinyal iletimini baskilar (111,112). GDP bagh Gaz’nin
protein kinaz C tarafindan fosforillenmesi, heterotrimer olusumunu engeller ve
RGSZ1’ in GAP etkinligini durdurur (113,114). Gat ve Gas’ in GDP bagh formlar1
da kinazlarin substratlaridir ve Gal2’ nin fosforillenmesi Gy ile etkilesimini
engeller (115, 116). GB ve Gy altbirimlerinin fosforillendigine dair de ¢alismalar
vardir (117). Ozetle; fosforillenme Go. ve GPy aracili sinyal iletimini ayristirmakla
kalmaz, belli GBy efektorlerinin secici olarak modiile edilmesini de diizenler (105).

1.3.3.5.2. Lipit uyarlamalan

Proteinler, hiicre zarlarma yonelimleri sirasinda, 6zgiin lipitler tarafindan es
zamanli veya ceviri sonrasi degisimlere ugrarlar. Bu hiicresel islemlere lipitlenme ad1
verilir (Tablo 2) (118). Lipit modifikasyonlarinin, 6zellikle transmembran sinyal
sistemlerindeki sinyal molekiillerinin islevlerinde ©Onemli rolleri oldugu
bilinmektedir. G proteinlerinin o altbirimlerinde palmitoyillenme ve/veya
miristoyillenme ve 7y altbirimlerinde prenillenme oldugu gosterilmistir fakat B

altbirimlerinde herhangi bir lipit modifikasyonu bildirilmemistir.

Tablo 1. G proteinlerinde lipit yapilar1 ve hiicre zarma tutunum kalintilar1

Uyarlanan Uyarlanma
Lipit Yapl proteinler bdlgesi

Q
N T Trimerik G proteinleri (&) NH_ucu
H-Miristol N-Gly HRTK
H

0]
% _Palmitol "WMS-EW Trimerlk G protelnler] (o] internal

GPKR
Ras
S _Prenil WS-CF Trimerik G proteinleri (¥) COOHucu
Gerandgeranil Kiipiik G proteinleri
Retinal GRK
ANANAN S_Cys
Fameeil
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NRTKs: non-reseptor tirozin kinazlar (RTKs: Hiicre zarini yedi kez kat eden biiylime
faktorii reseptorleri), GPKR: G proteinleri ile kenetlenen reseptorler, GRK: 6zgiin
reseptor kinaz (118) karbonlu doymus yag asidi olan bir miristatin ¢evrimle es-
zamanl ve geri doniisiimsiiz olarak eklenmesiyle gerceklesir (119). Miristat proteine
kararli bir amit bag1 ile baglanir. Bu nedenle miristoyillenme geri doniisiimsiiz bir
modifikasyondur. Miristoyillenme sadece Gai ailesinin o altbirimlerinde olur.
Simdiye kadar incelenen tiim G protein a alt birimlerinden Got haric hepsi 16
karbonlu doymus yag asidi, palmitat igerir. Palmitoyillenme, a altbiriminin N ucuna
yakin sistein kalmtist ile palmitatin tiyoester bagi ile geri doniisiimlii baglanmasi
sonucu olusur (113). G protein y altbirimleri, 20 karbonlu izoprenoidgeranilgeranil
veya retinaya 6zgl yl, 15 karbonlu izoprenoid farnesil tarafindan kovalent olarak
degisime ugrar. Prenillenen proteinlerde, geranilgeranil veya farnasil yapisi y’ nin C-
ucundaki “CAAX” kutusundaki sistein kalintisina kalimli bir tiyoeter bagi ile
tutunur. Prenillenme sonrasi CAAX-COOH bdlgesinin en sonundaki ii¢ amino asit
proteolitik olarak kirilir ve yeni olusan C ucu karboksil metillenir (120).
Izoprenillenmenin, farnesillenme mi yoksa geranilgeranillenmemi olacagi X’ e
bagimli olarak gerceklesir. CAAX motifindeki X bir Ser, Met, Gln veya Ala ise
proteinde farnesillenme, eger Leu var ise geranilgeranillenme olur (118). G protein y
altbirimlerinde izoprenillenme engellenirse By kompleksi, ne lipit zar1 ve a altbirimi
ile etkilesir ne de efektdor molekiillerine sinyal iletilir (121, 122). Lipit
modifikasyonlar1 ayn1 zamanda protein protein etkilesimlerini diizenler. Ornegin,
Go’nin  Nmiristoyillenmesi Gy ve efektor etkilesimlerini diizenler; Gas’ in
palmitoyillenmesi ise GBy’ ya ilginligini arttirir.

1.3.3.5.3. ADP ribozillenme

G protein a altbirimlerinin bazilarinda kolera toksini veya bogmaca toksini ile
ADP ribozillenme bdlgesi bulunur. Bu bakteri toksinlerinin bircogu NAD "nin ADP
riboz grubunu, bazi1 G proteinlerine 6zgilin olarak aktarilmasmi katalizleyen
etkinliklere sahiptir (123). Kolera toksini, NAD" nin ADP riboz grubunun, Gas, olf,
t, gust o altbirimlerinin ortalarina yakin arginin (Gas-Arg201) kalintisina
aktarilmasmi katalizler (124). Gas’ in CTX ile ADP ribozillenmesi, GTP hidrolizini
engeller ve boylelikle adenilat siklaz geriye doniistimsiiz olarak uyarilir ve cAMP

diizeyi artar, bagirsakdaki epitelyum hiicresinin foksiyonunu degistirir ve asir1 su
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kayb1 olur. Bogmaca toksininin (PTX) Gai, o, t, gust proteinleri iizerinde ADP
ribozilledigi bolge o altbiriminin karboksilucundan dort amino asit uzakliktaki
sisteindir (125, 126). G proteinin PTX ile ADP ribozillenmesi sonucu olarak, Gai, o,
t, gust proteinleri ile 6zgiin reseptorleri etkilesemez. GDP/GTP degis tokusu, GTPaz
etkinlikleri ve adenilatsiklazin baskilanmasi gibi fiziksel 6zellikler G proteinlerinin
bogmaca toksinince ADP ribozillenmesi ile degismemektedir. ADP ribozillenmeyen
Gog/11 ve Gal2/13 ile Gai ailesinden olan Gaz’ de sistein kalintisi

bulunmamaktadir (123).

1.3.3.6. G Proteinleri ile diizenlenen efektorler

G proteinleri ile diizenlenen efektdr molekiillerinin klonlanmasi ile dokuya
0zgii ekspresyon profillerinde bir efektoriin birka¢ izoformu oldugu ve bu
izoformlarin Gprotein o altbirimleri ve/veya By altbirimleri tarafindan farkli bigimde
diizenlendikleri ortaya c¢ikmistir. Gprotein a.GTP ve Py altbirimlerinin dogrudan
etkilestigi efektor proteinler; retinal cGMP fosfodiesteraz, adenilat siklazlar,
fosfolipazlar, fosfolipit kinaz ve iyon kanallaridir (127).

1.3.3.6.1. Adenilat siklaz

Tiim hiicrelerde bulunan adenilat siklazlar, ATP" nin hiicrei¢i ikinci haberci
cAMP’ ye doniisiimiinii katalizleyen enzimlerdir. Adenilat siklazin simdiye kadar
farkli islevsel oOzelliklere sahip dokuz izoformu tanimlanmistir (121, 128, 129).
Memeli adenilat siklaz izoformlar1 yaygim olarak eksprese olurlar. Ancak, tip I ve II
esas olarak noronlarda, tip III ise yalnizca koku epitelinde bulunur (129). Her bir
adenilat siklaz enziminin diizenlenmesi, olduk¢a sasirtici bir degiskenlik gosterir.
Tiim izoformlar Gas tarafindan uyarilir. Gas proteinin aktivasyonu adenilat siklazi
uyarir ve CAMP derigsiminin artmasinayol agar. Artan cAMP derisimi PKA’y1 aktive
eder. PKA’nin katalitik altbirimleri c¢ekirdege dogru hareket ederek CREB gen
diizenleyici proteinini fosforiller ve bdylece gen transkripsiyonunun uyarilmasiyla
hiicresel yanit olusur. G protein By altbirimleri adenilatsiklaz tip I’ 1 baskilarken tip II
ve tip IV izoformlar1 Gy tarafindan uyarilir. Tip II ve tip IV’ iin uyarict
diizenlenmesi Gas’ in varligima da bagimlidir. Adenilatsiklaz tip II’ nin uyarilmasi
icin Gas ile kiyaslandiginda By’ nin oldukga yiiksek derisimlerine gereksinim vardir

(130, 131). Bu nedenle bu altbirimlerin, yliksek diizeylerde eksprese edilen Gai/o
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ailesinin iiyelerinden saglandig1 diisliniilmektedir. Son zamanlarda yapilan
calismalar, Gai’ nin {i¢ tipinin de tip V ve tip VI adenilatsiklaz enzimlerinin
baskilanmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Tip I adenilat siklaz secici olarak Goo
tarafindan baskilanirken tip I ve tip V adenilat siklazlar Gaz tarafindan baskilanabilir
(128, 131, 132). Hiicre i¢i Ca™ adenilat siklaz aktivitesini diizenleyenen onemli
diizenleyicidir. Adenilat siklaz tip I ile tip VIII ve daha az olmak iizere tip III, Ca"

kalmodulinile uyarilir. Diger izoenzimler Ca™’

a oldukc¢a duyarsizdir. Adenilat
siklaz izoformlarinin farkli diizenlenmeleri, bu enzimlerin G protein aracili
sinyalyolaklarida biitlinlestirici olarak gorev yapabildiklerini diisiindiirmektedir.

1.3.3.6.2. Fosfolipaz C p

Memeli sistemlerdeki fosfolipaz C enzimleri, -B, -y ve -0 olmak iizere ii¢
aileden olusur ve her birinin g¢esitli izoenzimleri vardir (133). Hormonlarin,
norotransmitterlerin ve biliyiime faktorlerinin bircogu G protein kenetli reseptorler
aracilig1 ile fosfolipaz C'yi uyarir. Fosfolipaz C, fosfotidil-4,5-bifosfat' in hidrolizini
katalizleyerek, inositol-1,4,5-trifosfat ile diagilgliserol ikinci ulaklarinin olusumuna
yol agar. G proteinleri ile diizenlenen PLC J ailesinin en azindan dort izoformu (PLC
B1-4) vardir (134). Adenilat siklazlarin diizenlenmesinde oldugu gibi, her birinin G
proteinleri ile 6zgiil etkilesim bigimleri vardir. Fosfolipaz C (PLC)’ nin G protein
aracili diizenlenmesinde en azindan iki farkli mekanizma vardir ve bu mekanizmalar
bogmaca toksin inhibisyonuna duyarhliklarma goére ayirt edilir. PLCP izoformlarmnin
hepsi G proteinlerinden bogmaca toksinine duyarsiz Gagq/11 ailesinin tyeleri ile
uyarilabilir. PLC B’ nin bogmaca toksinine duyarl diizenlenmesinin Gai / o ailesinin
bogmaca toksine duyarli Uyelerinin Py altbirimleri araciligi ile gerceklestigi
disiiniilmektedir (135).

1.3.3.6.3. cGMP Fosfodiesteraz

cGMP fosfodiesteraz (PDE) omurgalilarin ¢ubuk fotoreseptdr hiicrelerinin
gorsel uyarilmasinda merkezi rol oynar. Fotopigment rodopsinin bir fotonu
sogurmasi ile PDE uyarilarak, cGMP hidrolizlenir. Ardindan, cGMP kapili katyon
kanallarinin kapanmasiyla hiicre zar1 hiperpolarize olur (136). Retinal Gat proteini

PDE’ nin rodopsin tarafindan diizenlenmesine aracilik eder.
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1.3.3.6.4. Fosfoinositit 3-kinaz

Fosfoinositit (PI) 3 kinazlar ATP bagimli enzimler ailesindendir ve myo-
inositol iceren fosfolipitlerden, fosfotidilinositol (PI), fosfotidilinositol 4 fosfat ve
PIP2’ nin smrasiyla fosfotidilinositol 3 fosfat, fosfotidilinositol 3,4 bifosfat ve
fosfoinositol 3,4,5 trifosfat’ a fosforillenmesini katalizler. Birgok memeli hiicresi PI;
kinaz aktivitesin sahiptir ve heterotrimerik G proteinlerinin By altbirimleriile uyarilir.
Memeli hiicrelerinin bigogu heterotrimerik G proteinlerinin By altbirimleri ile
uyarilabilen PI; kinazaktivitesine sahiptir (129).

1.3.3.6.5. Fosfolipaz A2

Fosfolipaz A, (PLA,) prostanoidlerin sentezindeki hiz sinirlayic1 asama olan,
plazma zar1 lipitlerinden arasidonik asitin salinmasimi katalizler (137). Bu enzimler,
diisik molekiil agirlhikli salgilanan tiirler ve yiiksek molekiil agirlikli sitozolik
enzimler olmak flizere iki smifa ayrilir. Bu iki enzim smifinin diizenlenmesi
karmagiktir. Enzimin her 1iki tipinin de agonist ile wuyarilan arasidonat
metabolizmasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir (137). G protein By altbirimlerinin,
retinal PLA,; aktivitesini uyardig1 gosterilmistir (138).

1.3.3.6.6. iyon kanallar

G proteinlerinin K, Ca™ ve Na” a secici iyon kanallarinmn acilip-
kapanmasinda ve modiilasyonunda onemli rolleri vardir. Kalp K" kanallar1 gibi
orneklerde iyon kanallarinin G proteinlerince dogrudan diizenlenmesi ¢ok olas1 olsa
da, iyon kanal etkinliginin 6l¢timlerindeki teknik zorluklar1 nedeniyle ikinci ulaklar
gibi dolayli mekanizmalar1 goz ardi etmek zordur (139,140). Ca™ kanallari G
proteinleri birgok Ca'™ kanalini diizenler. Voltaj kapil Ca™ kanallar fonksiyonel
olarak L-, N-, T- ve P tip olarak siniflandirilmaktadir. Noronlardaki w-conotoxin’e
duyarli L- ve N-tipi Ca™ kanallar1 ile kalpteki L-tipi dihidropiridine duyarli Ca"
kanali, G proteinleri ile diizenlenir (141, 142). Voltaja bagimhi Ca* kanallarinin G
protein kenetli reseptorler tarafindan inhibisyonu ilk kez civciv dorsal kok gangliyon
preparasyonlarinda ve hemen bunun arkasindan pek ¢ok hiicre soyunda bildirilmistir
(143). Ayrica bazi caligmalar, opiod ve katekolamin reseptorleri ile kenetlenen
Gao’nun Ca™

(144).

kanallarinin inhibisyonunda rolii olabilecegini diistindiirmektedir
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1.3.3.6.6.1 Na" kanallar

Kalp hiicrelerinin B adrenerjik uyarilmasinda, hizh Na" akimi baskilanmakta
ve bu Na akimmnm baskilanmasmda Gas’ in dogrudan bir roli oldugu
diisiiniilmektedir (145). Bobrek epitel hiicre soyundaki amilorid’ e duyarh Na'
kanalmin bogmaca toksinine duyarli mekanizma ile uyardigi tanimlanmistir. Bazi
calismlar Goi3’ iin Na™ kanali aktivasyonunda rolii oldugunu vurgulamaktadir (146).
Bu kanalin diizenlenmesinde dolayli mekanizmalarin da roli oldugu
diistiniilmektedir.

1.3.3.6.6.2. CI' kanallan

Kalp ve epitel hiicrelerdeki CI' kanallarinin uyarilmasinin G protein bagimli
olarak gergeklestigi bildirilmistir. Hava yolu epitel hiicrelerindeki kistik fibroz
transmembran iletken diizenleyici (CFTR) kanalin, bogmaca toksinine duyarli G
proteinleri ile baskilanabilecegi kanitlanmistir. Heniiz tanimlanmamus bir kalp CI
kanalinin Gas ile dogrudan diizenlendigi gosterilmistir ancak ikinci ulaklara bagimli
mekanizmalar da g6z ardi edilmemektedir (147).

1.3.3.6.6.3. GIRK (G protein-Gated inwardly rectifying (K+) kanah

GIRK ( G protein kapil1 ige dogru diizeltilmis K" ) kanallar1, kalpte, merkezi
ve periferal sinir sistemlerinde ve endokrin dokularda bulunurlar ve yavas baskilayici
postsinaptik sinyal ile hormon salgilanmasini, bogmaca toksinine duyarli GPCR”’ ler
araciligi ile kontrol ederler (148). GIRK kanallariin uyarilmasi, bogmaca toksinine
duyarl G protein (Gai / o ve Gaq / 11)’ inden serbestlenen By dimerinin dogrudan
kanala baglanmasiyla gergeklesir (149). Merkezi sinir sisteminde hipokampusdaki
GIRK kanallari, postsinaptik ucda K’ iletkenligini artirrarak inhibitor
norotransmitter gegisine aracilik eder. Otonom sinir sistemindeki GIRK kanallar1 ise

vagus siniri araciligiyla parasempatik sistem tarafindan diizenlenmesiyle iligkilidir.

1.3.4.Miyometriyumda G Protein Sinyal Yollan

Miyometriyumda G proteinleri intraseliiler sinyallesmeyle iligkili olup
miyometriyal kasilma ve gevsemenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Hiicre
iginde Ca™ artisiyla PLC, G protein bagli plazma membran reseptdrlerinin
aktivasyonu sonucu stimiile edilir. Bu mekanizma ayrica kalsiyum kanallar1

aracilifiyla kalsiyum girisini de uyarir. G proteinleri 7 transmembran bolgeye sahip
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olarak plazma zarindaki hiicre yiizeyi reseptorleri ve efektorleri ile kenetlenerek
hiicresel sinyal iletisinde dnemli roller tstlenirler. G proteinleri GTP’ nin baglandig:
ve hidrolizlendigi bir a altbirim ile bir By kompleksinden olusmaktadir (150). o
altbirimi guanin niikleotit baglama bdlgesi ile dogal GTPaz etkinliginden sorumlu
bolgeyi icerir ve ayrica, G proteinlerinin reseptor ve efektor ile etkilesimlerinin
ozgilliigiinii  belirler. G proteinlerinin  6zgiinliiglinii tanimlayan a altbirimleri
aminoasit dizilerinin benzerligine gére Gas, Gai/o, Gag/11 ve Gal2 / 13 olmak
iizere dort aileye ayrilmistir ve etkilestikleri efektor molekiillerde farkliliklar
bulunmaktadir (93). Gai/o ailesinin {iyelerinden olan Gai, adenilat siklazin
baskilanmasi ile cAMP derisiminde azalmaya neden olan G proteinidir ve Gail,
Gai2, Gai3 olmak iizere {i¢ tipi bulunmaktadir. PLC’ nin olusturdugu IP; ve DAG
gibi ikinci habercilerin diizenleyicisi ise Gaq / 11° dir (151, 38). PLC’ nin G protein
aracilt diizenlenmesinde iki farkli mekanizma vardir ve bu mekanizmalar bogmaca
toksini inhibisyonuna duyarliliklarina gére ayirt edilir. PLC B izoformlarmimn hepsi G
proteinlerinden bogmaca toksinine duyarsiz Gag/11 ailesinin iiyeleri ile uyarilabilir.
PLC B’ nin bogmaca toksinine duyarl diizenlenmesinin Gai / o ailesinin bogmaca
toksine duyarl liyelerinin By altbirimleri aracilig ile gergeklestigi bilinmektedir. G
proteinleri inaktif (sessiz) durumdayken a 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, a altbiriminin guanin
niikleotit baglama bolgesinden GDP’nin serbestlenmesine ve yerine GTP’nin
baglanmasina yol agar. GTP’nin baglanmasi, G proteininde yapisal degisiklige neden
olur ve GTP baglh a altbirimi, uyarilmis reseptorden ve By’ den ayrilir. Sonra, hem o
altbirimi hem de Py kompleksi iyon kanallar1 ya da enzimler gibi efektorlerin
aktivitesini diizenlerler (151, 152).

Insan miyometriyumunda ¢esitli G proteinleri bulunmustur. G, adenil siklaz
aktivitesini uyarir, Gq1.3 1izoformlar1 ve Gyo adenil siklazi inhibe eder, Goq ve Gaii
PLC aktivitesini etkiler ve tiim bu proteinler gebe ve gebe olmayan kadinlarda
gosterilmistir (152, 153). Gq1,G3, Goug,Ga11 proteinleri gebe ve gebe olmayan
kadinlarda benzer seviyelerde iken, gebelerde Gy, azalmis ve G artmistir. Ancak en

onemlisi Gys ekspresyonunun gebelerdeki biiyiik orandaki artis1 Gos* ye bagli adenil
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siklaz aktivitesinin artmasina yol agar. Boylece gebelik boyunca intraselliiler cAMP

seviyesi artar ve bu da uterin sessizlige yol acar (42).

1.3.4.1. Miyometriyumda Fosfolipaz C

PLC, hiicre disinda bulunan agonistlerin reseptore baglanmasi sonucu G
proteini araciligiyla aktivasyon gosterir. OT, vazopressin, prostaglandin F2 alfa (
PGF2a ) gibi birkag hormon PLC yolagmi kullanan reseptorler {izerinde etkisini
gosterir. Uyarilmig reseptdriin G proteinini stimiilasyonu sirasinda dissosasiye olan a
alt birim PLC’ yi aktive etmektedir. Daha sonra bu enzim miyometriyum hiicre
membraninda bulunan fosfatidilinozitol bifosfatin iki ayri1 ikinci haberciye, DAG ve
IP3’ e parcalanmasini saglar (42). IPs sitozolden gegerek SR zarinda bulunan IPs’ e
duyarli Ca™ kanallarina baglanarak Ca" salgilanmasina neden olur. DAG ise protein
kinaz C (PKC) enzimini aktive eder. PKC bazi proteinleri fosforilleyerek hiicre

cogalmasinda rol alir (42).

1.3.4.2. Miyometriyumda Adenilat Siklaz

Adenilat siklaz enzimi ATP’den cAMP iiretmektedir. cAMP, etkisini inaktif protein
kinaz A enzimini aktive ederek gosterir. Protein kinaz A, bir hiicresel protein olan
MLCK’ y1 fosforile eder ve bu enzimin kalsiyum kalmodulin kompleksine olan
affinitesini azaltir (42). Boylece miyometriyal gevsemeye yol acar. Ayn1 zamanda
protein kinaz A, PLC’ yi inhibe ederek kalsiyum girisini ve kalsiyum pompalarinin

aktivasyonunu inhibe ederek de diiz kaslarda gevsemeye yol agar (42).

1.3.4.3. Miyozin Hafif Zincir Fosforilasyonu, Kasilma ve Gevseme

Miyometriyal diiz kaslardaki kuvvet iiretimi intraselliiler Ca™ konsantrasyonuyla
diizenlenir. Ca™ konsantrasyonundaki artis Ca™ kalmodulin kompleksinin
sekillenmesine ve miyozin hafif zincirlerin fosforile olarak aktomiyozin ¢apraz koprii
formasyonuna yol agar ve kasilma gerceklesir. Intraselliiler Ca™ konsantrasyonu
azaldiginda, MLCK aktivasyonu durur ve miyozin hafif zincir fosfataz araciligiyla
MLC defosforile olarak gevseme meydana gelir. MLC’ nin defosforilasyonu miyozin
ATPaz’ n aktivasyonunu inhibe eder bdylece ¢apraz koprii siklusu bazal seviyesine

doner (43, 54).
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3.4. Apelin

Orfan reseptor APJ’ nin ilk endojen ligandi olarak tanimlanan 36
aminoasitten olusmus peptit yapili bir hormon olan apelin ilk olarak 1998 yilinda
Totemato ve arkadaslar: tarafindan tanimlanmustir (1). Ilkkez sigir midesinden izole
edilmis olup (154). APJ reseptor ligandi olmasindan dolayr ‘apelin’ olarak
adlandirilmistir (1, 155).

Insanlarda apelin ekspresyonu ilk olarak kaudat nukleus, hipokampiis,
talamus, paraventrikiiler niikleus, preoptik alan, periventrikiiler hipotalamus,
ventromedial ve dorsomedial niikleuslar ve frontal kortekste tespit edilmistir (2).
Daha sonraki caligmalarda, apelin mRNA, o6zellikle spinal kord, korpus kallosum,
amigdala, substantia nigra, hipofiz bezi (3) ayn1 zamanda bobrekler, kalp, akcigerler,
plasenta ve meme bezleri gibi insan merkezi sinir sistemi ve bir¢ok perifer dokularda

gosterilmistir (3-5).

1.4.1. Apelinin Biyokimyas1 ve Metabolizmasi

Insanlarda apelin geni Xq 25-26, 1 kromozomunda yerlesmis olup (2). 77
aminoasitten olusan onciil bir maddeden sentezlenmektedir (156).

Apelin 12, 13, 16, 17, 19 ve 36 gibi birkag aktif peptit formuna ayrilir (1, 155,
156). 23 tane aminoasit bu onciil maddenin C u¢ kisminda lokalize olmus olup ve C
ug kismu tiirler arasinda biiyiik benzerlik gostermektedir (1).

Ik bulunan apelin peptiti apelin 36 olup, daha sonraki ¢alismalarda apelinin
daha kisa diger formlar1 da insan dokularinda ve sigir kolostrumunda tespit edilmistir
(1, 155, 157).

Apelin reseptoriiniin aktivasyonuna yol agan apelin peptitleri en az 12 C ug
kalintisina sahip olmalilar (158-160). Apelinin en kisa aktif aminoasit kism1 son 12 C
u¢ aminoasit formunda yer alir, apelin-11 ve daha kisa peptitler inaktiftirler (160).
Apelin reseptoriinii aktive etme yetenegine sahip en kisa aminoasit dizisi Apelin 13’
de bulunmaktadir. Apelin-12 ise ¢cok daha fazla aktiftir. Bu nedenle preproapelinin
65-77 son kismi (C-ug) apelinin biyolojik aktivitesi ve reseptére baglanmasi icin
bliylik onem tasimaktadir (155, 161). Apelinin N u¢ kismi ise ligand reseptor
etkilesiminde anahtar rol oynar (155). N u¢ kismmimn aminoasit sirasi

LVQPRGPRSGPGPWQGG seklindedir ve bu dizilis bilinen protein ve peptitlerin
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hicbiriyle benzer degildir. Bu kisim ayrica hidrofobik aminoasit yoniiyle zengindir
(1.
Tablo 2. insan apelinin biyoaktif formlarinin aminoasit dizisi ve apelin 12 C terminal

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

APELIN-36 H2N-LVQPRGSRNGPGPWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF-COOH
APELIN-17 H2N-KFRRQRPRLSHKGPMPF-COOH

PYR-APELIN-13 HN-Pyr-RPRLSHKGPMPF-COOH
APELIN-13 H2N-QRPRLSHKGPMPF-COOH

APELIN-12 H2N-RPRLSHKGPMPF-COOH

Apelin peptitlerinin biyolojik aktiviteleri peptit uzunluklariyla ters orantilidir.
Apelin-13, apelin-17" den 8§ kat, apelin-36’dan 60 kat daha giiclii etkinlige sahipdir
(1).

Apelin-13’ {in piroglutamilat formu yap1 olarak apelin-13’ten daha stabildir
ve ¢cogunlukla apelinin kisa formu olarak piroglutamilat kullanilmaktadir (157). Bazi
calismalarda, apelin-13’iin reseptore baglanma egiliminin apelin-36’dan daha fazla

oldugu gosterilmistir (162) ve apelin-36 reseptorden daha zor ayrilir (155).

HN-| preproapelin 1-77 |
—
HN- apelin 36 @2-77] |- COOH
ACE2 o— v i
|_apelin42-76 |+[Phe]  HN- [ apelin-17161-77]] s
v -(0OH
H_N-[apelin-13 {65-77] |
- COOH
o v
HJH—I P-Glu apelin-13] - COOH
ACE?
|P-Glu apelin 65-76 | + [Phe|

Sekil 3. Apelin peptitlerinin sentez ve metabolizmasi. Biyolojik olarak aktif peptitler
gri renkte gosterilmistir. QC glutaminil siklaz, ACE, anjiyotensin ddniistiiriicii

enzim-2, P-glu-piroglutamilat, Phe-fenilalanin (163).
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Apelin metabolizmasimnin bilinen tek yolu anjiyotensin doniistiiriicii enzimdir
(164). Ancak son yillarda apelin-13 ve apelin-36’nin C ug¢ kismindan fenilalalini
ayiran bu enzimden bagka ¢inko icerikli karboksipeptidaz enzimi de bulunmustur
(161). Plazmadaki baglica apelin peptitleri apelin-13 ve daha az olarak apelin-17’ dir
(163). Siganlarda plazma apelin seviyesi 23 pmol/L iken, insanlarda ise 89.8 pg/ml
kadardir (165). Apelinin plazmadaki konsantrasyonu diger dokulara gore oldukca
azdir. Bu da apelinin dolasimda sadece bir hormon gibi degil, nérotransmiter gibi

parakrin bir etkiye sahip olabilecegine isaret etmektedir (156).

1.4.2. Apelin Reseptorii

1992 yilinda O’Dowd ve arkadaslar1 anjiyotensin tip 1 reseptdr geniyle
aminoasit dizilimi olarak oldukga biiyiik benzerlik gosteren bir gen kesfettiklerinde
bu yeni geni, APJ olarak isimlendirerek G protein bagh reseptér olarak
kodlamislardir (154). Tatemoto ve arkadaslar1 1998 yilinda apelini tanimlayana
kadar ad1 orfan olarak kalmistir (1). APJ (apelin reseptorii, anjiyotensin 1 benzeri
reseptor) orjinal olarak insan genomik DNA’sindan polimeraz zincir reaksiyonu
yoluyla izole edilmistir (154). 380 aminoasitten olusan bu reseptoriin geni 11.
kromozomun ql2.1 kisminda yerlesmistir (154). Bu reseptdr icin Insan Genom
Orgiiti APLNR semboliinii onaylamistir. Bu reseptér, AGTRL1, APJ, APJR ve
FLJ90771 gibi birka¢ isme de sahiptir (166). APJ fare, sigcan, maymun, inek, zebra ve
kurbaga gibi diger birkag tiirde de tanimlanmistir (166).

Sicanlarda APJ ekspresyonu, kalp ve akcigerlerde en yiliksek oranda
bulunmakla birlikte hemen hemen tiim dokularda gosterilmistir (155). Daha diisiik
seviyede sican bobrek, hipofiz bezi ve iskelet kasinda (167) ve ayrica vaskiiler,
endokardiyal ve endotelyal hiicrelerde eksprese edilmistir (168-171). Sican beyninde
ozellikle hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler bolgelerinde ve hipofiz 6n
lobunda yogun olmakla birlikte (172) epifiz bezi, olfaktor sistem niikleuslarinda ve
hipofiz ara lobda da ekspresyonu gdsterilmistir (173). 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 iizere bircok merkezi ve perifer dokuda bulunmustur (2, 73, 168-170, 172).

Ayrica biiyiik capli kan damarlarinda otoradyografiyle apelin baglh boliimlerin varlig:
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tespit edilmistir (174). Beyinde APJ ekspresyonu, beyaz maddenin glial hiicrelerinde
(175), serebral korteks, epifiz bezi, hipofiz bezi, hipokampiis, piriform korteks,
dentat girus, lateral olfaktor traktus niikleuslari, dorsal rafe niikleuslarinda ve
hipotalamusta (169, 170, 175) gosterilmekle birlikte beyindeki en yogun ekspresyon
bolgeleri hipotalamustaki paraventrikiiler ve supraoptik niikleuslar olarak tespit
edilmistir (2,172).

Fare apelin reseptérii 377 aminoasitten olusmus olup, insan apelin
reseptoriiyle % 91 dizilis benzerligi gosterirken, sigan apelin reseptorii ise 377
aminoasitten olugsmustur ve insan reseptoriiyle % 89 dizilis benzerligi gosterir (166).

APJ ile Angiotensin II (AT2) reseptor arasinda Onemli yapisal benzerlik
(aminoasit dizilisi yoniiyle % 3040 benzerlik gosterir) olmasina ragmen AT2, APJ
ile etkilesime girmemektedir. Her iki reseptor arasinda tiim aminoasit dizisinde 115
aminoasit (% 30 ) (176) ve transmembran bolgede 86 aminoasit ( % 54) (154), aynm
zamanda doku ekspresyonunda (170) yiiksek oranda benzerlik vardir. Bu
benzerliklere ragmen AT2, apelin reseptoriine baglanmadigi gibi, apelin de AT1
reseptore baglanmamaktadir (2, 177).

Tablo 3. Apelin ve Apelin Reseptoriiniin Karakteristik Ozellikleri (Kleinz MJ 2005).

Apelin Reseptorii (APJ) Apelin
Esanlamlist Angiotensin reseptor-like 1 APJ endojen ligand
Molekiiler sinif 7-transmembrandz G protein-bagli reseptor Peptid ligand
Aminoasid sayist 380 77 (prekiirsor)
Molekiiler agirlik (Da)  42.660 8.569
mRNA boyutu (bp) 1143 234
Kromozom Lokusu 11q12.1 X25-26.3
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Tablo 4. Apelin ve APJ’nin dokulardaki dagilimi (Kleinz MJ 2005).

APJ Apelin

Rat Fare Insan  Rat Fare  Insan
Bevin ++ + +++ + +++ ++
Serebellum + + + +
Hipofiz bezi + + + ++
Spinal kord +++ A+t + ++ ++
Adrenal bez + +
Tiroid bezi ++
Dalak - + +++ - +
Timus + + _
Kalp ++ +4++ + ++ ++ +
Endotel hiicreleri ++
Akciger s ++ H +
Mide + + + _
Ince barsak + ++ + _
Kalmn Barsak + ++ +
Karaciger + + — — _
Pankreas - + - +
Bobrek + + + + + +
Testis + + + + ++ +
Prostat + +
Ovaryum + + + + +
Uterus + + + + — _
Plasenta ++ ++ 4t
Meme + 4t
Iskelet Kast ++ ++ + + + -
Adipoz Doku ++ +
Kikirdak ++

1.4.3. Apelinin Etkileri
Yeni bir hormon olmasma ragmen apelinin organ ve sistemler {lizerindeki

etkilerini konu alan birgok ¢alisma gerceklestirilmistir. Peptidin etki alanlar1 genel
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olarak metabolizma, kardiyovaskiiler sistem, hipotalamo hipofizyal sistem ve iireme
sistemidir.

1.4.3.1. Diiz Kaslar Uzerine EtKisi

Apelin ve APJ, diiz kas hiicrelerinde eksprese edilir (174, 178, 179). Apelin
in vitro ve in vivo, diiz kas hiicrelerinde doz bagimli olarak MLC’nin
fosforilasyonuna yol acar (180). Apelin, sican miyozitlerinde Ca™ gegisinin
amplitiidiinii artirir ve elektriksel stimiilasyon boyunca SR’deki kalsiyum igerigini
azaltir. Apelinin bu etkisi ilizerinde PKC’nin 6nemli bir katkist vardir. SR’deki
kalsiyum igeriginin azalmast PKC bagimli mekanizmayla olurken, Ca™ gecisinin
artmas1 ise PKC’den bagimsizdir (178).

Sican torasik aortadan izole edilen vaskiiler diiz kaslarda apelin, PL;K
(fosfatidil inositol 3 kinaz)/Akt-ERK1/2 sinyal yolaklarmi aktive ederek hiicre
proliferasyonunu doz ve zaman bagimli olarak stimiile eder. Apelin APJ’ye
baglandiginda PI;K’nin fosforilasyonuna yol acar, o da Akt (hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve apoptoza karst koruma i¢in gerekli bir enzim) ve onun sinyal
molekiilii olan ERK1/2” yi (ekstraselliiler sinyal diizenleyici protein kinaz) aktive
eder, siklin D1 sentezlenir ve bu dongii hiicre proliferasyonuna yol agar (181, 182).
Bir baska caligmada apelin fare osteblast hiicrelerinde JNK (hiicre proliferasyonunda
ve apoptozda Onemli rolii olan bir enzim) ve PI3-K/Akt yolagmi kullanarak
proliferasyonu stimiile ettigi ve apopitozu baskiladig1 gosterilmistir (162).

Apelin, insan umblikal arter diiz kas hiicrelerinde yapilan ¢alismada serum
yoksunluguna bagli olarak meydana gelen apopitozu baskilar ve bu anti apopitotik
etkisini PI;-K/Akt sinyal yolaklar1 araciligiyla APJ reseptorlerini kullanarak
gerceklestirir. Apelin bu yolaklar1 aktive ederek hiicresel gelisimin devamini saglar
(183). Apelinin, ayn1 yolag1 kullanarak insan osteoblast hiicrelerinde de apopitozu

baskiladigi gosterilmistir (183).

1.4.3.2. Besin Alimu Uzerine Etkileri

Apelin-13’iin intraserebroventrikiiler (ICV) yolla uygulanmasi, sadece ag
hayvanlarda ve doz bagimli olarak besin alimini anlamli diizeyde artirir (184). Buna
z1t olarak, bir baska ¢alismada ICV uygulanmasi hem a¢ hem de tok hayvanlarda
besin alimmi azaltmistr (185). O’Shea ve arkadaslar1 apelin-13’iin ICV
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uygulandiginda giindiiz besin alimini stimiile ettigini gece ise baskiladigini
gostermislerdir (186).

Apelin-13 intravendz (IV) uygulandiginda ise, 24 saat a¢ birakilmis ve ag
olmayan sicanlarda herhangi bir etkisi olmamustir (185). Apelin intraperitoneal

uygulandiginda da besin alimi tizerinde etkisi olmamaistir (187).

1.4.3.3. Insiilin ve Obeziteyle Iliskisi

Apelin mRNA ve proteini insan ve fare yag doku ve hiicrelerinde
bulunmustur (188). Biiyilk miktarda beyaz adipoz dokudan, daha az miktarda
kahverengi adipoz dokudan eksprese edilmektedir (188).

Insiilin yag dokuda apelin sentezini stimiile eder (188-190) ve plazma apelin
seviyesi hiperinsiilinemi ve insiilin direnciyle iligkili olarak obezitede 6nemli
diizeyde artig gosterir (163). Plazma apelin konsantrasyonu obez farelerde zayif
farelere gore 24 kat daha yiliksektir (188,191). Bununla birlikte, obez hayvan
modellerinde apelin ekspresyonundaki artisin en biiyiik belirleyicisi yag dokudan ¢ok
insiilin seviyesidir (188). Hiperinsiilinemik obez farelerde hem adipozitlerde hem de
plazmada apelin seviyesi olduk¢a yiikselmistir (188).

Apelinin insiilin  sekresyonu lizerinde belirgin inhibe edici etkisi
belirlenmistir (171). In vivo ve in vitro apelin-36, glikozla indiiklenmis insiilin
sekresyonunu stimiile eder (171).

Yag dokudaki apelin ekspresyonu aclikta giiclii bir sekilde inhibe olur ve
yemekten sonra plazma insiilin ve apelin seviyesinin artmasina paralel yag doku
apelin mRNA diizeyleri hizla normale doner (188). Yag dokudan apelin ekspresyonu
yag hiicrelerinin hipertrofi derecesini yansitir (192). Apelin yag dokunun
damarlanmasina yol acar (193). Apelin, yag dokuda normal ve insiilin direngli
kemirgenlerde glikoz kullanimini artirarak plazma glikoz seviyesini diisiiriir (194).
Obez ve insiilin direngli farelerde apelin insiilin duyarli dokularda glikoz alimini
artirir (194).

Plazma apelin seviyesi, tip 2 diyabetli hastalarda saglikli kontrol grubuna
gore daha disiiktir (195, 196). Ancak daha Once tedavi goren tip 2 diyabetli
hastalarda bu bulgulara zit sonuglar elde edilmistir (197). Apelinin bu hastalarda

bazal ve glikoz uygulandiktan 2 saat sonraki plazma seviyesi yiikselmistir ve glikoz
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tolerans1 da azalmistir (197). Ayrica deneysel olarak diyabet olusturulmus farelerde
apelin ekspresyonu azalmistir (188). Insiilinin tersine, glikozun apelin sentezi
iizerinde herhangi bir etkisi yoktur (188,190).

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 (160). Plazma apelini insanlarda viicut

kitle indeksiyle pozitif korelasyona sahiptir (190).

3.4.3.4. Kardiyovaskiiler Etkileri

Apelin kardiyovaskiiler sistemde giiclii vazodilatator ve pozitif inotropik
etkiye sahiptir. Apelinin giiclii doz bagimli inotropik etkisi, sicanlarda (198-200) ve
farelerde (201) in vivo olarak gosterilmistir (201, 202). In vitro ¢alismalarda da
apelinin giiclii pozitif inotropik etkisi direk olarak sigan (202-204) ve insan kardiyak
dokularinda gosterilmistir.

Apelinin inotropik etkisi PKC ve PLC aktivitesinin sonucudur. Izole sigan
kalbinde PLC’nin blokaj1 apelinin pozitif inotropik etkisini % 68 oraninda azaltir.
Benzer sonu¢ PKC’nin blokajinda da elde edilmistir (202). PLC, DAG yoluyla
PKC’yi aktive eder. Apelinin sodyum iyonu tlizerindeki etkisi PKC ile iligkilidir ve
apelinin sodyum iizerindeki etkisi PKC inhibitorii kullanildiginda % 90 azalir (203).
PKC’nin aktivasyonu Na'/H™ degistiriciyi fosforile eder. Bu degistirici protonlar
disar1 ¢ikarip sodyumu iceri alarak iceride sodyum miktarinda artisa yol acar ve
hiicre i¢inin pH’mi1 alkali duruma getirir. Bu durum miyofilamentlerin kalsiyuma
olan hassasiyetini artirarak pozitif inotropik etkiye yol agar (202, 203). Aym
zamanda sodyumun artisiyla indirek olarak Na'/Ca™ degistirici aktiflesir, hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonu artar ve dolayisiyla da kontraktilitede artis meydana gelir.
Na'/Ca™ veya Na'/H" degistiricilerin blokaji apelinin inotropik etkisini % 60 veya
daha fazla oranda azaltir (202).

Apelin sican kardiyak miyozitlerde kalsiyum ge¢isinin amplitiidiinii PKC’den
bagimsiz olarak artirirken, SERCA ve Na'/Ca™ degistiricilerin aktivitesini PKC
bagimli olarak artirir. Ancak SERCA iizerindeki etkisi daha azdir. Boylece SERCA
ile igeri alinan kalsiyum miktar1 degistirici ile disar1 atilan kalsiyum miktarindan

daha az oldugundan SR’deki kalsiyum icerigi azalir. Ayrica apelin riyanodin reseptor
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aktivasyonunu da artirarak daha fazla kalsiyum saliverilmesini saglar ve bu etki ise
PKC’den bagimsizdir (205). Na'/Ca™ ve Na"/H" degistiriciler, PKC ve PLC apelinin
pozitif inotropik etkisinde 6nemli rol oynarlar.

Apelinin pozitif inotropik etkisinin hizli bir artisla gecici oldugunu gosteren
calismalarin (204) yanisira yavas bir sekilde artarak stirekli bir inotropik cevaba yol
actigini gosteren calismalar da mevcuttur (178, 199, 202).

Apelinin kalpte interkale disk etrafindaki yiiksek miktardaki konsantrasyonu
hiicresel elektriksel iletisimde rolii oldugunu gosterir (204). Apelin sican kiiltiir
kardiyomiyozitlerinde tek katmanda iletim hizini, spontan aktivasyon frekansini
artirir. Aksiyon potansiyelinin yayilmasini ve kontraktiliteyi direk olarak etkiler
(204).

Kemirgenlerde eksojen apelin uygulamasi nitrik oksit (NO) bagiml
mekanizmayla hizli bir sekilde kan basincinda ve ortalama kapiller basingta diisiise
yol acar, giiclii vazodilator ve venodilatator etki gosterir (2, 161, 206-212).

Apelinin hipotansif etkisi NO/L-arjinin sistem araciligiyla olur (160). Apelin
endotelyal hiicrelerde endotelyal nitrik oksit sentaz fosforilasyonunu stimiile eder
(208). NO, guanil siklaz1 aktive eder, cGMP seviyesi artarak vaskiiler diiz kaslarda
gevseme meydana gelir (213). Nitrik oksit sentez inhibitorii (L-NAME),
intraperitoneal uygulandiginda sistolik kan basmcini vahsi tip ve APJ olmayan
farelerde artirir. L-NAME uygulandiktan 15 dk sonra apelin uygulandiginda, daha
once L-NAME ile tedavi edilmemis vahsi tip farelerde sistolik kan basinci akut ve
gecici bir sekilde azalwr. Buna karsin, L-NAME ile tedavi edilmis vahsi tip ve APJ
olmayan farelerde ayni doz apelin uygulamasi sistolik kan basincinda hemen hemen
hicbir degisiklige yol agmaz (208).

Apelinin periferal uygulanmasma zit olarak ICV uygulanmasi uyanik
sicanlarda ortalama arteryel basingta doz bagimli artisa yol acar (210). Apelinin kan
basmcinin diizenlenmesindeki santral etkisi, periferal etkisinden daha biiyiiktiir (210,
214).

Apelin in vitro, insan safen vende ve mamarian arterde (174, 177) vaskiiler

diiz kas iizerine direk etkiyle vazokonstriksiyona sebep olur.
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Apelin ve APJ’nin insanlarda kalp yetmezliginin patofizyolojisinde rolii
vardir (176, 215) ve NO bagimli mekanizma yoluyla kardiyovaskiiler hastaliklarda
koruyucu etkisini gdsterir (200, 208, 216-218).

Apelin  APJ ekseni, kalbin kasilma giiclinii artirarak baslangigta
kompansatuvar olarak islev gorerek erken donemde artar (176, 198, 199, 219), fakat

daha sonra kalp yetmezliginin son doneminde azalmaya baslar (220-222).

3.4.3.5. Sivi-Elektrolit Dengesi ve Hipotalamo-Hipofizeyal Eksenle iliskisi

Apelin ve APJ, hipotalamusta vazopressin ve oksitosinin sentezlendigi
supraoptik ve paraventrikiiler ¢cekirdeklerde bol miktarda eksprese edilir (11, 162,
212-224). Normal hidrate sicanlarda apelinin santral ve periferal uygulanmasi su
alimini artirir (2, 161, 184).

Izole sigan hipotalamik doku &rneklerinde, apelin ADH salmimmi stimiile
eder (184). Buna zit olarak bir bagka ¢alismada, apelin farelerde ICV uygulandiginda
vazopressinerjik ndronlarin aktivitesini ve vazopressin salinimini inhibe eder, plazma
vazopressin konsantrasyonunu azaltir (212) diiirezi artirr (11, 225, 226), su alimina
yol acarak dehidratasyonu azaltir (184, 212). Dehidratasyon, apelin (226) ve APJ
(227) ekspresyonunu artirir ve ADH ekspresyonunu azaltir (226).

Apelinin ICV uygulanmasi plazma adrenokortikotropik hormon ve kortizolii
artirir, prolaktin, follikiilii stimiile edici hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH)
ve tiroid stimiile edici hormonu baskilar, biiyiime hormonu iizerinde ise herhangi bir
etkisi yoktur. In vitro, apelin-13 hipotalamik doku orneklerinden kortikotropik
hormon ve arjinin vazopressin salinimim stimiile eder, fakat néropeptit-Y iizerinde
herhangi bir etkisi yoktur (184). Apelin-17’ nin in vitro, perflizyon sistemiyle 6n
hipofize uygulanmasi bazal adrenokortikotropik hormon sekresyonunu anlamli

diizeyde artirir (228).

1.4.3.6. immiin Sistem Uzerine Etkileri

APJ insan ve maymun immiin yetmezlik viriislerinin hedef hiicre igine
girisinde bir koreseptor olarak islev gérmektedir (229, 230). Benzer sekilde APJ’nin,
HIV tarafindan membrana tutunma ve hiicreye giris icin kullanildig1 gosterilmistir
(229, 231, 232). Apelin peptitleri HIV’in APJ eksprese eden beyindeki NP-2/CD4
hiicrelerine girigini inhibe etmektedir (233- 235). Apelin peptitlerinin bu inhibitor
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etkisi molekiiler biiyiikliikleriyle ilgilidir (233, 234). Apelin-36 en yliksek inhibitor
etkiyl gosterirken onu sirasiyla apelin-17, apelin-13 ve apelin-12 izlemektedir.
Apelin reseptoriine baglanmayan apelin-11’in ise herhangi bir etkisi yoktur (55). Son
olarak HIV ile enfekte olmus dokulardaki apelin ekspresyonu normal dokulara gére
daha az bulunmustur (233).

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 (99, 236) fare ovaryum

hiicreleri lizerinde kemotaksik aktivite gdsterir (155).

3.4.3.7. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Kemirgenlerin gastrointestinal traktuslarinda apelin ve APJ bulunmustur (10,
237, 238). Apelin ekspresyonu, en yiiksek diizeyde mide fundusunda ve daha az
olarak bagirsaklarda gosterilmistir. Duodenum ve kolona kiyasla ileumda daha
yiiksek miktarda eksprese edilir (10).

Apelin in vitro, mide hiicre proliferasyonunu artirir. Apelin-13 kemirgen
intestinal dokudan kolesistokinin sekresyonunu stimiile eder (10). Apelin-13 ve APJ,
gastrik enterokromafin benzeri hiicrelerde de eksprese edilir ve gastrik asit

sekresyonunu inhibe eder (239).

3.4.3.8. Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

Apelin solunum fizyolojisinde 6énemli bir role sahiptir. Sican akcigerlerinde
yliksek miktarlarda apelin ve APJ mRNA ekspresyonu gosterilmistir (155, 156).
Yiiksek miktarda APJ mRNA da sican medulla oblongatasinda bulunmustur (155).
Apelin-13’iin traktus solitaryusa mikroenjeksiyonu apneyle sonug¢lanmistir (214).
Plazma apelini kronik parankimal akciger hastaliginda azalmistir (240). Kronik
hipoksik pulmoner hipertansiyonu olan sigan modelinde, akciger dokusundaki apelin
konsantrasyonu azalmistir ancak pulmoner doku kitlesinin artmasi sonucu toplam
pulmoner apelin icerigi ayni kalmistir (241). Pulmoner apelin igerigi hipoksiyle
degismez ve plazma apelin seviyesiyle aralarinda bir korelasyon yoktur. Apelin
normoksik sican arterinde vazokonstriiktor tonusu diizenler ve bu etkisi hipokside

goriilmemistir (241).
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Insan umblikal ven endotel hiicrelerinde embriyonik formasyon sirasinda
apelin reseptorlerinin ekspresyonu goézlemlenmistir (168). Apelin, ERK ve Akt
fosforilasyonuna yol agar ve in vitro bu endotel hiicrelerin proliferasyonunu saglar.
Apelin gozde vitroze enjekte edildiginde retinal vaskiiler agdaki endotel hiicreleri
artirr (242).

Apelin osteoblastlarda eksprese edilerek bu hiicrelerde proliferasyonu stimiile

eder, apopitozu baskilar (183, 243). Noronlarda apopitozu inhibe eder (186).

3.4.3.9. Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Sigir over follikiillerinde graniiloza hiicrelerinin farkl gelisim safhalarinda
apelin mRNA ekspresyonu bulunmamakla birlikte APJ ekspresyonu, Ostrojen inaktif
dominant follikiillerin graniiloza hiicrelerinde diger follikiillere kiyasla anlamli
diizeyde artmistir. APJ mRNA ekspresyonu ise preovulator follikiillerin teka
hiicrelerinde kiiciik follikiillere gore artmustir (244, 245).

Graniiloz hiicre apopitozunda APJ mRNA ekspresyonu anlamli diizeyde
yiiksektir (245). FSH, in vitro kiiltlir graniiloza hiicrelerinde APJ ekspresyonunu
inhibe eder. LH, teka hiicrelerinde apelin ve APJ mRNA ekspresyonunu stimiile
eder. Progesteron, graniiloza hiicrelerinde APJ ekspresyonunu uyarir (245).

Apelin ve APJ’nin intraluteal arterlerin diiz kaslarinda lokalizasyonu
gosterilmistir. Apelin mRNA erken (1-7 giin) ve orta (8-12 giin) luteal sathalarda
yiiksek seviyededir en yliksek seviyesine ge¢c donemde ulasir (246), bu seviye
istatiksel olarak hamilelik donemindekinden daha fazladir (244). APJ mRNA ise,
erken luteal fazda artar, en yliksek seviyesine orta luteal fazda ulasir (244). Luteal
fazin sonunda APJ ve apelin diismeye baslar ve KL nin gerilemesiyle asir1 bir diisiis
gosterirler (244).

Apelin, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve fibroblast biiylime faktorii
gibi anjiyojenik faktorlerle birlikte etki ederek, KL’de anjiyojenik etkisini gdsterir
(247). Bu etkiyle kapillerlerin proliferasyonunu saglar, preovulator follikiiliin
seciminde rol alir, besin ve dnciil maddelerin artmasina yol agar ve boylece dominant
follikiiliin bliylimesini saglar (244).

Sigir KL’sinde PGF,, luteolizise yol agar ve apelin ve APJ ekspresyonunu

artirir. Ayrica bu etki sadece orta KL’de 0,5-2 saat i¢inde goriiliir. PGF,,’nin apelin
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ve APJ ekspresyonunu 0,5-2 saat siiresince artirmasi, luteal kan akisindaki artig
zamaniyla tamamen uyumludur. PGF,, injeksiyonundan 4 saat sonra
vazokonstriksiyona baglh olarak luteal kan akisinda bariz bir azalma meydana gelir,
apelin ve APJ ekspresyonu da ayni1 sekilde bir diislis gosterir (248).

Apelin APJ sistemi sigir KL’ sinin diiz kas hiicrelerinde lokalizedir ve eNOS
NO sistemi yoluyla etkisini gosterir. Apelin diiz kas hiicrelerinde Ca™u artirir, eNOS
kalmoduline Ca™ bagimli olarak baglanir ve kisa siire iginde NO salnir (248). NO
iretimiyle vazodilatasyon meydana gelir, sonrasinda kan basinci diiser. Bdylece
apelin eNOS NO sinyal yolaklarinin modiilasyonuyla luteal kan akis1 iizerinde
diizenleyici rol oynar (246).

Apelin insan plasentasinda 1. ve 3. trimesterde bulunmustur (249). Normal
plasentada apelin  ekspresyonu plasental villuslarda, sitotrofoblast ve
sinsityotrofoblastlarda gebeligin 1. trimesterinden 3. trimesterine kadarki donemde
azalis gosterir, buna karsin APJ ekspresyon diizeyi plasentanin endotel hiicrelerinin
ve sitotrofoblastlarin sitoplazmalarinda artar. Buna zit olarak, preeklampsili
gebelerde (237), plasental villuslarin endotelyal hiicrelerindeki kismi artisla beraber,
tiim plasental boliimlerde hem apelin hem de APJ ekspresyonu ¢ok giiclii bir sekilde
artmustir (249).

Apelin-36 mRNA hipertansif gebelerde normal gebelere kiyasla daha diisiik
bulunmustur (250). Gestasyonel diyabetes mellituslu ve normal glikoz toleransi olan
gebelerde subkutandz adipoz doku, visseral adipoz doku ve plasental dokularda
apelin ve APJ ekspresyonunda anlamli bir fark yoktur (63).

Maternal apelin konsantrasyonu normal sicanlarda gebeligin son haftasinda
yaklagik olarak % 50 oraninda diislis gosterir. Bunun sebebi fetoplasental dokunun
eliminasyonunun artisidir (251). Insanlarda maternal apelin konsantrasyonu, fetal, 1
giinliik ve 4 giinliik neonatallerdeki diizeyiyle kiyaslandiginda anlamli diizeyde daha
disik bulunmustur. Fetal 1 giinliik apelin konsantrasyonu ise 4 giinlik
konsantrasyonuna  gore  diisiiktiir. =~ Umblikal plazma Orneginde apelin
konsantrasyonunun belirgin derecede yliksek olmasi, apelinin intrauterin gelisimdeki
roliinii desteklemektedir. Dogum sonrasi 1. giin dolasimdaki apelinin hizli bir sekilde
diismesi plasentanin ayrilmasindan kaynaklanmaktadir. 4. giindeki artis1 ise Olii

uterusta giderek artan anjiyogenez nedeniyledir. Ayrica apelin konsantrasyonu ile

40



dogum agirligi, cinsiyet ve dogum sayis1 arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir
(252).

Apelin mRNA ¢esitli dokularda tespit edilmekle beraber en yiiksek diizeydeki
ekspresyonu gebe siganlarin meme bezlerinde bulunmustur (253). Emziren siganlarin
meme bezlerinde de apelin yiiksek oranda eksprese edilir (253). Hamilelik boyunca
meme bezlerinin gelisimine paralel olarak apelin ve mRNA diizeyi giderek artar,
hamileligin sonlarinda ve dogumda en yliksek seviyesine ulasir (253). Dogumdan
sonra da meme bezlerinde apelin diizeyi hala yiiksektir ve 21 giin iginde seviyesi
giderek diiserek bazal seviyesine iner. Apelin sigir, sigan ve insan siitiinde
bulunmustur (253). Sigir kolostrumunda apelinin biiylik miktarlarda (14-93
pmol/ml) sekresyonu gosterilmistir (253). Ayrica laktasyondaki sican siitiindeki
apelin peptit icerigi 300-600 ng/ml gibi oldukca biiyiik miktarda bulunmustur (10).

Amagc: Bu tez ¢aligmasi apelinin gebe sicanlarda miyometriyum kasilmalari
iizerindeki olasi1 etkilerini arastirmak icin gerceklestirilmistir. Apelinin siganlarda
uterus kontraksiyonlar1 {izerindeki etkisini konu alan hi¢bir arastirmanin
bulunmamasi, mevcut ¢alismanin bilimsel degerini arttirmaktadir. Ayrica apelinin
olas1 etkisinde, PKC yolaginin araci rol oynayip oynamadiginin sorgulanmasi, heniiz
etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olan apelinin, hiicre i¢i sinyallesmedeki
bilinen bazi etkilerine yeni ek deliller saglayabilecektir. Gebelik ve laktasyon
sireglerindeki siganlarda plazma apelin konsantrasyonlarinin belirlenmesi de
hormonun bu siireglerdeki olasi etkilerinin anlasilmasina yonelik yeni bulgularin
yorumlanmasinda etkili olabilecektir. Bu tez c¢aligmasmin gergeklestirilmesi
sonucunda, metabolizma-obezite-gebelik-dogum etkilesimlerini konu alan yeni

arastirmalar icin 6nemli bakis agilar1 ortaya ¢ikacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarinin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezin’den temin
edilen, 200-250 g agirhiginda 41 adet Wistar cinsi intak disi sigan kullanild:.

Siganlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda, 22+1 °C oda sicakliginda,
plastik kafeslerde tutuldu. Cam siselerdeki cesme suyuyla ve Elazig Yem
Fabrikasi’nda hazirlanan pelet halindeki 6zel sigan yemleriyle beslendi.

2.2. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Sicanlardaki cinsel dongli 4-5 giin siirmekte ve bu dongii 4 ayr1 periyotta
siniflandirilmaktadir: prodstrus, 0strus, metdstrus ve didstrus. Prodstrus 12—14 saat,
Ostrus 25-27 saat, metostrus 68 saat ve didstrus 55-57 saat siirmektedir. Deneylerin
hazirlik asamasinda siganlarin Ostrus sikluslar1 giinliik olarak sabah 08.00-09.00
saatleri arasinda vajinal simirle takip edildi. Sicanlardan alman simir Ornekleri
mikroskop altinda incelenerek prodstrus donemindeki hayvanlar tespit edildi. Bu
siganlar her kafeste 1 disi bir erkek olacak sekilde yerlestirildi. Ertesi sabah vajinal
siirlintiide sperm goriilen hayvanlar gebeligin 0. giinii olarak kabul edildi. Gebeligin
baslangi¢ tarihi ayni olan hayvanlar ayni1 kafeslerde tutularak deney giiniine kadar
takip edildi.

Deneyler, 2 ayr1 protokol seklinde gergeklestirildi. 1. protokolde hayvanlar
diostrus doneminde 1, gebelik donemi icin 3, laktasyonda da 2 grup olmak {iizere 6
gruba ayrildilar. Gebeligin 12., 18. ve 21. giinleri ile laktasyonun 2. ve 10.
gilinlerindeki sicanlar deney gruplar1 olarak secildiler. Bu protokol gruplarmdaki
hayvanlardan (21 giinlik gebe grup hari¢), plazma apelin konsantrasyonunu
belirlemek i¢in, belirtilen giinlerde hafif eter sedasyonu altinda 1 ml kan 6rnekleri
topland1.

2. protokolde ise kontraksiyon deneyleri ger¢eklestirildi. Bu amagla 1.
protokoldeki 21 giinliik gebe siganlarin uteruslar1 kullanildi.

2.3. Krebs Solusyonu

Krebs ¢ozeltisi in vivo ortamdaki fizyolojik sartlar1 in vitro ortamda da belli
olciilerde saglayan bir ¢dzeltidir. Igerigi itibariyle uterus diiz kas hiicrelerinin

kasilabilirlik 6zelliklerini optimal diizeyde in vitro olarak siirdiirebilmelerine imkan
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saglamaktadir. Caligmada kullanilan ¢6zeltinin pH’1 7.4> e ayarlanmistir. Krebs
solusyonu igerigi mM/L olarak asagidaki tabloda belirtilmistir:
Tablo 5. Krebs solusyonu igerigi mM/L

NaCl 118
KCl 4,7
MgSO4 1,2
Glikoz 11,5
CaCl2 2,4
KH24 1,18
NaHCO3 15,8
EDTA 0,016

2.4. Deney Diizenegi

Calismada kullanilan organ banyosu sistemi (Biyopac) iki hazneli bir
sistemdir. Bu sistemde iki ayr1 diiz kas seridiyle ayni anda calisilabilmektedir.
Sistemin {initeleri sunlardan olugsmaktadir:

1. Oksijen karbondioksit kaynagi

2. Organ banyosu

3.Termostath dolagim pompasi

4. Amplifikator

5. Kayit {initesi

2.4.1. Oksijen karbondioksit kaynagi:

Diiz kaslarin kasilabilmesi i¢in gereken gaz karisimi in vitro ortamda optimal
olarak %95 O, ve %5 CO,'den olusmaktadir. Izole organ banyosu ve kayit

sisteminde de bu karisimda hazirlanmis O, ve CO; igerigi hazneye siirekli olarak
sirkiile edildi.

2.4.2. Organ banyosu

Igerisinde % 95 oksijen ve % 5 karbondioksitle siirekli gazlandirilan
termostat kontrolu ile 37 °C” de sabit tutulan, Krebs soliisyonu bulunan 1s1 ¢eketli ¢ift

ceperli bir cthazdir. 4 kisimdan olugmaktadir.
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2.4.2.1. Krebs Soliisyonunun Depolandig1 Kisim

500 ml hacme sahiptir ve i¢ ice iki katmandan olusur. Bunlarin arasindaki
boslukta termosirkiilatorden gelen su bulunur. I¢ katmanm iginde ise Krebs

solusyonu mevcut olup, buradan istenilen miktarda alinip kullanilabilmektedir.

2.4.2.2. Organ Banyosu Hazneleri

5 ml hacime sahiptir. Bunlarda i¢ i¢e iki katmandan olusmaktadir. Yine iki
katman arasmda termosirkiilatorde 1sitilmis su bulunmaktadir. i¢ katmanm iginde ise
Krebs solusyonu ve c¢alismalarda kullanilan diiz kas seritleri mevcuttur.
Miyometriyum seritleri biri hazne i¢inde digeri disinda yer alan iki ¢engel arasina

ipek iplik yardimiyla asilmaktadir.

2.4.2.3. Kanal ve Kapak Sistemi

Bu sistem yardimiyla krebs soliisyonunun tiim organ banyosu boyunca

dolagimi saglanmaktadir.

2.4.2.4. izometrik Gii¢ Cevirgeci

Bu cihaz sayesinde hazneler icinde yer alan diiz kas seritlerinde meydana
gelen izometrik kontraksiyonlardan kaynaklanan fiziksel kuvvetler algilanmakta ve
bu fiziksel kuvvetler elektriksel sinyallere cevrilerek, Olgiimler degerlendirme
iinitesine yolendirilmektedir.

Termosirkiilator

icerisinde distile su bulunmakta olup, mevcut suyu 36,7 °C’ye kadar
isitmaktadir. Isitilan su Krebs solusyonunun depolandigi alana ve haznelere c¢esitli
yollarla gitmektedir. Krebs solusyonunun depolandigi alan ve hazneler i¢ ice iki
katmandan olustugundan, katmanlar arasinda bir bosluk yer almaktadir. Termostat
hassasiyet araligi 36,7 + 0,1 °C’ dir. Termosirkiilatérden gelen 1sitilmis su bu
boslukta dolagsmakta ve bodylece banyo ortammin viicut sicakliginda olmasi

saglanmaktadir.

2.4.2.5. Amplifikator

Transducerden gelen elektriksel sinyalleri alir ve bunlar1 amplifiye eder. Yani
bu elektriksel sinyaller daha da biiyiiltiiliir.
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2.4.2.6. Kayit iinitesi

Bilgisayar ve yazilim programindan (Biopac) olugsmaktadir. Yapilan ¢alisma
sonuclarinin kisiler tarafindan goézlenmesini saglamaktadir. Bu sonuglar pikler
seklinde monitére yansimaktadir. Piklerin entegre alan, frekans ve amplitiitlerine
bakarak yorumlar yapilmaktadir.

2.5. Plazma Apelin Diizeyi Analizi

Plazma apelin konsantrasyonlar1 Trabzon Karadeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvar’' nda gergeklestirildi. ELISA' da
apelin diizeyi analizi yapilirken kullanilan cihazlar, laboratuar alet ve malzemeleri
iireticileri ile Tablo 6 ’da listelenmistir.

Tablo 6. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin

ozellikleri.

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler Marka / Model
Dondurucu Vestel, Argelik, Bosch
ELISA yikayicisi Diagnostics Pasteur LP 35
ELISA okuyucusu VERSA

Calkalayici Niive, SL 350

Hassas analitik terazi
Manyetik karigtirici
Otomatik pipet, 0.5-10 uL
Otomatik pipet, 10-100 uL
Otomatik pipet, 50-200 uL
Otomatik pipet, 100-1000 uL
Otomatik pipet, 1-5 mL
Santrifiij

Vorteks karistirict

Oertling NA 164
Ikamag RH

Biohit, Proline
Socorex

Biohit, Proline
Transferpette
Exelpette

Heraeus, Labofuge 200

Niive, NM 110

Plazma Apelin-13seviyeleri Tretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Cat.No. S-1416, BACHEM,UK)
kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslar1 VERSA (Designed by molecular
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Divices in California, USA) marka micro plate okuyucuda 450 nm dalga boyunda
olgiildii. Sonuclar ng/mL olarak belirlendi. Kitin 6l¢iim araligi 0-100 ng/mL idi.
Orneklerin Apelin-13 seviyelerinin belirlenmesinde asagidaki standart grafigi

kullanildz.

sabs

QO observed
Cubic

0,30

0,20

0,10—

0,00

I I I I I I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

slogcon

Sekil 4. Logaritma standart konsantrasyonuna kars1 absorbans grafigi

Yukaridaki logaritma standart konsantrasyonuna karsi absorbans grafigine
gore belirlenen Y= (-1.074X°)+ (3.889X*)-(5.025X)+2.106 formiilii kullanilarak
hesaplamalar yapildi. Elde edilen verilerin anti logaritmasi alinarak Ornekler
degerlendirildi.

2.6. Apelinin Hazirlanmasi

Calismada sentetik apelin-13 (Sigma Chem Com, St Louis, ABD) kullanild:.
Hormonun 1 pg’lik flakonu i¢ine Krebs ¢ozeltisi eklendi ve vortekste karistirilarak
¢ozdiiriildii. Diger deneyler icin, farkli bir apelin flakonuna Ca™ icermeyen Krebs
cozeltisi eklenerek hormon ¢ozdiiriildii. Apelin ¢ozeltileri kiiciik plastik ependorf

tiiplere ayrilarak organ banyosuna uygulanana kadar -20 °C’de saklandi.
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2.7. Chelerythrine Chloride Hazirlanmasi

Calismada sentetik protein kinaz C inhibitérii olan chelerythrine chloride
(Sigma Chem Com, St Louis, ABD) kullanildi. Hormonun 1 pg’lik flakonu icine
Ca™ icermeyen Krebs c¢ozeltisi eklendi ve vortekste karistirilarak c¢ozdiiriildi.
Chelerythrine chloride ¢ozeltileri kiiciik plastik ependorf tiiplere ayrilarak organ

banyosuna uygulanana kadar -20°C” de sakland.

2.8. Deney Protokolleri

2.8.1. Birinci protokol deneyleri

Bu protokol, plazma apelin konsantrasyonun geblik Oncesine kiyasla
gebeligin baslangic, orta ve son doneminde ve laktasyon siirecinde nasil bir trase
izledigini belirlemek amaciyla planlandi. 6 grup sican kullanildi. 1. grup didstrus
donemindeki sicanlardan meydana getirildi (n=6). Gebeligin 12 (n=7), 18 (n=7) ve
21. giin (n=7)glinlindeki hayvanlardan gebelik gruplar1 olusturuldu. Laktasyonun 2
(n=7) ve 10 (n=7) giinlindeki sicanlar da laktasyon gruplar1 seklinde diizenlendi.
Hayvanlara sabah saat 09.00' da hafif eter sedasyonu uygulandi. Sigcanlarin kuyruk
venlerinden pediatrik intraket kullanilarak yaklasik 1 ml kan alindi. Kanlar EDTA ve
aprotininli tiiplere konarak sogutmali santrifiijde, +4 °C'de, 3000 devir/dk'da 10 dk
stireyle santrifiij edildi. Elde edilen plazma 6rnekleri plastik ependorf tiiplere alinarak
hemen kuru buz kabinda donduruldu ve -80 °C'de analiz edilinceye kadar saklandi.
Orneklerin Trabzon'a tasmnmasi, kuru buz kaliplarina gdmiilen drneklerin strofor kutu

icine yerlestirilerek soguk zincir kurallarma uyularak gerceklestirildi.

2.8.2. ikinci protokol deneyleri

Birinci protokolde yer alan gebeligin 21. giiniindeki siganlar dekapite edilerek
uteruslar1 hassas bir sekilde ¢ikarildi. Uterus dokulari, i¢inde Krebs ¢ozeltisi bulunan
petri kaplarma alindi. Antimezenterik kenarlardan, ¢ok hassas bir sekilde 12X2X1
mm ebatlarinda longitidunal uterus seritleri (strip) hazirlandi. Seritler igerisinde % 95
oksijen ve % 5 karbondioksitle siirekli olarak gazlandirilan 37 °C sicakliktaki Krebs
solusyonu bulunan ¢ift ¢eperli izole organ banyosuna alindi. Alt ucundan hazne

dibindeki metal halkaya ipek siitiir ipiyle sabitlenen seritler, iist u¢larindan da yine
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ipek siitlir 1pi araciligiyla izometrik giic donstiiriiciiye baglandi. Bu diizenekle
izometrik kasilmalarm, izometrik giic doniistiiriicii ve amplifikatdre iletilerek genlik
ve frekans parametrelerinin fiziksel biiyiikliikleriyle uyumlu bir sekilde monitor
ekraninda gortintiilenmesi saglandi. Deneylerin uygulanabilmesi i¢in kesitlere, 1 g
gerim uygulandi ve olusan spontan izometrik kasilmalar takip edildi.

Spontan kasilma gosteren miyometriyum kesitleri spontan kasilmalarinin
bitmesine kadar gozetim altinda tutuldular. Spontan kasilmalar bittikten sonra 10 dk.
kontrol kayitlar1 yapildi ve sonrasinda organ banyosundaki konsantrasyonu sirasiyla
0.01, 0.1, 1 ve 10 uM olacak sekilde, apelin dozlar1 onar dakika arayla uygulandi.
Kasilmalarin frekans ve genlik parametreleri aritmetik ortalama (AO)+standart hata
(SH) degerleri olarak belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 12.0
programinda Tek Yonli Varyans Analizi kullanilarak gerceklestirildi. P<0.05
anlamli olarak kabul edildi.

Diger bir diizenekte ise spontan kasilmalar diizenli olarak gézlendikten sonra
organ banyosu haznesi hizla bosaltilarak Ca™ igermeyen Krebs ¢ozeltisi eklendi.
Spontan kasilmalarin tamamen durmasindan sonraki 5 dk'lik bir siireden sonra
ortama 10 uM dozda apelin eklendi. Uygulamadan 2 dk. sonra bir adet kontraksiyon
gbzlendi. Aym1 deney diizenegine apelin eklenmeden 5 dk. 6nce protein kinaz C
inhibitorii olan chelerythrine chloride 10 uM dozda uyguland1 ve ardindan 10 uM

dozda apelin eklendi. Ancak kontraksiyon gdzlenmedi.
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3. BULGULAR

3.1. Birinci Protokol Grubu Bulgulan

Biitiin gruplardaki plazma apelin diizeyleri, kan &rneklerinden ELISA
yontemi kullanilarak AO + SH olarak tespit edildi. Hormon konsantrasyonlari
diostrus ve gebeligin 12., 18. ve 21. giinlerinde sirasiyla 120.2+10.9 ng/ml,
101.9+£14.5 ng/ml, 151.1£31.7 ng/ml ve 235.8446.5 ng/ml olarak belirlendi.
Laktasyonun 2. ve 10. giinlerinde ise swasiyla 111.4+19.2 ng/ml ve 143.3+13.2
ng/ml olarak oOlgiildii. Bu degerlerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu, 21
giinliik gebe grubundaki apelin diizeyinin, hem kontrol (didstrus) hem de 12 giinliik
gebe gruba gore anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05, Sekil 6). Diger
gebe gruplar arasinda anlaml bir farklilik yoktu. 2 giinliik laktasyon grubundaki
apelin konsantrasyonu ise gebeligin 21. giinii degeriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede distiktii (p<0.05, Sekil 5.) Laktasyonun 10.

giiniindeki sicanlarda ise anlamli bir farklilik gézlenmedi.

*

300 - ol *

| 1
250
200 -

Apelin (ng/ml)

|

Diostrus Gebelik-12  Gebelik-18 Gebelik-21 Laktasyon-2  Laktasyon-10

Sekil 5. Protokol grubunda diostrus, gebeligin 12., 18. ve 21. giinii ve laktasyonun 2.
ve 10. giiniindeki si¢anlarda plazma apelin diizeyleri. * p<0.05, Tek Yonlii Varyans

Analizi kullanilarak.
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3.2. Ikinci Protokol Grubu Bulgular

Miyometriyum kesitleri Krebs solusyonu igeren organ banyosu haznesine
yerlestirildi. 1 gr gerim altinda olusan spontan kasilmalar uzun bir siire takip edildi.
Apelinin olas1 etkisini belirlemek icin deneme amacgh olarak hazneye, 10 uM
konsantrasyon olusturacak sekilde apelin uygulandi. Uygulamay1 takiben
kasilmalarin frekans ve genliginde belirgin olarak artis gozlendi. Bu uygulama ayni1
sartlarda tekrarlandi1 ve ayni sonuglar ortaya ¢ikti. Bu 6n bulgular sonucunda apelinin
uterus kasilmalar1 lizerinde stimiilator bir etkiye sahip oldugu belirlendi. Apelinin
etkili oldugu konsantrasyonu belirlemek i¢cin hormon, 0.01 uM, 0.1 uM, 1 uM ve 10
uM konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak hazneye uygulandi (Sekil 6). Apelinin
stimiilator etkisinin belirgin olarak gozlemlenebilmesi i¢in uygulamalardan 6nce
kasilma frekansinin 1-2 kontraksiyona kadar azalmasi beklendi. Kasilmalarin
dengelenmesinden sonra spontan kasilmalar 10 dk siireyle kontrol degerleri olarak
kaydedildi. Bu donemdeki kasilma frekans1 1.17+0.17 (n=7) seklindeydi. Kontrol
kayitlarindan sonra apelin dozlar1 10'ar dk'lik peryotlar halinde kiimiilatif olarak
banyo haznesine eklendi. Apelin uygulamasindan sonraki peryotlarda kasilma
frekanslari sirasiyla 1.17+0.17 (n=7), 3.33+0.80 (n=7), 4.83+0.87 (n=7) ve 5.33+0.99
(n=7) olarak belirlendi. Apelinin kontraksiyonlarin frekansini arttirict etkisi 0.1 pM,
I uM ve 10 pM dozlarda istatiksel olarak anlamliydi (p<0.01). Apelin etkisi
genellikle uygulamadan yaklasik 1-2 dk. sonra ortaya ¢ikt1 ve 10 dk'lik peryot

boyunca devam etti.

0.01 0.1 1 10 lg

! ! l 5 dk

L

Sekil 6. Spontan kasilmalar {izerinde apelinin 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM

konsantrasyonlardaki etkilerini gosteren orijinal trase.

50



k%

ks

Frekans (Kontraksiyon/10dak)
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Kontrol 0,01 uM Apelin 0,1 uM Apelin 1 uM Apelin 10 uM Apelin
Gebelik
Sekil 7. 21 giinliik gebe siganlarda uterus kontraksiyonlarinin frekansi iizerinde

apelinin etkileri. p<0.01** Tek Yonlii Varyans Analizi.

Kasilma genligi kontrol grubunda 2.034+0.12 g (n=7) iken, 0.01 uM, 0.1 pM,
1 uM ve 10 uM apelin konsantrasyonlarinda sirasiyla 2.03+0.12 g (n=7), 2.56+0.20 g
(n=7), 3.01£0.27 g (n=7) ve 3.12+0.22 g (n=7) olarak tespit edildi. Apelin 1 uM
(p<0.05) ve 10 uM (p<0.01) konsantrasyonlarda kasilma genligi lizerindeki belirgin
olarak artigsa yol acti. Diger gruplarda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik ortaya

cikmadi.
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Kontrol 0,01 uM Apelin 0,1 uM Apelin 1 uM Apelin 10 uM Apelin

Gebelik
Sekil 8. 21 giinliik gebe sicanlarda apelinin uterus kontraksiyonlarinmn genligi

iizerindeki etkileri. p<0.05 ve p<0.01* Tek Yonlii Varyans Analizi.

Ikinci protokol deneylerinin sonraki asamasmda myometriyum seritleri ayni
yontemle izole organ banyo haznesine yerlestirildi. Spontan kasilmalar belirgin
olarak ortaya ¢ikt. Bu asamada organ banyosu Ca™’suz Krebs c¢ozeltisiyle
degistirildi ve spontan kontraksiyonlarm hemen kayboldugu gozlendi (Sekil 9). 5
dk'lik kontrol kaydindan sonra, banyo haznesine 10 pM konsantrasyonda apelin
uygulandi ve kasilmalarin indiiklendigi gozlendi. 10 uM dozda apelin uygulanmasi
sonucunda biitiin uygulamalarda sadece 1'er kasilma meydana geldi (n=6, Sekil 9).

Ca™suz Krebs c¢ozeltisinde gerceklestirilen diger deney diizeneginde
kasilmalarin olmadigi kontrol kaydindan sonra protein kinaz C inhibitoérii olan
chelerythrine chloride 10 uM dozda uygulandi. Chelerythrine chloride'den 5 dk.
sonra hazneye 10 uM konsantrasyonda apelin eklendi. Fakat chelerythrine chloride
on muamelesinden (pretreatment) sonra apelin uygulanmasi sonucu (chelerythrine

chloride uygulanmayan grubun aksine) higbir kasilma meydana gelmedi (Sekil 10).
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Ca™'suz Krebs 10 uM Apelin
! !

N

Sekil 9. Ca™ suz Krebs ¢ozeltisinde apelinin 10 pM konsantrasyonlardaki etkisini

gosteren orijinal trase.

Ca™'suz Krebs PKC-1 10 uM Apelin
! l |

Sekil 10. Ca™ suz Krebs ¢dzeltisinde protein kinaz C inhibitérii olan chelerythrine
chloride 10uM dozda uygulandiktan sonra 10 uM dozda uygulanan apelinin etkisini

gosteren orijinal trase.
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4. TARTISMA

Gebelik ve dogum siirecleri memelilerde bir¢ok karmasik fizyolojik
mekanizmanin rol oynadigi olaylardir. Ozellikle dogumun baslamasini saglayan
temel tetikleyici mekanizma halen tam olarak belirgin degildir. Bununla birlikte;
hipotalamo-ndrohipofizeyal sistemden oksitosin sekresyonunun meydana gelmesi,
uterus i¢indeki fetus veya fetuslarin uterus duvarma yaptiklar: giderek artan mekanik
basmmcin spontan miyometriyum kontraksiyonlarint uyarmasi, gebeligin son
doneminde miyometriyumdaki oksitosin reseptorlerinin up-regiile olmasi ve
Ostrojen/progesteron oranmin Ostrojen lehine degismesi gibi mekanizmalar bu
siregte etkili olabilmektedir. Obstetrik bazi hastaliklarla ilgili patofizyolojik
mekanizmalarin anlasilmasi, tedaviye yonelik yaklagimlar i¢cin 6nem tasimaktadir.
Bu da gebeligin sonlanmas1 ve dogumla ilgili temel faktorlerin daha iyi bilinmesiyle
miimkiin olabilecektir.

Son yillarda 6zellikle metabolik islevleriyle 6n plana ¢ikan bazi hormonlarin
ireme sistemi lizerindeki etkilerini konu alan calismalar ilgi odagi olmaktadir.
Beslenme davranisi, enerji metabolizmasi ve obezite konularindaki arastirmalar, bu
peptitlerin etki alan1 baglaminda hem hipotalamus merkezli néroendokrin siireglerde
hem de iireme sistemi eksenli bolgesel iliskileri irdelemektedir. Apelin de bu alanda
arastrmacilarin ilgisini ¢eken yeni hormonlardan biridir. Apelin ve reseptoriiniin
agirlikli olarak kalp, akcigerler, yag doku ve meme bezlerinde olmak tizere bir¢ok
dokuda ekspresyonu gosterilmistir (9, 155, 156, 188, 254). Ayrica sican uterusunda
da apelin ekspresyonu belirlenmistir (255). Insanlarda plasenta, over ve uterus
dokularinda da apelin varligi tespit edilmistir (8). Bu da apelinin bazi iireme
islevlerinde rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Bu c¢alismanin bulgular1 apelinin, gebeligin son dénemindeki siganlarda in
vitro uterus kontraksiyonlar1 {izerinde belirgin olarak stimiilator etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Grubumuzun daha 6nceki ¢alismalarinda intak diostrus grubu
sicanlarda da ayni1 bulgular elde edilmistir. Apelin biiylik olasilikla, hiicre ici
depolardan Ca™ salverilmesini indiikleyerek miyometriyum kontraksiyonlari
iizerinde stimiilator etki gerceklestirmektedir. Ciinkii Ca™ bulunmayan ortamda da
apelin miyometriyumda kasilmalar1 indiiklemistir. Apelinin bu etkisi yine biiyiik

olasilikla PKC yolag: aracili olarak ortaya ¢ikmaktadir. PKC inhibitorii chelerytine
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chloride ile 6n muamele edilmis ortamda apelinin kasilmalari indiiklememesi,
miyometriyum kasilmalar1 tizerindeki apelinin stimiilator etkisinde araci rol oynayan
hiicre i¢i sinyal yolaginin PKC aktivasyonu olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu
yolak apelinin hiicresel etki mekanizmasi i¢in temel faktdrlerden biridir. Ciinkii
apelinin kardiyomiyositlerde hiicre i¢inde PKC yolagini aktive ettigi belirlenmistir
(205). Ayrica apelin, APJ eksprese eden insan embriyonik bobrek hiicrelerinde
ERK1/2’yi APJ’nin Gi2 proteine baglanmasiyla aktive eder. Apelin etkili ERK1/2
aktivasyonu da PKC bagimlidir (256). Apelin forskolinle uyarilmis cAMP iiretimini,
APJ eksprese eden hamster ovaryum hiicrelerinde pertussis toksin duyarli G proteini
aracilifiyla inhibe etmektedir (257). Ayn1 hiicrelerde apelin G proteinin a alt birimi
araciligiyla Ras bagimsiz olarak ERK’yi (258), P70S6 kinaz1 ise ERK bagimh ve
fosfatidilinozitol-3 kinaz-Akt bagimli olarak 2 tane sinyal iletim kaskadi araciliiyla
aktive eder (257). Bu etki insan umblikal ven endotelyal hiicrelerinde de
gosterilmistir  (257). P70S6, protein sentezini artiwrarak endotelyal hiicre
proliferasyonunda rol oynar (251, 259). Bu bilgiler APJ’nin biiyiik oranda inhibitor
Gi/o proteinine baglandigini gdstermektedir (9, 260).

Miyometriyumda kasilma, hiicre digindan voltaj duyarh Ca™ kanallar:
araciligiyla hiicre icine giren ve SR’den saliverilen Ca™ ile hiicre igine artan Ca"
konsantrasyonu belli degere ulastigi zaman meydana gelir. Kendilerine 6zgii
reseptorleri araciligiyla etki gosteren oksitosin, PGF,, gibi birkag hormon PLC
yolagini kullanir. PLC’nin aktivasyonu DAG ve PKC’yi uyarir ve olusan IP; SR’den
Ca™ saliverilmesini tetikler. Ca"-kalmodulin kompleksi MLCK enzimini aktive
ederek MLC’nin fosforilasyonuna yol agar ve miyozin aktin etkilesmesiyle kasilma
gerceklesir (261, 251). Gebelikte miyometriyumdaki aktin ve miyozin miktar1 artar
ve uterus hipertrofiye ugrar. Gebelikle birlikte fetiis ve gelisen dokulara paralel
olarak lokal kan akis1 da artar. Uterus boylece gebelik boyunca geliserek dogumdaki
cok giiclii kasilmalar i¢in hazirlanir. Bunun sonucunda fetlis ve plasentanin viicut
disma atilmasi (dogum) miimkiin olur. Dogumda miyometriyumun kasilmasinda
etkili bircok lokal ve genel faktoriin varligi bilinmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda kesfedilen bir¢ok yeni hormon, sitokin gibi maddelerin miyometriyum

kasilmalar1 tizerindeki muhtelif etkileri ortaya konmustur.
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Miyometriyal hiicrelerde kasilmanin diizenlenmesinde iskelet kasinda oldugu
gibi kalsiyum iyonlar1 biiyiik rol oynar. Miyometriyumda fazik kasilmalardan hemen
once ekstraseliiler ortamdan hiicre icine Ca'™ girisi ile intraseliiler Ca™ seviyesi
artmaktadir (49, 54, 262). Miyometriyumdaki spontan aktivitenin tamamen eksternal
Ca" varligina bagli oldugu belirtilmistir. Eger miyometriyum kesitlerinin bulundugu
ortamda Ca"* bulunmuyorsa spontan kasilmalarin aniden durdugu ve aktivitenin yok
oldugu gosterilmistir (263). Ortama Ca™” eklendiginde spontan aktivite yeniden
baslamaktadir (49). Miyometriyumda voltaj bagimh L tipi kalsiyum kanali blokori
olan nifedipin uygulandiginda, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun diistiigii ve
spontan kasilmanin amplitiidiinde azalma meydana geldigi gosterilmistir (264). Bu
bilgiler de miyometriyal spontan kasilmalarda eksternal kalsiyumun Onemini
gostermektedir (49, 262, 264).

Bu calismada diostrus, gebeligin farkli donemleri ve laktasyonun farkli
donemlerinde bulunan sicanlarin plazma apelin diizeyindeki degismeler
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar 15181nda plazma apelin diizeyinin gebeligin son
doneminde didstrus ve gebeligin 12. giinline kiyasla anlamli derece arttigi tespit
edilmis, diger gruplarda ise anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. 2 giinliik laktasyon
grubundaki apelin konsantrasyonu ise gebeliin 21. giinii degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur. Her ne
kadar Van Mieghem ve arkadaslar1 maternal apelin konsantrasyonu normal
siganlarda gebeligin son haftasinda yaklasik olarak % 50 oraninda diisiis gosterdigini
(251) belirtseler de, elde ettigimiz bulgular apelin hormonunun gebeligin sonlarina
dogru artis gosterdigidir. Telejko ve ark (265) ile Kourtis ve ark. (266) yapmis
olduklar1 caligmalarda insanlarda gebeligin sonlarina dogru apelin plazma diizeyi ile
plasenta apelin mRNA eksprasyonunun arttigin1 gostermislerdir. Ayrica apelinin
gebelik stiresince giderek artmasi apelinin intrauterin gelisimde de rolii olabilecegini
diistindiirmektedir. Nitekim, Malamitsi-Puchner ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada insanlarda maternal apelin konsantrasyonu, fetal, 1 giinliik ve 4 giinliik
neonatallerdeki diizeyiyle kiyaslandiginda anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur.
Fetal 1 giinlik apelin konsantrasyonu ise 4 giinlilk konsantrasyonuna gore diisiik

olarak tespit edilirken, umblikal kan plazma 6rneginde apelin konsantrasyonunun
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belirgin derecede yiiksek olmasi, apelinin intrauterin gelisimdeki roliinii
desteklemektedir (252).

Apelinin bazi hiicrelerde intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunu arttirarak
baz1 fizyolojik etkiler sergiledigi bazi caligmalarla ortaya konmustur. Choe ve
arkadaslar1 insan beyin ndron hiicre Kkiiltiirlerinde, apelinin hiicre i¢i kalsiyum
diizeyini artirdigmi gostermislerdir (267). Medhurst ve arkadaslar1 da sican
bazofilerinden derive edilen RBL-2H3 kiiltiir hiicrelerinde apelin peptitlerinin hiicre
ici kalsiyumu artirdigint bulmuslardir (3). Mevcut calismanm bulgulari, apelinin
miyometriyumda  intraseliler ~Ca™  saliverilmesini  indiikleyerek  uterus
kontraksiyonlarmn1 stimiile ettigini gostermektedir. Ca™ bulunmayan ortamda
apelinin  kontraksiyonlar1 indiikklemesi bu kanmiya yol ac¢maktadir. Bazi
arastirmacilarin bulgular1 da farkli hiicre modellerinde apelinin intraseliiler Ca™
diizeyini arttirdigin1 ortaya koymustur. Apelinin bu etki mekanizmasinda biiyiik
olasilikla PKC yolag1 aract olmaktadir. Ciinki mevcut ¢alismada PKC inhibitorii
uygulandig1 zaman apeline ait uterotonik etkinin kayboldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak; apelin diisik dozda gebe sican miyometriyumunda
kontraksiyonlar tizerinde herhangi bir etki gostermezken, doz bagimli olarak spontan
kasilmalar  ilizerinde  stimiilator  etki  gdstermektedir.  Apelinin  sican
miyometriyumundaki bu stimiilatdr etkisini hiicre i¢i depolardan kalsiyum
saliverilmesini indiikleyerek gerceklestirmektedir. Gebeligin son donemindeki
siganlarda plazma apelinin konsantrasyonunun artmasi da, hormonun gebeligin
sonlanmasi1 ve dogum siire¢lerinde oynayabilecegi olasi role ait ip uglar1 vermektedir.
Apelinin bu konudaki fizyolojik etkilerinin tam olarak belirlenebilmesi, daha ileri

diizeydeki calismalarla miimkiin olabilecektir.
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