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OZET

Bu ¢alismada, adrenomedullin (ADM)’nin insan internal torasik arter (ITA)
halkalarindaki etkileri ve bu etkilerde siklooksijenaz, nitrik oksid (NO) sentaz, ve
potasyum kanallar: gibi ¢gesitli etkenlerin rolleri arastirilmistir.

Calismada koroner arter bypass cerrahisine alinan hastalardan elde edilen
operasyon sonrasi artan (redundant) ITA ornekleri 3-4 mm genisliginde halkalar
halinde kesilmis ve 20mL’lik organ banyolarma asilmustir. izometrik gerilim,
bilgisayar bazli bir data toplama sistemine bagli izometrik transdiiserler araciligiyla
sirekli kaydedilmistir. Fenilefrin (10° M) ile 6nceden kasilmis insan ITA
preparatlarmda ADM (10%°-107 M) konsantrasyon bagimli gevseme yamtlari
olusturmustur. ADM’ye gevseme yanitlar1 endoteli saglam ITA halkalarinda,
endoteli zedelenmis ITA halkalarina gére anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
Dokularin 20 dakika siireyle siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10° M) ile
inkiibasyonu ADM’ye gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmazken,
NO sentaz blokérii N™-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (10* M) ile
inkiibasyonu ADM ile olusan gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma ile sonug¢lanmustir. Spesifik guanilat siklaz inhibitrii ODQ (5x10° M) ve
putatif ~ADM reseptor antagonisti ADM 2252 (107 M) de ADM’ye gevseme
yanitlarinda anlamli bir azalma olusturmustur. Insan ITA halkalarmin 10 dakika siire
ile Ky kanal blokorii 4-AP (5 mM) ya da 30 dakika siire ile Katp kanal blokori
glibenklamid (10° M) ile inkiibasyonu ADM’nin gevsetici etkisinde anlamli bir
degisiklik olusturmamistir. Diger taraftan ADM ile olusan gevseme yanitlar1 biiyiik
kondiiktansli Ca*? ile aktive edilen potasyum (BKc,) kanal blokérii karibdotoksin
(107 M) veya kiiciik kondiiktansli Ca*? ile aktive edilen potasyum (SKc,) kanal
blokorii apamin (107 M) ile anlamli olarak azalmistir. Dokularin BKc, kanal blokérii
karibdotoksin (107 M) ve SKc, kanal blokérii apamin (107 M) kombinasyonu ile 30
dakika siire inkiibasyonu, ADM ile olusan gevseme yanitlarinda daha belirgin bir
inhibisyon olusturmasina karsin kombinasyonun inhibitér etkisi tek basina
karibdotoksin veya apaminin inhibitér etkileri ile kiyaslandiginda anlamli bir
farklilik bulunamamastir.

Sonug olarak bu calismada literatiirde ilk defa olmak iizere ADM’nin insan
ITA preparatinda fonksiyonel gevsetici etkisine yonelik farmakolojik kanit
saglanmistir. Elde edilen bulgular insan ITA preparatlarinda ADM ile olusan
gevseme yanitlarinda hem kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallarinin hem de
NO saliverilmesi araciligi ile endotelin temel bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: Adrenomedullin, insan internal torasik arteri, vazodilatasyon,
potasyum kanallari, nitrik oksid



ABSTRACT

In the present study, we investigated both the effects of adrenomedullin
(ADM) and the role(s) of cyclooxygenase, nitric oxide (NO) synthase and various
potassium channels in the effects of ADM on human internal thoracic artery (ITA)
rings.

Samples of redundant ITA obtained from patients undergoing a coronary
artery bypass graft surgery were cut into 3-4 mm wide rings and suspended in 20 mL
organ baths. Isometric tension was continuously recorded with an isometric force
transducer connected to a computer-based data acquisition system. ADM (10™°-107
M) produced concentration-dependent relaxation responses in human ITA rings
precontracted by 10°® M phenylephrine. The relaxant responses to ADM were
significantly higher in endothelium-intact than endothelium-denuded preparations
Incubation of human ITA rings with cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10 M)
for 20 min did not cause a significant decrease in relaxant responses to ADM, while
10 M of NO synthase inhibitor N"-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) caused
a significant decrease. Both specific guanylyl cyclase inhibitor ODQ (5x10° M) and
ADM receptor antagonist ADM22.52 (107 M) also caused significant decreases in
relaxant responses to ADM. Incubation of human ITA rings with the voltage-
dependent potassium (Ky) channel blocker 4-aminopyridine (5 mM) for 10 min or
ATP-dependent potassium (Katp) channel blocker glibenclamide (10 M) for 30 min
did not cause a significant alteration in vasodilatory effect of ADM. The ADM-
induced relaxation was significantly blunted by (107 M) charybdotoxin (a high-
conductance Ca**-activated potassium (BKcs) channel blocker) or apamin (a small-
conductance Ca®*-activated potassium (SKcs) channel blocker). Incubation of human
ITA rings with BKc, channel blocker charybdotoxin (107 M) together with SKc,
channel blocker apamin (107 M) for 30 min significantly inhibited the ADM-induced
relaxation, whereas the inhibitor effect of this combination was not significantly
different than the inhibitor effects of charybdotoxin or apamin alone.

In conclusion, present study provided, for the first time, pharmacological
evidence about the functional relaxant effect of ADM in human ITA preparations.
The findings suggested that both K¢, channels and endothelium, through release of
NO play a major role in ADM-induced relaxation responses in isolated human ITA
preparations.

Key words: Adrenomedullin, human internal thoracic artery, vasodilation,
potassium channels, nitric oxide.
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GIRIS

Adrenomedullin, ilk olarak insan feokromositomasindan izole edilmis olan ve
52 aminoasit igeren vazodilator bir peptiddir (1). Basta adrenal medulla olmak {izere
myokard, akcigerler, santral sinir sistemi, endotel ve vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi
pek c¢ok doku ve hiicrede sentezlenmekte ve c¢esitli biyolojik aktiviteler
gostermektedir (2-4).

Adrenomedullin’in temel biyolojik etkilerinden biri vazodilatasyondur.
Adrenomedullin’in hem in vivo hem de in vitro vazodilator etkisi oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, adrenomedullin ile olusan vazodilatasyonun
mekanizmasi tam olarak anlasilamamis ve degisik mekanizmalar ileri stiriilmistiir.
Adrenomedullin’in vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde siklik adenozin monofosfat
iretimini stimiile etmesi, adrenomedullin ile olusan vazodilatasyonda bu yolaginin
rolii olabilecegini diistindiirmektedir (5-7). Diger taraftan adrenomedullin ile olusan
vazodilatasyonun bir kisminin endotel-bagimli oldugu ve nitrik oksid olusumu
aracilig ile gerceklestigi gosterilmistir (8, 9). Kopek koroner vaskiiler yatagi (10),
sigan serebral arteriyolleri (11) ve insan koroner arteriyollerindeki (9) vazodilator
etkisinde ise potasyum kanallarinin rolii oldugu bildirilmistir. Ayrica sigan aortunda
adrenomedullin’in inozitol trifosfat aktivasyonu (12) araciligi ile vazodilator etki
gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular adrenomedullin’in vazodilator etkisinde rol
oynayan mekanizma/lar'm incelenen damar ve/veya tiire  gbre degistigini
diistindiirmektedir.

Insan internal torasik arteri koroner arter bypass grafti cerrahisinde sik bir
sekilde kullanilmaktadir. Adrenomedullin’in  bu dokudaki  etkisine yonelik
bilgilerimiz oldukga kisithidir. Gerek internal torasik arterin koroner arter bypass
grafti i¢in sik kullanilan bir doku olmasi, gerekse adrenomedullin’in cesitli
kardiyovaskiiler patofizyolojik durumlarda rol oynamasi, adrenomedullin’in bu
dokudaki olas1 etkilerinin ve bu etkilerde rol oynayan mekanizma/lar'in
belirlenmesinin dnemini ortaya koymaktadir.

Bu calismada, adrenomedullin’in insan internal torasik arter halkalarindaki
etkileri ve bu etkilerde endotel, nitrik oksid, prostanoidler ve potasyum kanallar1 gibi
cesitli faktorlerin olasi rollerinin belirlenmesi amaglanmaistir.



GENEL BiLGILER

2.1. Adrenomedullin

Kitamura ve arkadaslar1 1993 yilinda bazi peptidlerin sican trombositlerinde
siklik adenozin monofosfat (sSAMP) diizeyleri iizerindeki etkilerini arastirirken
feokromositoma hiicrelerinden yeni bir peptid elde etmislerdir. Bu peptide yalnizca
feokromositoma dokusunda degil, normal adrenal medullada da yogun olarak
bulundugu i¢in adrenomedullin (ADM) adimm1 vermislerdir (1). Kisa bir siire sonra
insan ve sigan ADM’sini kodlayan genler belirlenmistir (13, 14). Sonraki iki yil
icerisinde degisik klinik durumlarda plazma ADM diizeyleri O6l¢iilmiis, ADM
reseptorleri tanimlanmis ve ADM ile pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Zaman igerisinde
ADM’nin adrenal medulla yani sira diger dokulardan da salgilandigi ve hem
dolasimda bir hormon hem de ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip lokal parakrin bir
mediyator oldugu gosterilmistir (2).

2.1.1. Adrenomedullin’in Kimyasal Yapisi

Insan ADM’si karboksi terminalinde aminlenmis tirozin iceren, 16 ve 21.
sistein rezidiileri arasinda tek bir disiilfit kopriisii bulunan 52 aminoasitten olusan
peptid yapisinda bir molekiildiir. Yapisal olarak kalsitonin geniyle iligkili peptid
(CGRP) ve amilin ile homoloji gosterdigi igin kalsitonin/CGRP/amilin peptid
ailesine dahil edilmistir. Bu peptidlerin ortak kimyasal benzerlikleri, 6 aminoasit
halkas1 igermeleri ve karboksi terminalinde aminlenmis tirozin tagimalaridir (Sekil
2.1).

Sekil 2.1. insan ADM Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi



ADM molekiiliindeki distilfit kopriisii ve C-terminalindeki amidasyon, SAMP
{iretimi ve reseptdr baglanmasi icin gerekli yapilardir. Insan ADM’si diger tiirlerin
ADM’si ile yiiksek derecede benzerlik gostermektedir ( Sekil 2.2) (15).

Tiirler Aminoasit Dizisi

fnsan H,N-YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGY-CONH,
Domuz H,N-YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDG VAPRSKISPQGY-CONH,
Sigr H,N-YRQSLNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYHFTDKDKDGSAPRSKISPQGY-CONH,
Sipan H,N-YRQSMN--QGSRSTGCRFGTCTMQKLAHQIYQFTDKDKDGMAPRNKISPQGYCONH,
Fare H,N-YRQSMN--QGSRSNGCRFEGTCTFQKLAHQIYQLTDKDKDGMAPRNKISPQGY-CONH,

Sekil 2.2. insan ve Diger Tiirlerin ADM Yapisinin Karsilastirilmasi

2.1.2. Adrenomedullin’in Genetik Yapisi ve Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

ADM’nin kesfedilmesinin ardindan 6nce siganlarda sonrasinda ise insanlarda
tamamlayict DNA dizisi tanimlanmstir (13, 14). Insan ADM geni 11. kromozoma
yerlesmistir. Dort exon ve {i¢ intron bolgesi bulunmaktadir. ADM sentezi sirasinda
once ADM prekiirsorii olan ve 185 aminoasit iceren “preproadrenomedullin”
olugmakta, bu molekiiliin terminalinden aminoasitlerin ayrilmasi ile once 164
aminoasit i¢eren proadrenomedullin (proADM) peptidi, proADM’den ise immatur
ve inaktif ADM-Gly molekiilii sentezlenmektedir. Bu sekilde olusan immatur ADM-
Gly’nin matur ADM’den farki glisin aminoasiti i¢ermesidir. ADM-Gly’den
enzimatik oksidasyon ile 52 aminoasit i¢eren ve biyolojik olarak aktif olan ADM
tiretilmektedir. Ayrica, preproADM’den proadrenomedullin N-terminal 20 peptid
(PAMP) iiretilmektedir. PAMP biyolojik olarak aktif bir peptid olmasina karsin etki
giici ADM’ye gore daha diisiiktiir. ADM’yi 4. exon, PAMP’1 ise 2. ve 3. exonlar
kodlamaktadir (Sekil 2.3) (16).
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Sekil 2.3. ADM ve PAMP Geninin Molekiiler Yapist

2.1.3. Biyosentez, sekresyonu ve dagilimi

ADM’nin sentez ve salgillanmasindaki mekanizmalar halen tam olarak
anlagilamamistir. ADM {iretiminin degisik dokularda c¢esitli mekanik ve humoral
faktorlerle lokal olarak kontrol edildigi diisiiniilmektedir. Oldukca hizli bir sekilde
tretilen ADM depolanmamakta, sentezlendikten hemen sonra salgilanmaktadir.
Bununla birlikte, pankreas, endokrin hiicreler ve adrenal medulla gibi belirli
alanlarda depolanabildigi ileri siirtilmektedir (3).

Saglikli kisilerde ADM plazma konsantrasyonunun 1-10 pM arasinda oldugu
ve cinsiyet ya da yasa bagimh degiskenlik gostermedigi bilinmektedir. ADM ilk
olarak feokromositomadan izole edilmis olmasina karsin sonraki ¢alismalarda
normal adrenal medulladan ve kalp, akciger, bobrek ve endotel gibi degisik
dokulardan da salgilandig1 gosterilmistir. ADM plazmada kompleman faktér H
olarak da tanimlanan adrenomedullin baglayan protein-1 adi verilen bir proteine
baglanmaktadir (17).

ADM pek c¢ok dokuda yaygin olarak bulunmaktadir. Adrenal bezler,
hipotalamus ve 6n hipofiz ADM konsantrasyonunun en yiiksek oldugu dokulardir.



Bobrek, akciger, mide, barsak, 6zefagus, pankreas, uterus, damarlar ve kalpte de
yiiksek oranda ADM eksprese edilmektedir. Immun boyama ile makrofajlar, safra
kanal, tiikiiriik bezleri, epididimis, uterus, meme bezleri, deri, ter bezleri, kikirdak ve
plasentada da ADM belirlenmistir (18). Viicutta hemen hemen her dokuda
sentezlenebilmesi ADM’nin pek ¢ok biyolojik aktivitede rolii olabilecegini ve ADM
ekspresyonunun kontrolii i¢in siki bir diizenleme sistemine gereksinim oldugunu
diistindiirmektedir.

Kardiyovaskiiler sistemde ADM atrium, ventrikiiller ve kan damarlarinda
tretilmektedir. Basing/volim  artisi, mekanik  stres  ve hipoksinin,
kardiyomiyositlerden ADM salinimini stimiile edebilecegi bildirilmistir. ADM’nin
atriumlarda ventrikiillere oranla daha yogun oldugu gozlenmistir (19). Vaskiiler
dokuda ADM hem endotel hem de diiz kas hiicreleri tarafindan sentez edilip
salgilanmaktadir. Hernekadar adrenal bezler en yiksek doku ADM
konsantrasyonuna sahipse de endotel hiicreleri adrenal beze gore 20 kat, diiz kas
hiicreleri ise 3-4 kat daha fazla ADM mRNA’s1 eksprese etmektedirler (20).

Kardiovaskiiler dokular disinda akcigerler (kolumnar epitel, endotel hiicreleri,
kondrositler, alveolar makrofajlar), diiz kas hiicreleri ve bobreklerde de (glomerulus,
toplayict kanallar, mezengial hiicreler) ADM sentezlendigi gosterilmistir.
Bobreklerde yiiksek miktarlarda ADM bulunmasi, buranin énemli bir ADM kaynagi
olabilecegine isaret etmektedir (17).

Santral sinir sisteminde talamus ve hipotalamusta yiiksek diizeylerde,
korteks, medulla, pons ve serebellumda ise daha diisiik diizeylerde ADM oldugu
gosterilmistir (15). Beyin omurilik sivisinda ADM konsantrasyonu plazmadan daha
diisiiktiir. Hamilelik sirasinda plazma ADM konsantrasyonu artarken beyin omurilik
stvist  konsantrasyonunda degisiklik gozlenmez. Bu durum ADM’nin her iki
kompartmanda saliniminin birbirinden bagimsiz oldugunu gostermektedir (21).

ADM endokrin sistemde pek cok bdolgede lokalize olmustur; kromafin
hiicrelerde, adrenal korteksin zona glomerulosa ve fasiculatasinda yer almaktadir.
Ilging olarak adrenal bez vaskiiler endotelinde ADM ekspresyonu gosterilememistir.
Hipofiz ekstresindeki Kkonsantrasyonu beyindekinden daha yiiksektir. ADM
pankreasin Langerhans adaciklarinda ve gastrointestinal néroendokrin sistemde de
lokalize olmustur (22).

Karaciger, kolon, incebarsak ve submandibular bezlerde c¢ok diisiik
diizeylerde ADM’ye rastlanmistir. Cesitli gastrointestinal bezlerde ve epitelde,
siganlarin gastrik mukozasinda ADM varligi belirlenmistir. ADM immun boyamasi
safra kanali epitelinde ve safra kesesi mukozal epitelinde gdsterilmis ancak
hepatositlerde gosterilememistir. ADM duyusal organlarda da bulunmaktadir; fare
embriyosunun kohlear epitelinde gosterilmistir.

ADM, kadinlarda lireme sisteminde 6zellikle kan damarlarinda, fallop tiipleri
ve uterusun epitel hiicrelerinde lokalize olmustur. Sigan ve insan plasentasinda ADM
ekspresyonu saptanmistir. ADM’nin meme bezlerinde mevcut oldugu ve siite
salgilandig1 disiiniilmektedir. Erkek tireme sisteminde en yiiksek diizeyde prostatda
bulunur ve ekspresyonu androjenler tarafindan indiiklenir. Ayrica deride epitel
hiicrelerde, keratositler, sa¢ folikiilleri, ter bezleri ve yag bezlerinde bulunmaktadir.
ADM, dalakta ve bag dokusunda da lokalize olmakta, mast hiicreleri, graniilosit,



lenfosit, ve dolasimdaki monositler gibi kan komponentlerinde de yer almaktadir.
Yetigkin osteoblastlar1 da ADM iiretmekte ve ADM reseptorleri igermektedir (15).

ADM mRNA ekspresyonundaki ¢esitlilik, ADM’nin hiicre fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde otokrin ya da parakrin bir diizenleyici olmasinin yanisira bir
hormon olarak da rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ADM f{iretimini in vitro stimiile eden faktorler
arasinda interlokin-1 a ve B, lipopolisakkaritler (LPS), tiimor nekroze edici faktor o
ve B, endotoksin, anjiotensin II (Ang Il), endotelin-1, bradikinin, P maddesi,
adrenalin, deksametazon, hidrokortizon, aldosteron, retinoik asid ve tiroid
hormonlar1 bulunmaktadir. Glukokortikoidlerin ve tiroid hormonlarinin vaskiiler
endotel hiicre kiiltiirlerinde ADM mRNA diizeylerini artirdigt goézlenmistir (17).
Sitokinler gibi inflamatuvar modiilatdrler ADM {iretiminin énemli stimiilanlaridir ve
inflamasyon sirasinda nitrik oksid (NO)-bagimli ve NO-bagimsiz yolaklarla ADM
salimiminda rol oynamaktadir (23). Anestezi altindaki kopeklere intravendz LPS
uygulanmas1 plazma ADM konsantrasyonlarini yiikseltmekte, kalp, akcigerler,
karaciger ve bobrekte ADM mRNA ekspresyonunu artirmaktadir. Forskolin,
transforming biiytime faktori [, 8-bromo-sAMP, trombin, vazoaktif intestinal
polipeptid ve interferon-y ise ADM salinimini azaltan faktorlerdir (17).
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Sekil 2.4. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinden ADM Salinimini1 Artiran ve Azaltan Faktorler

2.1.4. Metabolizma ve Eliminasyon

ADM’nin metabolizmas1 ve eliminasyonu halen tam olarak bilinmemekle
birlikte dolasimdaki ADM’nin olduk¢a hizli bir sekilde metabolize edildigi ve
yartlanma dmriiniin 20 dakika oldugu bildirilmistir (24).

Saglikl1 kisilerde idrar ADM konsantrasyonu plazmaya gore yaklasik 6 kat
daha yiiksek bulunmus ve bobreklerin ADM ekskresyonunda temel bir bolge oldugu
ileri stiriilmiistiir (25). Akut myokard infarktiisii sirasinda hem idrar hem de plazma



ADM diizeylerinde paralel bir artma goézlenmesi de ADM’nin temel olarak idrar yolu
ile atilabilecegini diisiindiirmektedir (26). Ayrica renal ADM f{iretiminin arttig1
durumlarda glomeruldan siiziiliip proksimal tiibiilde nétral endopeptidazlar ile

yikilabilecegini gosteren ¢aligmalarda ADM’nin iiriner yolla elimine edildigine isaret
edilmektedir (24).

Diger taraftan insanlarda plazma ADM konsantrasyonunun aorttaki
miktarinin pulmoner arterdekinden anlaml 6lciide daha diisiik oldugu ve ADM’nin
sistemik vazodilator etkisinin pulmoner dolasimda ilk gecis eliminasyonu sonucu
azaldig bildirilmistir. Bu nedenle ADM’nin pulmoner yolla da elimine edilebilecegi
ileri siirtilmiistiir. (3).

2.1.5. Reseptorleri ve Sinyal iletim Yolag

ADM, CGRP ailesinin bir iiyesi olmakla birlikte CGRP gibi sadece ndral
dokudan sentezlenmeyip bir¢cok dokuda yaygin olarak bulunmaktadir. ADM reseptor
baglanma bolgeleri once siganlarda daha sonra insanlarda belirlenmistir. Siganlarda
strastyla kalp, akcigerler, adrenal bezler, bobrek ve santral sinir sisteminde yiiksek
diizeylerde bulunmustur. Insanlarda ise mikrovaskiiler endotelde, sagl deride ve
gastrointestinal immdiin sistemde yogun olarak yer almaktadir (15).

ADM’nin biyolojik etkilerini CGRP; reseptorleri ve spesifik ADM
reseptorleri (ADM; ve ADM,) aracilig ile gergeklestirdigi bilinmektedir. En iyi
bilinen CGRP/ADM reseptér kompleksi kalsitonin reseptor benzeri reseptor’(CL)
dir. CL, 1993°te klonlanmistir ve 7 transmembran segmentli G protein kenetli
reseptOr ailesindendir. CGRP ailesi peptidlerinden ADM ve CGRP‘yi baglayabilir.
Bu reseptdr fonksiyonel olabilmek icin hiicre membraninda bulunan “reseptor
aktivasyonu modifiye edici protein (RAMP)” adi verilen bir proteine gereksinim
duymaktadir. CL ve RAMP arasindaki kombinasyonun gergek bir ADM reseptoriine
karsilik geldigi anlasilmistir. RAMP’lar serpentin reseptdr ailesinin bir iiyesi olup,
CL’nin hiicre membranina tutunmasi, reseptor spesifitesinin, desensitizasyonunun ve
ligand afinitesinin diizenlenmesi, farmakolojik selektivitesinin saglanmast ve G

proteinleri ile fonksiyonel etkilesimi gibi 6nemli fonksiyonlara aracilik etmektedir
(27).

Degisik RAMP’larin CL’ye baglanmasi ligand spesifikliginin kontroliinii
saglar. Insanda tip 1, 2 ve 3 olmak iizere, ii¢ farkli RAMP bulunmaktadir. Bunlar CL
ile farkli farmakolojik ti¢clii kombinasyonlar olustururlar. CL/RAMP1 kompleksi
CGRP; reseptor ozelligi, CL/IRAMP2 ve CL/RAMP3 kompleksleri ise sirasiyla
ADM; ve ADM; reseptor dzellikleri gostermektedir (Sekil 2.5) (18).
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Sekil 2.5. ADM Reseptorleri

Insanlar ve sicanlarda RAMP proteinlerinin mRNA dagilimlari belirlenmistir.
RAMPI1 &zelikle beyin, yag dokusu, timus ve dalakta; RAMP2 yag dokusu, aorta,
dalak ve akcigerlerde; RAMP3 ise en ¢ok bobrek ve akcigerlerde bulunmaktadir.
CGRP; reseptorleri CL/RAMP1 kompleksine yiiksek afinite gosterirken, ADM;
reseptorleri CLIRAMP2’ye, ADM; reseptorleri ise CL/IRAMP3 kompleksine yiiksek
afinite gostermektedir. Reseptor-RAMP kompleksi olustugunda CGRP; reseptorleri
tamamen glikolize olmakta, ADM; ve ADM; reseptorlerinin ise sadece merkezinde
glikolizasyon  ger¢eklesmektedir.  Glikolizasyon reseptdrde konformasyonel
degisiklige yol agarak peptidlerin baglanmasini kolaylastirmaktadir (17).

Insan ADM ve CGRP reseptdr antagonistleri (ADMps, ve CGRPga37)
kullanilarak spesifik ADM reseptorleri arasindaki farklar belirlenmistir. ADMa;.sy,
CL/RAMP3 (ADMy;) reseptorlerine gore CL/RAMP2 (ADM;j) reseptorlerine daha
fazla selektivite gostermektedir. Yani ADM’nin ADM; reseptorleri araciligi ile
olusturdugu yanitlar CGRPg37’e gore ADMy,.5; ile daha giiglii bir sekilde bloke
olmaktadir (28). ADM; reseptorleri ise CGRPg37’e daha duyarhidir. ADM;
reseptorlerinin CGRP ve diger peptidlere kiyasla ADM’ye daha spesifik oldugu,
buna karsin ADM; reseptorlerinin ise daha ¢ok CGRP’ye afinite gosterdigi
saptanmistir.

ADM’nin CL’ ye baglanmasindan sonra CL, Gs proteini araciliiyla adenilat
siklaz-protein kinaz A yolagiyla hedef hiicrede primer ikincil haberci olarak
sAMP’de artmaya neden olur (Sekil 2.5). ADM ile stimiilasyondan sonra gelisen
olaylarin SAMP aracili oldugu pek ¢ok ¢alismayla kanitlanmistir.

2.1.6. Adrenomedullin’in Fizyolojik Etkileri

ADM vazodilator etkisi yani sira bronkodilatasyon, norotransmisyon, hormon
regiilasyonu, antimikrobiyal aktivite, renal fonksiyonlarin kontrolii ve biiyiimenin
diizenlenmesi gibi g¢esitli olaylarda rol oynamaktadir (Sekil 2.6).



2.1.6.1. Vaskiiler Etkileri

Insanlar da dahil olmak iizere pek cok tiirde ADM ve biyolojik olarak aktif
ADM fragmanlarinin giiglii sistemik ve pulmoner vazodilator etkiler olusturdugu
bildirilmistir (29-31). In vitro ¢alismalarda kopek mezenterik, koroner, renal, femoral
(32) ve baziler (33) arterlerinde ADM’nin doza bagimli gevseme yanit1 olusturdugu
gosterilmistir. Bu gevsetici etki endotelli arterlerde endotelsizlere gore daha belirgin
bulunmustur (32). Benzer sekilde insan ADM3i3.52’nin si¢an izole aort halkalarinda
gevseme olusturdugu saptanmstir (34).

ADM’nin bolgesel vaskiiler yataklar disinda sistemik vaskiiler etkileri de
calisilmis ve yanitlarin tiirler arasinda belirgin degisiklikler gosterdigi anlasilmistir.
ADM deney hayvanlarinda vazodilatasyon ve hipotansiyona yol agmaktadir. izole
sican kalbinde bolus ADM infiizyonu doza bagimli ve uzun siireli bir koroner
vazodilatasyon ile sonuglanmig ve bu etki CGRPg3; ile azalmistir (35). Anestezi
altindaki si¢anlara akut ya da kronik ADM uygulanmasi kan basincinda diisme ile
birlikte toplam periferik rezistansta anlamli bir azalmaya neden olmustur. Bu
duruma, kalp hizi, kardiyak output ve atim hacminde artma eslik etmistir (36, 37).
Metoksamin ile 6nceden kasilmig sigan mezenterik vaskiiler yatagina ADM verilmesi
perflizyon basinci ve arteryel basingta doza bagimli bir azalma ile sonuglanmistir. Bu
gevseme yanitinin CGRPg3; ile azalmasi mezenterik yatakta ADM’ye gevseme
yanitimin bir kisminda CGRP reseptdrlerinin rol oynayabilecegini gdostermektedir
(38,39). Kopeklerde intrakoroner bolus ADM injeksiyonunun doza bagimli olarak ve
sistemik hemodinamiyi etkilemeden koroner kan akimini artirdigi gosterilmistir.

Goniilliilere intravenéz ADM inflizyonu arteryel kan basincinda doza-bagiml
bir azalma olusturmaktadir (40-43). ADM’nin insan koroner arterlerinde giiglii bir
gevsetict etkisi oldugu (9, 44) pulmoner dolasimda hem arter hem de venleri
gevsettigi bilinmektedir (31, 45). Saglikli goniilliillerde diisiik doz (1-3 pmol/kg/dak)
ADM infiizyonunun kalp hizin1 etkilemeksizin kardiyak indeks ve ejeksiyon
fraksiyonunu artirdigi, ardyiikii ise azalttigi bildirilmistir (41). ADM hem sistemik
hem de pulmoner dolagimda giicli bir arteryel vazodilatér olmasma karsin,
fizyolojik diizeylerde, in vivo arteryel tonus Tlzerindeki etkisi tam olarak
bilinmemektedir.

ADM’nin aracilik ettigi venoz etkiler daha az 6nem tagimaktadir. ADM in
vivo Onceden kasilmis insan el dorsal venlerini gevsetmektedir. (46). Kedilerde
pulmoner arterlere kiyasla pulmoner venlerde daha diisiik bir gevseme yaniti
olusturmaktadir (47). Benzer sekilde sican mezenterik vaskiiler yataginin venoz
kisminda arteryel kisima gore daha diisiik bir gevseme yaniti olusturdugu
bildirilmistir (39).

ADM vaskiiler endotel hiicrelerde Ang II kaynakli doku faktorii ve
plazminojen aktivatdr inhibitor tipl‘i inhibe eder. Bu mekanizmalar araciligiyla
koagiilasyon ve fibrinolitik etkinin diizenlenmesine katkida bulunabilir (48).

2.1.6.2. Kardiyak Etkileri

Kalbin ¢ok sayida ADM baglanma bdélgesi igermesi buranin ADM i¢in
onemli bir bdlge oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak ADM’nin kalpteki fizyolojik
rolii tam olarak belirlenememistir; 6rnegin, pozitif ya da negatif bir inotrop olup
olmadig1 heniiz kesinlesmis degildir. ADM’nin tavsan myositleri (49, 50) ve perfiize



sigan kalbinde (49) negatif inotrop etki olusturmasina karsin sigan myositlerinde (51)
bir pozitif inotrop olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Insanlardaki bulgular ise ¢eliskilidir.
Insan izole myokard trabekiilinde ADM inotropik etki olusturmamaktadir (52).
Diger taraftan Nagaya ve ark. ADM’nin myokardin oksijen tiiketimini artirmaksizin
direkt inotropik etki ile kardiyak fonksiyonlarda artma olusturabilecegini ileri
stirmislerdir (53).

ADM Kkardiyak myositlerde protein sentezinde artma ve hipertrofi
olusturmakta, kardiyak fibroblastlarda ise ekstraselliiler matriks iiretimini ve
proliferasyonu inhibe etmektedir (18).

2.1.6.3. Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

ADM lokal olarak iiretilmesinin yani sira kan beyin bariyerinin olmadig: area
postrema araciligiyla dolasimdan beyne gecerek santral sinir sisteminde etki
olusturabilir. ADM’nin sistemik olarak uygulanmasiyla ortaya ¢ikan hipotansiyon ve
sistemik vaskiiler rezistansta azalmanin tersine, intraserebroventrikiiler (i.c.v)
uygulanmas1 ile sistemik hipertansiyon goriilmektedir. Bilinci agik sicanlarda
ADM’nin santral hipertansif etkilerinin doza bagimli oldugu ve CGRPg3; ile
antagonize edilmedigi bildirilmistir (54). Bir diger ¢alismada ise anestezi altindaki
siganlara i.c.v ADM uygulanmasinin preganglionik sempatik desarjda artmaya neden
oldugu gosterilmistir (55). Sicanlarda area postrema’ya ADM mikroenjeksiyonu kalp
hiz1 ve kan basincinda artmaya neden olmaktadir (56).

ADM’nin santral etkileri ile su ve tuz alimini inhibe ettigi ve gastrik
motiliteyi azalttigi gdsterilmistir. Intraserebroventrikiiler ADM uygulanmasi, Ang I
veya tuz istahiyla olusan hiperosmolalite ve hipovoleminin neden oldugu su alimini
inhibe etmekte, idrar miktarini, idrarla Na* ve K atilimini artirmaktadir (57). Yine
siganlarda i.c.v. ADM uygulanmasinin doza bagimli olarak istah1 azalttigi ve bu
etkiye kismen CGRP reseptorlerinin aracilik ettigi bildirilmistir. Diisiik doz ADM
istah1 azaltmakta ve kan basinci lizerinde anlamli bir etki olusturmamakta ancak
yiikksek dozlarda istah ve su alimimin inhibisyonundan ¢ok hipertansiyona neden
olmaktadir (17). ADM’nin i.c.v. enjeksiyonu ile kardiyovaskiiler sistem ve sivi-
elektrolit dengesinde degisiklikler olusmasi bu peptidin noéromodiilatér veya
norotransmitter dogasina isaret etmektedir. Deneysel ¢calismalarda ADM’nin ndronal
eksitasyon paternlerinde degisiklik olusturmasi da ADM’nin bir ndrotransmitter
olabilecegi fikrini desteklemektedir.

2.1.6.4. Renal Etkileri

Glomertil, distal tiibiil ve mediiller toplayici kanallarda iiretilen ve ayrica
dolasim yolu ile bobrege gelen ADM, bobrek fonksiyonlari {izerinde ¢esitli etkiler
olusturur. Deney hayvanlarinda ADM’nin belirgin diiirez, natrilirez ve renal
vazodilatasyon olusturdugu saptanmistir (18). Kopeklerde intrarenal ADM
uygulanmasi ile olusan diliretik ve natritiretik etkinin glomeriiler filtrasyon hizinda
artma ve distal tiibiiler sodyum reabsorpsiyonunda azalma ile iligkili oldugu
bildirilmisti. ADM aracili natrilirez, prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile
tamamen bloke olmaktadir (58). Anestezi altindaki kdpeklere ADM uygulanmasi
kalp hiz1 ve ortalama arteriyel kan basincini etkilemeksizin renal kan akimini, idrar
hacmini, idrarla sodyum atilimin1 ve glomeruler filtrasyon hizini1 preglomeriiler ve
postglomertiler arteriyoller iizerindeki etkisi ile artirmaktadir (59).
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2.1.6.5. Pulmoner Etkileri

Kronik 1i.v. inflizyon veya aerosol ile ADM uygulanmasi pulmoner
vazodilatasyon ile pulmoner arteryel basinci azaltmakta ve bunun sonucunda sag
ventrikiil hipertrofisi smirlanmaktadir (41). ADM inhalasyonunun histamin,
asetilkolin ve antijenle indiiklenen bronkokonstriksiyon ve mikrovaskiiler gollenmeyi
azalttigt ve lipopolisakkaritlere yanit olarak alveolar makrofajlardan nétrofil
kemoatraktanlarin salinimini1 inhibe ederek antiinflamatuvar etki olusturdugu
bildirilmistir. Ayrica, ADM’nin ana pulmoner surfaktan olan fosfotidilkolin
salinmasini uyardigt ve bu sekilde surfaktan olusumunu modile ettigi de
gosterilmistir (17).

2.1.6.6. Biiyiimenin Diizenlenmesi

ADM hiicre tipine baglh olarak hiicre proliferasyonunu hem inhibe hem de
stimiile edebilir. ADM sigan kardiyak fibroblastlarinda ve mezengial hiicrelerde
antiproliferatif etki olusturmakta, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunda azalmaya
ve koroner arter diiz kas hiicre migrasyonununda inhibisyona neden olmaktadir (17).
Mezengial hiicrelerde Ang II ve trombosit kaynakli biiylime faktori ile olusan
migrasyon ve proliferasyonu inhibe etmekte ve bu hiicrelerde reaktif oksijen
metaboliti liretimini azaltarak antioksidan etki olusturmaktadir (24). ADM, trombosit
kaynakli biliylime faktorii, epidermal biiylime faktorii ve endotelin-1 ile stimiile
edilen mitojenle aktive olan protein kinaz aktivasyonunu da azaltmaktadir (18).

Diger taraftan ADM’nin, adrenal korteksin zona glomerulosa hiicrelerinde,
normal ve malign deri hiicrelerinde, osteoblastlarda, insan oral keratinositlerinde ve
pek ¢ok tiimor hiicresinde proliferasyonu stimiile ettigi bildirilmistir.(15).

2.1.6.7. Hormon Diizenlenmesi

ADM paraventrikiiler ve supraoptik hipotalamik ndronlarda arginin-
vazopressin ve oksitosin salimimini etkiler; santral ADM uygulanmasi oksitosin
salmmmin1  stimiile etmekte, hiperosmolaritenin stimiile ettigi vazopressin
sekresyonunu ise inhibe etmektedir. ADM  periferik  uygulandiginda
adrenokortikotropik hormon salimimimi azaltirken, i.c.v yoldan uygulandiginda
kortikotrop salgilatici hormon iiretimini aktive ederek hipotalamus-hipofiz-adrenal
aksin1 stimiile eder (60). ADM’nin aldosteron sekresyonu iizerine etkisi ise
tartismalidir; hem stimiilatér hem de inhibitor etkisi bildirilmistir. ADM, Ang Il ve
K" ile uyarilan zona glomeruloza hiicrelerinde aldosteron iiretimini inhibe etmekte ve
Ang 1II infiizyonu ile olusan plazma aldosteron seviyelerindeki artis1 dnlemektedir
(61). Buna karsin bazal ve adrenokortikotropik hormon ile stimiile edilen aldosteron
sekresyonunu artirabilecegi de gosterilmistir (2, 62). Kortizol ve androjenlerin sentez
edildigi zona fasikiilata ve zona retikiilariste ADM ve reseptorleri ¢ok diisiik
diizeylerde eksprese edilmektedir ve kortizol sekresyonu iizerinde ADM nin belirgin
bir etkisi bulunamamistir (63). Diger taraftan ADM, pankreasta insiilin ve amilaz
sekresyonunu inhibe etmektedir (64, 65).
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2.1.6.8. Adrenomedullin’in Diger Fonksiyonlari

Kadinlarda tireme sisteminde ADM’nin yiliksek miktarlarda bulunmasi ve
menstrual siklus boyunca dalgalanmalar gostermesi iireme fizyolojisinde Snemli
roller oynadigina isaret etmektedir. ADM uterusta, lokal damarlarda gevsetici etki,
diiz kas gevsemesi, anjiogenez, antiapopitotik ve antimikrobiyal etki olusturmaktadir.
Ayrica hamileligin belirli donemlerinde kasilmalar1 azaltarak uterusun sakin
kalmasima katkida bulunur (66). Erkeklerde intrakavernozal enjeksiyonu penis kan
akimini artirir ve ereksiyonda artmaya neden olur (67).

ADM’nin organizmanin dig bariyerini olusturan deri, solunum yollari,
genitotiriner sistem, kornea, sindirim borusu gibi epitel yiizeylerde ve ayrica ter,
tikiirtik, siit vb. koruyucu salgilarda mevcut olmasi savunma sistemi ile ilgili doku
ve sivilarda, mikrobiyal kolonizasyonlara karsi olas1 koruyucu bir rolii olabilecegini
disiindiirmektedir. Bu goriisii destekler sekilde solunum yollar1 ve deride siklikla
bulunan gram (+) ve gram (-) bakterilere karsi antimikrobiyal etkisi oldugu
gosterilmistir (68).

ADM’nin apopitozu azaltan bir faktor oldugu distiniilmektedir; endotel
hiicrelerinde ve zona glomerulosa hiicre kiiltiirlerinde antiapopitotik etki olusturdugu
bildirilmistir (69).

ADM kemikte biiylime faktorii gibi etki gostererek osteoblastik aktiviteyi

stimiile eder. Bu nedenle osteoporozun tedavisinde yararli olabilecegi
diistiniilmektedir (70).

Vazodilatasyon

Nt

Kardivovaskiiler
Sistem

Hipotansiyon

Bronkodilatasyon

E b
'\\‘? Su ihtiyacinda ve tuz
i I E alimunda azalma

Akcigerler\\‘ ADM
/ Néarohumoral Sistem

Natrilirez 1 \

Fibroblast proliferasyonu 1

Hipertansiyon
(Le.v infiizyon)

Santral Sinir Sistemi
Diger Etkiler

Babrek

:.r‘[; Jj. Vaskiiler diiz kas proliferasyonu 1

Aldostreron (£) Apoptozis 4
ACTH L

AVP L

Insiilin |

Sekil 2.6. ADM’nin Fizyolojik Etkileri

12



2.1.7. Adrenomedullin ve Klinik
Plazma ADM diizeyleri asagida deginilen ¢esitli hastaliklar ve klinik
durumlarda yiikselmektedir.

2.1.7.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Plazma ADM konsantrasyonlar1 primer arteryel hipertansiyonlularda ve sol
ventrikiil hipertrofisi ve nefroskleroz gibi hipertansiyon komplikasyonu olan
hastalarda normalden daha yiiksek bulunmustur (71, 72). Deoksikortikosteron asetat
ve yiikksek sodyum diyeti (DOCA-tuz) uygulanan spontan hipertansif siganlarda
plazma ADM ve kardiyak ADM mRNA diizeylerinde artma gozlenmistir (73).
Deneysel c¢alismalar ciddi hipertansiyon olgularinda myokardial yiiklenmenin
ADM’deki artmanin kaynagi olabilecegini, diger taraftan orta ya da hafif
hipertansiyonda ayni durumun s6z konusu olmadigin ileri stirmektedir. Siganlarda
ventrikiiler asir1 yiiklenmenin derecesinin, kardiyak myositlerde ADM iiretimi ile
paralel oldugu ve mekanik stresin ADM gen ekspresyonunu artirdigi gozlenmistir
(74). ADM kardiovaskiiler sistemi basinca bagli asir1 yiikkden koruyor gibi
goriinmektedir. Adenovirlis aracili ADM gen transflizyonu ile asin ADM
ekspresyonunun, Dahl-tuz duyarli siganlarda, spontan hipertansif siganlarda, DOCA
tuz hipertansif sicanlar ve Goldblatt hipertansif siganlarda renal ve kardiyak hasari
azalttig1 gosterilmistir (17, 18). Hipertansiyonda yiikselen ADM diizeyleri natriiiretik
ve vazodilator etki ile myokardial yiiklenmeyi azaltarak koruyucu rol oynamakta ve
bu sekilde myokardial hipertrofiyi de sinirlamaktadir (75).

ADM’nin aterosklerotik plaklarda yer alan makrofajlarda bulundugu ve ADM
diizeylerindeki artmanin arteryel skleroz, karotid arter aterosklerozu ve periferik arter
okluzif hastaliklarmin siddetiyle korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Bu nedenle
plazma ADM diizeyleri, ilerlemis arteryel sklerozun takibinde yararli bir biyomarker
olabilir (76). Inflamasyonda ADM iiretiminde artma gdzlenmekte, artan ADM
vaskiiller diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu inhibe ederek
antiaterosklerotik ve anti-inflamatuvar etki olusturmaktadir. Ayrica, lipozom ile
enkapsiile edilmis ADM’nin si¢anlarda vaskiiler kalsifikasyonu azalttig1 bildirilmistir
(77).

Akut myokard infarktiisiinde plazma ADM diizeyi yavas ve kararli bir sekilde
yiikselir, 2-3 giin sonra maksimum diizeye ulasir ve yaklasik 3 hafta sonra bazal
seviyeye iner. ADM’deki artmanin kardioprotektif etki gosterdigi, artan ADM’nin
myokard hiicrelerindeki oksidatif stresi azalttig1 ve lokal koroner vazodilatasyon ile
myokard iskemisini siirlandirdigi bildirilmistir (78). Myokard infarktiislii hayvan
modellerinde ADM, CL ve RAMP2 ekspresyonunun arttigi, kan basmcini
etkilemeyen diisiik dozda kronik ADM infiizyonunun myokard infarktiisiinde
kardiyak remodelingi inhibe ettigi saptanmistir (75).

Vazospastik anjina sirasinda ADM geninde hipoksi ile indiiklenebilen
elementlerin aktivasyonu sonucu (79) koroner dolasimdaki ADM diizeyleri ylikselir
(80). Akut koroner sendromlu hastalarda perikardial sividaki ADM konsantrasyonu
plazmadakinden daha yiiksek bulunmustur (24).

Myokardial iskemi reperflizyon dncesinde transgenik agirt ADM ekspresyonu
ya da adenoviriis aracilt gen transferi yapilan caligmalarda ADM’nin siiperoksid
anyon iretimini, infarkt alanini, ventrikiiler fibrilasyon sayisini azaltarak ve
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apopitozu inhibe ederek kalbi korudugu bildirilmistir (18). ADM, Akt-GSK-kaspaz
sinyalizasyon yolagi ile iskemi-reperfiizyon hasari sonucu olusan kardiomyosit
apopitozuna kars1 koruyucu etki olusturmaktadir (81).

Konjestif kalp yetmezlikli hastalarda plazma ADM diizeyinin saghkl
insanlara gore arttigin1 gosteren pek ¢ok calisma mevcuttur. New York Kalp Birligi
Fonksiyon Klasifikasyonuna gore hastalifin siddeti arttikca plazma ADM
konsantrasyonu yiikselmektedir (82, 83). Bu hastalardaki yiliksek peptid diizeyinin
negatif prognostik faktor oldugu disiiniilmektedir. Kalp yetmezliginde yiiksek
plazma ADM diizeylerinin myokardiyal ADM iiretimindeki artmaya bagh
olabilecegi diistiniilmektedir. Kalp yetmezligi nedeniyle kalp transplantasyonu
yapilan alicilardan elde edilen myokard dokusundaki ADM konsantrasyonunun
vericilerdekinden daha yiiksek oldugu saptanmistir (19). Kalp yetmezligi olan
hastalarin koroner siniislerindeki ADM konsantrasyonunun aorttakine gore daha
yiiksek olmast dolasimdaki ADM havuzuna myokardin katkisini isaret eden bir diger
bulgudur. Kalp yetmezligi hayvan modellerinde ADM, CL, RAMP2 ve RAMP3 gen
ekspresyonunda anlamli bir artma goézlenmektedir (17). ADM up-regiilasyonu
kardiyak on yiikk ve ard yiikiin azalmasinda kompensatuvar bir mekanizma
olusturabilir. Kalp yetmezlikli hastalara ve saglikli goniilliilere sistemik ADM
inflizyonu kardiyak indekste artma olusturmaktadir (42).

ADM ayrica ekstraselliller matriks iiretimi, myokardiyal fibroblast
proliferasyonu ve myosit hipertrofisini azaltarak myokardiyal remodelingi inhibe
etmektedir (24).

2.1.7.2. Renal Hastaliklar

ADM’nin hipotansif, vazodilatdr, natriiiretik ve mezengial hiicreler
tizerindeki antiproliferatif etkileri nedeniyle renal hastaliklarda 6nemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir. Cesitli glomerulonefrit tiplerinde ve kronik bobrek
yetmezliginde plazma ADM diizeylerinin arttigi goézlenmistir (84, 85). ADM’nin
kronik glomerulonefritte roliinii belirlemek amaciyla yapilan bir caligmada IgA
nefropatisinde plazma ve idrar ADM diizeyleri oOlgiilmiistir. ADM diizeyleri
plazmada yiiksek bulunurken idrarda diisiik olarak belirlenmis, serum kreatinin
diizeyleri ve fraksiyone sodyum atilimi ile plazma ADM diizeyi arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmistir. Yiiksek plazma ve diigiik idrar ADM diizeylerinin hastaligin
fizyopatolojisi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (85). Renal fonksiyon bozuklugu
olan hipertansiyonlu si¢anlarda yapilan bir diger caligmada ise kronik ADM
uygulamasinin ortalama arteriyel basinci azaltmaksizin renal fonksiyonlar1 diizelttigi,
plazma renin, aldosteron ve renal doku Ang II diizeylerindeki artmay1 anlamli olarak
inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica ADM infilizyonu renal kortekste timor biliylime
faktorii-beta ve anjiotensin doniistiiriicii enzim mRNA ekspresyonundaki artmayi da
azaltmistir (86). Bu sonuglar ADM diizeylerindeki artmanin kronik hipertansif
glomerulosklerozda kompensatuar bir rol oynayabilecegine ve uzun donem ADM
inflizyonunun bu tip hipertansiyon modellerinde renoprotektif etkiler
olusturabilecegine isaret etmektedir. Benzer sekilde, DOCA-tuz hipertansif sicanlara
insan ADM gen transferi, kan basincinda uzun siireli bir azalma ve renal
fonksiyonlarda diizelme olusturmaktadir. ADM gen aktarimi glomerular skleroz,
tubuler hasar, iiriner protein kaybi ve interstisyel fibrozu azaltmaktadir (87).
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ADM’nin renoprotektif etkisinin reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin
baskilanmasi araciligr ile gerceklestigi ileri siirlilmektedir. ADM’nin mezengial
hiicre migrasyonu ve proliferasyonu tizerindeki inhibitor etkileriyle kronik nefropati
gelisimini yavaglatabilecegi ve immiin zedelenme ve inflamatuvar reaksiyonlara
kars1 glomertil {izerinde koruyucu bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (88).

2.1.7.3. Septik Sok

Plazma ADM diizeyleri sepsis ve septik sokta oldukca artmaktadir (89).
Bakteriyel endotoksinler ve proinflamatuvar sitokinlerin in vivo ve in vitro pek ¢ok
dokuda ADM gen ekspresyonunu artirdigi gézlenmistir. ADM’nin septik sok ile
iliskili hipotansiyon ve vazodilatasyona katkida bulundugu 6ne siirtilmektedir. ADM
damarlar iizerindeki gevsetici etkisinin yani sira damar duvarinda sitokinle
indiiklenen indiiklenebilir nitrik oksid sentazin (iNOS) gen ekspresyonunu
artirmaktadir (24). ADM reseptor antagonisti ADMjy.5’nin siganlarda LPS ile
olusturulan hipotansiyonu 06nledigi, anti-ADM antikorlarin kolonik ligasyon ve
perforasyon ile olusturulan polimikrobiyal sepsis modelinde hipotansiyonu azalttig1
gosterilmistir.  Bununla  birlikte yeni c¢alismalar ADM’nin  septik  sok
patofizyolojisinde daha karmagik bir rol oynadigin1 ortaya koymaktadir. ADM’nin
bakterisidal, antiinflamatuar ve lokal vazodilator etkisi ile dokularin hipoksik
hasarmni sinirlayarak sepsiste yararli olabilecegi diistiniilmektedir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda transgenik asirt ADM ekspresyonu olan farelerde LPS, daha
diisiik diizeyde hemodinamik ve inflamatuar degisiklikler, karaciger hasar1 ve
mortalite olusturmaktadir (90). ADM’nin santral hipertansif etkilerinin sepsis
sirasinda karsilasilan kardiovaskiiler kollapsa karsi koruyucu bir rol oynayabilecegi
de diisiliniilebilir, ancak santral ADM uygulanmasi ile kardiovaskiiler parametreler
arasindaki iliskinin tamamen ortaya konulabilmesi ve ADM’nin bu siirecteki
fizyolojik roliiniin ve beyinde ADM transkripsiyonunu diizenleyen faktorlerin
belirlenebilmesi i¢in ileri ¢calismalara gereksinim duyulmaktadir.

2.1.7.4. Diyabet

ADM’nin pankreasin langerhans adaciklarinda bulundugu ve insiilin
sekresyonu {izerinde inhibitor etkisi oldugu ¢esitli deneysel c¢aligmalarla
kanitlanmistir (64, 91). Izole sigan pankreas adaciklarina ADM eklenmesi, insiilin
sekresyonunda doza-bagimli bir azalmayla sonuglanmaktadir. ilging olarak ortamda
ADM’ye kars1 bir monoklonal antikor bulunmasi, insiilin sekresyonunda bes katlik
bir artisa neden olmaktadir. Dolayisiyla adaciklardan salgilanan ADM’nin,  hiicre
fonksiyonlarmi aktif bir sekilde inhibe ettigi diisiiniilmektedir. ADM ile olusan kan
insiilin diizeylerindeki azalmaya glukoz diizeylerindeki artma eslik eder. Diyabetik
siganlara ADM’ye kars1 gelistirilen monoklonal antikorlar enjekte edildiginde
glisemi normal diizeye diismektedir (18). Yeterli bir sekilde kontrol altina
almamamis diabetik hastalarda plazma ADM diizeylerinin yiikseldigi, ayrica
hipergliseminin sigan vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde ADM ekspresyonunu
stimiile ettigi gosterilmistir (92). Diger taraftan, plazma glukoz ve hemoglobin Alc
diizeyi yiiksek olan diabetli hastalar (diabetik nefropatisi olanlar disinda) ile saglikli
kisilerin plazma ADM diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadigi bildirilmistir
(93). Ayrica plazma ADM diizeyleri renal yetmezIligi olan tip I diabetik hastalarda
diger komplikasyonlu diabetik hastalara oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu durum
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renal komplikasyonlu hastalarda afferent arterioller ve glomerul kapillerinde ADM
ve RAMP2 ekspresyonu artmasi ile agiklanmaktadir (94).

2.1.7.5. Kanser

ADM ilk olarak insan adrenal tiimor ektresinden elde edilmis, daha sonra
cesitli noronal ve epitel kanserlerde de lokalize oldugu saptanmistir. Akciger ve
gastrointestinal kanserli olgularda plazma ADM diizeylerinde artma bildirilmistir.
Akciger kanseri ve normal akciger 6rnekleri arasinda yapilan karsilastirmali analizler
sonucunda, ADM ekspresyonundaki artmanin bu hastalar i¢in bir marker olabilecegi
ileri stirilmiistiir.

ADM tiimor hiicreleri igin yasamsal bir faktor olabilir; bir multifonksiyonel
diizenleyici peptid olarak goérev yaparak bazi tiimor hiicrelerinin fizyolojisini
degistirip malign biliyimeye katkida bulunabilir. Hipoksik kosullarda ADM
diizeylerinde yilikselme gozlenir. Solid tiimdrlerin mikrogevresinde hipoksi olusur ve
timor hiicreleri, yasamak i¢in kan damarlarinin biiyiimesini, protein iirtinlerini
kodlayan genlerin transkripsiyonunu ve diger yasamsal stratejileri stimiile eder (18).
In vitro deneylerle ADM’nin proliferatif aktivitesi gdsterilmis, meme kanseri
hiicrelerine anti-ADM monoklonal antikorlar1 eklendiginde hiicre proliferasyonunda
belirgin bir azalma oldugu ve bu etkinin ekzojen ADM eklenmesi ile tersine dondiigii
bildirilmistir. Bu bulgular hiicre kiiltiirlerindeki diger ¢alismalarla da desteklenmistir
(15).

2.2. Diiz Kasta Eksitasyon Kontraksiyon Kenetlenme Mekanizmasi

Fizyolojik kosullarda iskelet kasmin kasilabilmesi i¢in kas hiicre
membraninin aksiyon potansiyeli seklinde depolarize olmasi gerekir. Membran
depolarizasyonu sonucu kasilmanin gergeklesmesi olayma ‘elektromekanik
kenetlenme’ denir. Cizgili kas kasilmasinda elektromekanik kenetlenme olabilmesi
icin mutlaka aksiyon potansiyeli seklinde hizli bir potansiyel degisimine gereksinim
vardir. Diiz kasta ise aksiyon potansiyeli yapmayacak kadar zayif depolarizasyon
dalgalanmalar1 da yavas bir sekilde kasilmay1 olusturabilir. Diiz kasin kasilabilmesi
(sarkoplazmik kalsiyum diizeyinin belirli bir esik deger iizerine ylikselebilmesi) i¢in
mutlaka depolarizasyon olmasi gerekmez; bu kaslar depolarizasyon olmaksizin da
fizyolojik etkenler (néromediyatorler, hormonlar ve otakoidler gibi) tarafindan
kasilabilirler. Diiz kas hiicresinin fizyolojik etkenler ve onlarm etkisini taklit eden
ilaglar ~ tarafindan  depolarizasyon = meydana  gelmeksizin  kasilmasina
‘farmakomekanik kenetlenme’ denir (95).

Tiim kaslarda depolarizasyon araciligiyla ya da kontraktil bir agonistle uyar1
sonucu kasilmanin olusabilmesi esas olarak serbest kalsiyum iyonlarinin intraseliiler
konsantrasyonundaki artmaya baglanmaktadir (96). Diiz kasin eksitasyonundan sonra
ortaya cikan intraseliiler kalsiyum konsantrasyonundaki artma miyozin hafif zincir
kinaz (MHZK) enzimini aktive eden kalsiyum-kalmodulin kompleksinin olusumuna
yol acar. MHZK miyozinin hafif zincirini fosforile eder ve miyozin baslarindaki
ATPaz aktivasyonu sonucu aktin ile miyozin arasinda gapraz kopri olusur. Capraz
kopriillerin  kirilip yeniden olusumu ile kasilma baglar. Kalsiyum iyonunun
sarkoplazmada kritik bir diizeyin altina diigmesi ile miyozin fosfataz enzimi aktive
olur. Miyozin fosfataz enzimi fosforile edilmis diizenleyici miyozin hafif zincir
molekiiliinden fosfat gruplarmin koparilmasinda (defosforilasyon) rol oynar.
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Defosforilasyon sonucu capraz kopriiler ile aktin arasi etkilesme inhibe olur ve
gevseme meydana gelir (95, 96).

Hiicre i¢i kalsiyumdaki artis farmako ve elektromekanik kenetlenme sirasinda
farkli mekanizmalarla olugsmaktadir. Kontraktil bir agonistin reseptoriine baglanmasi
ile baglayan farmakomekanik kenetlenme daha sonra membrana bagli guanin
niikleotid diizenleyici proteinler (G proteinler) araciligi ile fosfolipaz C enzimi
aktivasyonu ile sonuglanir. Fosfolipaz C ile membran fosfolipidlerinden fosfotidil
inozitol-4,5-bifosfat’dan inozitol-1,4,5-trifosfat ve diacilgliserol olusur. Inozitol-
1,4 5-trifosfat sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesine neden olur.
Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda hizli bir artma gergeklesir
ve kasilma baglar. Diagcilgliserol ise protein kinaz C’yi aktive ederek etkinin devam
etmesinde rol oynamaktadir. Farmakomekanik kenetlenme sirasinda intraseliiler
kalsiyum yiiksekliginin devamindan sorumlu olan diger bir olay, reseptorle
diizenlenen kalsiyum kanallar1 araciligr ile kalsiyumun igeri girmesidir. Hiicre ici
kalsiyumdaki artma ile biiyiik kondiiktansli kalsiyumla aktive edilen potasyum
kanallar1 (BKc,) aktive olur. Gergeklesen hiperpolarizasyon agonistle olusan
kasilmayr Onlemeye meyillidir ancak BKc, kanallarinin G proteini  kenetli
inhibisyonuyla bu mekanizma 6nlenmektedir.

Elektromekanik  kenetlenme sirasinda ise  ekstraseliller potasyum
konsantrasyonundaki artis ile meydana gelen hiicresel depolarizasyon kalsiyumun
hiicre i¢ine girigini tetikleyen dihidropiridin-duyarli voltajla diizenlenen kalsiyum
kanallarim1 agmaktadir. Bu ise kasilma icin gerekli Ca*®un sarkoplazmik
retikulumdan saliverilmesini saglamaktadir (95).

2.3. Adrenomedullin’in Vaskiiler Diiz Kas Gevsetici Etkisinde Rol Oynayan
Mekanizmalar
ADM’nin vaskiiler diiz kas gevsetici etkisinde rol oynayan mekanizmalar
asagida 6zetlenmistir.

2.3.1. SAMP Yolag

CGRP, vazoaktif intestinal peptid, prostaglandin E1 gibi pek ¢ok gevsetici
madde diiz kas zar1 lizerinde kendilerine 0zgii reseptorlere baglandiktan sonra
stimiilator G proteini araciligi ile adenilat siklazi aktive ederek sAMP iiretir. Olusan
sAMP, protein kinaz A (PKA)’y1 aktive edererk fosforile olabilen proteinler iizerinde
diizenleyici etki olusturur. Bu proteinlerden biri olan fosfolamban, normalde
kalsiyumun sarkoplazmik retikulumda kalmasini saglayan kalsiyum pompasinm
inhibe eder. PKA tarafindan fosforlanmasi, kalsiyum pompas iizerindeki inhibitor
etkisini ortadan kaldirip hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun azalmasina ve bu
sekilde gevsemeye neden olur (97).

sAMP’deki artmanin bir diger etkisi PKA aracilig1 ile potasyum kanallarinin
acilmasidir. Normalde hiicre disina oranla hiicre i¢inde potasyum konsantrasyonu
yiiksektir. Potasyum kanallarinin agilmasi potasyumun hiicre disina ¢ikisina ve bu
sekilde hiicrenin hiperpolarizasyonuna neden olur. Bu hiperpolarizasyon,
depolarizasyon ile agilan, hiperpolarizasyon ile kapanan L-tipi kalsiyum kanallarinin
kapanmasini saglayarak hiicre i¢i kalsiyumun azalmasina ve diiz kasin gevsemesine
neden olur.
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ADM’nin hiicre i¢i sAMP diizeylerini artiric1 etkisi pek c¢ok dokuda
gozlenmis (1, 5, 7) ve sAMP bagimli PKA aktivasyonunun ADM ile olusan
gevsemede rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistir (98). Sigir aortik endotel
hiicrelerinde ADM’nin intraselliiler kalsiyumda sAMP bagimli bifazik bir artma
olusturdugu, baslangigta intraselliiler depolardan olan gegici artmayr plazma
membranindaki iyon kanallar1 araciligiyla olan gegisin izledigi ve bu iki olayda
sAMP, sGMP, NO, inozitoltrifosfat ve fosfolipaz C’yi iceren bir dizi intraselliiler
ikincil ulak sistemin rol oynadigi bildirilmistir (8).

2.3.2. NO ve sGMP yolag

NO endotelden salgilanan gevsetici faktorlerden en Onemlisi olup damar
tonusunun diizenlenmesinde ve inflamatuvar olaylarin modiilasyonunda 6nemli bir
rol oynamaktadir. NO yar1 esansiyel bir aminoasit olan L-arginin’den organizmada
genis bir dagilimi olan NOS enzim grubu aracilig1 ile sentezlenir. NOS’un yapisal
(cNOS) ve indiiklenebilir (iINOS) olmak iizere temel olarak iki formu bulunmaktadir.
Yapisal NOS ise baglica iki grup altinda toplanmaktadir. Bunlar endotel hiicrelerdeki
endotelyal NOS (eNOS) ve noral dokuda lokalize olmus néronal NOS (nNOS)’dur.
Inflamasyonun olmadig1 durumlarda yapisal olarak ekprese edilirler. nNOS, beyin,
serebellum ve noroblastlarda bulunur ve NO’in ndrotransmitter roliinde goérev alir.
Endotelde yer alan eNOS aktivitesi hiicre icindeki Ca*? miktar1 ile kontrol altinda
tutulmaktadir. Intraseliiler Ca*? diizeyinin artmasi ile aktive edilir. Yapisal NOS
formlar1 genel olarak iNOS’a gore daha az miktarda (pmol diizeyinde) NO f{iretirler.
iNOS baglica makrofajlarda bulunmasina karsin, damar diiz kas hiicreleri, renal tiibiil
hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve endotel hiicrelerinde de tespit edilmistir. NOS’un bu
formu etkinlesmek igin Ca*? ve kalmoduline ihtiyag duymamaktadir. Inflamasyon
gibi durumlarda eksprese edilen INOS, inflamasyonda anahtar bir rol oynar.
Inflamatuvar sitokinler ve endotoksinlerle karsilasma sonrasinda bircok doku ve
hiicre tipinde indiiklenmekte ve kisa siirede asir1 miktarda (nmol diizeyinde) NO
salinimina neden olmaktadir.

Biyolojik yar1 émrii oldukca kisa (2-10 sn) olan NO’in insan fizyolojisi ve
fizyopatolojisinde 6nemli bir yeri vardir. NO vaskiiler diiz kas gevsemesi, trombosit
aktivasyonu, adezyon ve agregasyonun inhibisyonu, endotel ve damar diiz kas
hiicrelerinde proliferasyonun 6nlenmesi gibi pek ¢ok olayda rol oynamaktadir. NO’in
vaskiiler sistemdeki gevsetici etkisinin guanilat siklaz aktivasyonu ile sGMP
olusumunu hizlandirmak yolu ile gergeklestigi bilinmektedir. Damar endotel
hiicrelerinden salinan NO, guanilat siklaz aracilig1 ile sSGMP diizeyini artirir. sGMP
diizeyindeki artma hiicre icine kalsiyum girisini azaltirken hiicre disina kalsiyum
atilimint artirir. Ayrica, sarkoplazmik retikuluma giren kalsiyum miktarini artirarak
hiicre i¢indeki kalsiyumun azalmasi ile damar diiz kasinda gevsemeye neden olur.
NO sentezi L-arginin analoglar1 olan N"-nitro-L-arginin (L-NA), N"-nitro-L-arginin
metil ester (L-NAME), N"-monometil-L-arginin (L-NMMA), N"-iminoetil-L-ornitin
(L-NIO) gibi NOS inhibitorleri tarafindan 6nlenir (99).

ADM’nin vaskiiler gevsetici etkisinde NO-bagimli mekanizmalarin rol
oynadigi ¢esitli galismalarda gosterilmistir. (Sekil 2.7) (34, 100-102).
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Sekil 2.7. ADM’nin Endotel Bagimsiz (sol taraf) ve Endotel Bagimli (sag taraf) Vazodilator Etki
Mekanizmast

2.3.3. Potasyum kanallari

Potasyum kanallar1 kalp atim hizinin diizenlenmesi, kas kasilmasi,
norotransmitter salinimi, néronal eksitabilite, insiilin sekresyonu, epitelyal elektrolit
transportu, hiicre voliimiiniin diizenlenmesi ve hiicre proliferasyonu gibi degisik
fizyolojik siireclerde kritik rol oynayan membran proteinlerinin bir ailesidir (103).
Degisik rollere sahip oldukga farkli tipte potasyum kanallar1 bulunmaktadir.

ATP’ye duyarli potasyum (Katp) kanallar1 insiilin  sekresyonunun
diizenlendigi pankreatik B hiicrelerinde tanimlanmalarinin ardindan diiz kaslar ve
gesitli néronlar1 da igeren degisik dokularda da belirlenmislerdir. Karp kanallar
voltaj ve hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinden ¢ok az etkilenmesine karsin temel olarak
hiicre ici ATP/ADP orani ile diizenlenmektedir. Hiicre ici ATP diizeyi fizyolojik
aralikta (Cso: 10-100uM) ise bu kanallar kapalidir. Hiicre i¢ci ATP diizeyi bu araligin
altina diisiince aktivasyon gerceklesir. Bu tip kanallar glibenklamid gibi siilfoniliire
iceren bilesik ile selektif olarak bloke edilmekte, kromakalim, lemakalim gibi
potasyum kanal acicilari tarafindan aktive edilmektedir.

Kalsiyumla aktive edilen potasyum (Kc,) kanallar1 iletkenligi biiyiik (150-250
pikosiemens pS; BKc,) ve iletkenligi kiigiik (20-40 pS; SKcg) olan potasyum
kanallar1 olmak iizere iki gesittir. Alt1 transmembranal segment Ve bir por olusturucu
bolge igeren a, ve iki transmembranal bolge iceren B-alt ilinitelerinden olugmaktadir.
Bu kanallarin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artma ve hiicre
membranin depolarizasyonu ile iliskilidir. K¢, kanallariin aktivasyonu voltaj duyarl
kalsiyum kanallarinm1 kapatan ve kalsiyum girisini azaltan disa dogru potasyum
hareketine neden olur. Bunun sonucunda membran hiperpolarize olur ve gevseme
yanit1 olusur. Bu nedenle K¢, kanallar1 kontraksiyon ve depolarizasyonu sinirlamada
negatif feedback mekanizmasi olarak anahtar rol oynamaktadir. Bal aris1 toksini olan
apamin SKc, kanallarinin, akrep zehiri bilesenlerinden karibdotoksin ve iberiotoksin
ise BKc, kanallarinin selektif blokorleri olarak kullanilmaktadir (104).
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Membran potansiyelindeki degisiklige yanit olarak voltajla aktive edilen
potasyum (K,) kanallar1 4 adet a (K,1.1, K,1.2, K,1.3 ve K,1.5) ve 4 p-alt
tinitesinden (K, B1, B2, B3, p4) olusmaktadir. Bu kanallar, kalsiyumdan bagimsiz
voltaja duyarli potasyum kanallaridir. Sadece 20mV’un iizerinde membran
depolarizasyonu kanali aktive eder ve gecikmis disa dogru potasyum akimi
gerceklesir. 4-aminopiridin (4-AP) K, kanal inhibit6rii olup bu tip kanal arastirmalari
icin uygun bir farmakolojik ajandir. K, kanallari, intraseliiler kalsiyum
konsantrasyonu ve membran kalsiyum kanal aktivitesinin kontroliiyle diiz kas
uyarilabilirligini saglayan 6nemli bir potasyum kanalidir (103).

ADM’nin insan koroner arteriyollerindeki gevsetici etkisinde potasyum
kanallarinin rol oynadig: bildirilmistir (9). Kopek koroner vaskiiler yataginda (10) ve
sican serebral arteriyollerinde (11) ADM ile olusan gevsemeye Kartp kanallarinin
aracilik ettigi, Karp kanal blokorii uygulamasit ile ADM’ye bagli gevseme
yanitlarinin bloke edildigi gosterilmistir.

2.3.4. Prostaglandinler

Prostaglandinler ve I6kotrienler lipid kdkenli otakoidler olup "eikozanoidler"
olarak isimlendirilmektedir. Viicutta "lokal hormon" olarak etki gosteren bu yag asidi
tirevlerinin biyosentezi arasidonik asidin hiicre membranindaki fosfolipidlerden
fosfolipaz A, enzimi araciligi ile mobilize edilmesine veya salinimina bagimlidir.
Arasidonik asidin siklooksijenaz yolagina girmesi ile prostaglandinler, lipooksijenaz
yolagina girmesi ile 16kotrienler olusur. Bu eikozanoidler viicutta tiim doku ve
stvilarda yaygin olarak bulunur ve inflamasyon, diiz kas tonusu, hemostaz, trombosit
fonksiyonu, bobrek su-tuz dengesi, uterus aktivitesi, endokrin, santral sinir sistemi ve
gastrointestinal sekresyon gibi bir dizi fizyolojik ve patolojik olayda rol alirlar.
Prostaglandin E’ler ve prostasiklin gii¢lii vazodilator etkinlik gosterirler.
Prostasiklinler tim damar yataklarinda vazodilatasyon yaparlar ve kan basincinm
diisiirtirler. Prostaglandin E; burun mukozasinda vazokonstriksiyon yapar, fakat bu
maddenin memelilerde damarlarda olustugu kanitlanmamistir. Prostaglandin E,
akcigerden gegerken onemli derecede inaktive edildiginden intravendz verildiginde
hipotansif etki giicii prostasikline gére 4-8 kez daha diisiiktiir. Intraarteryel olarak
verildiginde ise bu iki maddenin etki giicii birbirine yakin olarak bulunmustur.
Prostaglandin E, ve prostasiklinlerin vazodilator etkileri esas olarak arteriyolleri ve
prekapiller sfinkterleri genisletmelerine baglhdir. Prostasiklin ve prostaglandin E,
adrenerjik sinir uglarindan noradrenalin saliverilmesini inhibe ederek indirekt
vazodilator etki de meydana getirebilirler (105).

ADM-aracili etkilerin bir kisminda prostaglandinlerin rol oynayabilecegi
bildirilmistir. Kopeklerde ADM ile olusan renal vazodilatasyon ve natriiirezde (58)
ve sican pulmoner arterlerinde ADM’nin olusturdugu gevseme yanitlarinda (106)
prostaglandinlerin rol oynadig1 saptanmaistir.
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GEREC VE YONTEM

3.1. Dokunun Elde Edilisi

Kalp-damar cerrahisinin rutin koroner arter by-pass grafti cerrahisi sirasinda
kullandig1 insan internal torasik arterinden (ITA) artan (redundant) damar Ornegi
4°'C’deki %95 O, ve %5 CO; igeren gaz karigimi ile tamponlanmig fizyolojik tuz
soliisyonuna (PSS) konularak hizli bir sekilde laboratuvar ortamina tagindi. Artere
zarar verilmeden etrafindaki bag dokusu temizlendikten sonra 3-4 mm genisliginde
halkalar seklinde kesildi. Hazirlanan preparatlar, igerisinde PSS bulunan (mM: NaCl
118, KCI 5, NaHCO3 25, KH,PO,4 1.0, MgSO, 1.2, CaCl;, 2.5 ve glukoz 11.2) 20
ml'lik organ banyolarina asildi. Banyolardaki soliisyonun 1sis1 siirekli dl¢lim yapan
bir termometre araciligiyla 37°C olacak sekilde sabit tutuldu. Soliisyon pH’s1 7.4
olacak sekilde %95 O,-%5 CO; ile deney boyunca gazlandirildi. ITA halkalar1 daha
onceden belirlenen 2 g istirahat gerilimi altinda her 15 dakikada bir yikanarak 60
dakika boyunca dinlendirildi. ITA yanitlar1 bilgisayar bazli bir veri toplama
sistemine (IOX-base-4, EMKA Ltd.) bagl izometrik transdiiserler (IT1-25, EMKA
Ltd.) aracihfiyla kaydedildi. ilag konsantrasyonlari banyo soliisyonunda olusan
molar konsantrasyonlari olarak ifade edildi.

3.2. Deney Protokolii

Deneyler endoteli saglam ve zedelenmis ITA halkalarinda gergeklestirildi.
Endotel saglamligi 1 saatlik dinlenme periyodundan sonra submaksimal
konsantrasyonda (10 M) fenilefrinle kasilan dokularin 10° M asetilkoline gevseme
yanitlarina bakilarak test edildi. Asetilkoline %60 ve {izeri gevseme yaniti veren
dokularin endoteli saglam kabul edildi. Endoteli zedelenmis halkalar elde etmek igin
ise, halkalarin intimal yiizeyi ucuna pamuk sarilmis ince bir pensetle hafifce
ovusturuldu. Endotel hasar1 fenilefrin (10'6 M) ile kasilmis dokularda asetilkolinin
(10° M) gevseme yanit1 olugturamamasi ile teyid edildi.

ITA halkalaria énceden 10° M fenilefrin verilerek submaksimal kasilma
yanit1 elde edildi. Kasilma yanit1 platoya ulastiginda kiimiilatif uygulanan ADM'nin
(10™ — 107 M) konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari kaydedildi. Daha sonra
dokular NOS blokérii L-NAME (10 M) ile 20 dakika, siklooksijenaz inhibitdrii
indometazin (10° M) ile 20 dakika, spesifik guanilat siklaz inhibitérii ODQ (5x107
M) ile 20 dakika, Katp kanal blokorii glibenklamid (10'5 M) ile 30 dakika, Ky kanal
blokorii 4-AP (5 mM) ile 10 dakika, BKc, kanal blokérii karibdotoksin (107 M) ile
30 dakika, SKc, kanal blokorii apamin (10”7 M) ile 30 dakika, karibdotoksin (107 M)
+ apamin (107 M) ile 30 dakika ve putatif ADM reseptdr antagonisti ADM 22.52) (107
M) ile 20 dakika inkiibe edildikten sonra fenilefrinle kasilmis ITA halkalarinda ADM
konsantrasyon yanit egrileri tekrar elde edildi ve bu sekilde ADM'nin vazodilatér
etkisinde prostanoidlerin, NO’nun ve spesifik potasyum kanallarinin rolleri
degerlendirildi.

Deneylerde  kullanilan  maddelerin ~ ¢6ziiciileri  kullanilarak ~ damar
yanitlarindaki temporal degisiklikler incelendi. Deneyler arasinda dokular 60 dakika
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dinlendirildi. Yukarida belirtilen deney asamalarinin herbiri igin 6-10 ITA preparati
kullanildi.

3.3. Deneylerde Kullanmilan ilaclar

Deneylerde kullanilan fenilefrin, asetilkolin, L-NAME, indometazin,
glibenklamid, 4-AP, apamin ve PSS igin gerekli kimyasal maddeler Sigma
kimyasal’dan (St. Louis, Mo.), adrenomedullin, ADM .55, ODQ, karibdotoksin ise
AnaSpec firmasindan (San Jose, CA) elde edildi. Fenilefrin, asetilkolin, L-NAME, 4-
aminopiridin, apamin, adrenomedullin, ADMq.s5), karibdotoksin distile suda,
indometazin etanolde, glibenklamid ve ODQ dimetilsiilfoksit i¢erisinde ¢oziildii.

3.4. Istatistiksel Analiz

Tiim degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. ECsy degerleri
lineer regresyon analizi ile maksimum yanitin (Emax) %50’sini olusturan agonist
konsantrasyonu olarak hesaplandi. Duyarlilik pD, (-Log ECsp) olarak verildi.
Sonuglarin istatiksel analizi Student t-testi, tekrarlayan olgtimler igin ANOVA ve
posthoc testler kullanilarak yapildi. p degerleri 0,05’in altinda bulunan degerler
istatistiksel olarak anlamli1 kabul edildi.
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BULGULAR

Submaksimal konsantrasyonda uygulanan fenilefrin (10° M) ile ITA
halkalarinda oldukga stabil ve siirekli kasilma yanitlar1 olustu. On deneylerde,
calismada kullanilan konsantrasyonlarda ADM’nin, potasyum kanal blokorleri,
ODQ, indometazin ve L-NAME’nin insan ITA halkalarinda bazal tonus iizerinde
anlaml bir etkilerinin olmadig1 saptandi.

Fenilefrin ile 6nceden kasilmis insan ITA halkalarinda ADM (107° - 107 M)
konsantrasyon bagimli gevseme yanitlart olusturdu. ADM’nin gevsetici etkisi
endoteli saglam ITA halkalarinda, endoteli zedelenmis ITA halkalarina gére anlamli
olarak (p<0,05) daha yiiksek bulundu (Sekil 4.1). ADM’nin endoteli saglam ve
zedeli ITA halkalarinda Enax degerleri sirasiyla %38,0 + 2,1 ve %16,4 + 2,1, pD;
degerleri ise 8,72 + 0,18 ve 8,63 = 0,41 olarak bulundu.

Dokularin 20 dakika siireyle siklooksijenaz inhibitérii indometazin (10 M)
ile inkiibasyonu ADM’ye gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklie neden
olmazken, NOS blokérii L-NAME (10” M) ile inkiibasyonu ADM ile olusan
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma ile sonuglandi
(Emax: %18,4 + 1,0) (Sekil 4.2). Spesifik guanilat siklaz inhibitérii ODQ (5x10™° M)
(Emax: %18,1 £ 0,7) ve putatif ADM reseptdr antagonisti ADM 2252 (10'7 M) (Emax:
%12,5 £ 1,2) ADM’ye gevseme yanitlarinda anlamli (sirastyla p<0,05 ve p<0,01) bir
azalma olusturdu (Sekil 4.3 ve 4.4).

Insan ITA halkalarinin 10 dakika siire ile Ky kanal blokérii 4-AP (5 mM) ya
da 30 dakika siire ile Katp kanal blokoérii glibenklamid (10 M) ile inkiibasyonu
ADM’nin gevsetici etkisinde anlamli bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.5). Diger
taraftan BKc, kanal blokorii karibdotoksin (10'7 M) (Emax: %18,8 £+ 2,7) veya SKc,
kanal blokorii apamin (107 M) (Emac %18,1 + 4,1) ile 30 dakika inkiibasyon
sonrasinda fenilefrin ile Onkasilma yapilan ITA halkalarinin ADM’ye gevseme

BKc, kanal blokérii karibdotoksin (107 M) ve SKc, kanal blokérii apamin (107 M)
kombinasyonu ile 30 dakika siire inkiibasyonu, ADM ile olusan gevseme
yanitlarinda daha belirgin (Emax: %13,9 + 1,4) (p<0,01) bir inhibisyon olusturmasina
karsin kombinasyonun inhibitor etkisi tek basina karibdotoksin veya apaminin
inhibitdr etkileri ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.1. Submaksimal (10°® M) fenilefrin ile kasilmis endoteli saglam (m) ve zedeli (D) insan internal
torasik arter halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10 - 107 M) uygulanan
adrenomedullin’in (ADM) olusturdugu gevseme yanitlar1 (*: p<0,05 endotelli grup ile
kargilastirildiginda. n=10, her iki grup igin). Sonuglar submaksimal fenilefrin ile olusan
maksimum kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.
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Sekil 4.2. Submaksimal (10°® M) fenilefrin ile kasiimis endoteli saglam (m) insan internal torasik arter
halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10"°-10"M, n=8) uygulanan adrenomedullin’in
(ADM) olusturdugu gevseme yamtlari iizerinde siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10
M, 20 dk., n=8) ve nitrik oksid sentaz blokori L-NAME (10'4 M, 20 dk., n=7)
inkiibasyonunun etkisi. (*: p<0,05 kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda) Sonuglar
submaksimal fenilefrin ile olusan maksimum kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.
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Sekil 4.3. Submaksimal (10°° M) fenilefrin ile kasiimis endoteli saglam (m) insan internal torasik arter
halkalarinda kiimiilatif ~ konsantrasyonlarda (10°-107M, n=7) uygulanan
adrenomedullin’in (ADM) olusturdugu gevseme yanitlari iizerinde spesifik guanilat siklaz
inhibitérii ODQ inkiibasyonunun (5x10° M, 20 dk., n=8) etkisi. (*: p<0,05 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda). Sonuglar fenilefrin ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak

verilmistir.
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Sekil 4.4. Submaksimal (10°® M) fenilefrin ile kasilnus endoteli saglam (m) insan internal torasik arter
halkalarinda  kiimiilatif ~ konsantrasyonlarda ~ (10™°-10"M,  n=10)  uygulanan
adrenomedullin’in (ADM) olusturdugu gevseme yanitlari iizerinde putatif adrenomedullin
(ADM) reseptor antagonisti ADMz,.s2) inkiibasyonunun (107 M, 20 dk., n=7) etkisi.
(*: p<0,01 kontrol grubu ile karsilasgtirildiginda). Sonuglar fenilefrin ile olusan kasilmanin
% gevsemesi olarak verilmistir.

25



50-

o 40- - Kontrol
£ -0~ Glibenklamid
c}:» 30+ - 4-AP
® 20
X
104
0-

-100 95 90 -85 -80 -75 -7.0
Log ADM [M]

Sekil 4.5. Submaksimal (10°® M) fenilefrin ile kasilmis endoteli saglam (m) insan internal torasik arter
halkalarinda ~ kiimiilatif =~ konsantrasyonlarda (10°-107M, n=8) uygulanan
adrenomedullin’in (ADM) olusturdugu gevseme yanitlari {izerinde Ky kanal blokori 4-
aminopridin (4-AP, 5 mM, 10 dk., n=10), ve Katp kanal blokorii glibenklamid (10'5 M, 30
dk., n=8) inkiibasyonunun etkileri. Sonuglar fenilefrin ile olusan kasilmanin % gevsemesi
olarak verilmistir.

501

-& Kontrol
-+ Karibdotoksin

-¥ Apamin
-+ Karibdotoksin+Apamin

% Gevseme

-100 95 90 -85 -80 -75 -7.0
Log ADM [M]

Sekil 4.6. Submaksimal (10°° M) fenilefrin ile kasilmis endoteli saglam (m) insan internal torasik arter
halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10"°-10"M, n=8) uygulanan adrenomedullin’in
(ADM) olusturdugu gevseme yanitlar iizerinde, BK¢, kanal blokérii karibdotoksin (107
M,30 dk., n=6), SK¢, kanal blokérii apamin (107 M, 30 dk., n=8) ve karibdotoksin (10" ' M)
+ apamin (107 M, n=6) inkiibasyonunun etkileri. (*: p<0,05 **: p<0,01 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda). Sonuglar fenilefrin ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak
verilmistir.
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TARTISMA

Bu caligmada submaksimal konsantrasyonda uygulanan fenilefrin, insan ITA
halkalarinda stabil ve stirekli bir kasilmaya neden olmus, zaman igerisinde fenilefrin
ile olusan kasilmada kendiliginden gelisen bir azalma gozlenmemistir. Onceden
fenilefrin ile kasilan insan ITA halkalarina kimilatif olarak eklenen ADM,
konsantrasyon bagimli bir sekilde gevseme yanitlarina neden olmus ve fenilefrin ile
olusan kasilmanin yaklasik %40’ma varan bir maksimum gevsetici etki elde
edilmistir. ADM’nin temel biyolojik etkilerinden biri vazodilatasyondur ve hem in
vivo hem de in vitro vazodilator etkisi oldugu gosterilmistir;, ADM insan timus
arterleri (107), koroner arteriyoller (9), kopeklerden izole edilen mezenterik, koroner,
renal, femoral (32) arterler, sican aort halkalar1 (108) ve sigir retinal arterlerinde
(109) konsantrasyon bagimli gevseme yanitlart olusturmaktadir. Bu c¢alismada
literatiirde ilk defa olmak tizere ADM’nin diger vaskiiler dokulardakine benzer
sekilde insan ITA preparatlarinda da konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari
olusturdugu gosterilmistir.

Calismamizda ADM’nin insan ITA halkalarinda %40°lik bir maksimum
etkinlik (submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile olusan kasilmanin yiizdesi
olarak hesaplanmistir) ve 8,72 + 0,18’lik bir duyarlikla (pD;) gevseme yanitlari
olusturdugu saptanmistir. Diger taraftan ADM’nin diger vaskiiler dokularda
olusturdugu gevsetici etkilerde Emax Ve pD2 degerleri karsilastirildiginda belirgin
farkliliklar oldugu anlagilmaktadir: ADM’nin endotelin-1 ile kasilan insan koroner
arteriyollerindeki Enax degeri %70 + 10 ve pD; degeri 9,2 + 0,3 (9); PGFy, ile 6n
kasilma yapilan sigir retinal arterlerindeki Emax degeri 9%59,2 £ 1, pD, degeri 7,9 +
0,03 (109); tromboksan A, analogu U46619 ile 6n kasilma yapilan domuz siliar
arterlerindeki Enax ve pD; degerleri sirasiyla %385,5 £+ 3 ve 7,4 + 0,1 (110);
noradrenalin ile 6n kasilma yapilan gebe sigcanlardan izole edilen mezenter
arterlerdeki Emax degeri  %72,77 + 3,56 pD, degeri 7,03 = 0,02 (111) ve sican
aortundaki Emax degeri  %45,5 = 6,5 ve pD, degeri 2,4 + 0,8 (108) olarak
bulunmustur. ADM’nin insan ITA dokusundaki efikasitesi diger tiirlerden alinan
vaskiiler dokular ya da insan koroner arteriyolleri ile karsilagtirildiginda daha diisiik
goriinmekle birlikte, ITA preparatinin ADM’ye duyarliginin yukaridaki dokulardan
daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir. ADM etkinligi veya ADM’ye duyarliktaki bu
farkliliklarin dokunun alindigi tiir, deneyin yapildigi vaskiiler doku (dokunun yeri ve
cap1) ve/veya On kasilma i¢in kullanilan ajan gibi yontemsel farkliliklara bagl
olabilecegi diisiiniilebilir.

ADM’nin insan ITA halkalarinda olusturdugu gevsetici etki, dokularin 20
dakika siireyle putatif ADM reseptdr antagonisti ADM 52 ile (107 M) inkiibe
edilmesi sonucunda anlamli olarak Onlenmis, ADM’nin maksimum gevsetici
etkisinde %70’lere varan bir azalma meydana gelmistir (Emax degerleri sirasi ile
%38,0 + 2,1 ve %12,5 + 1,2). ADM, biyolojik etkilerini CL ve ¢esitli RAMP
(RAMP1 RAMP2 ve RAMP3) kombinasyonu sonucu olusan ADM reseptorleri
araciligiyla olusturmaktadir. Insan ADM ve CGRP reseptor antagonistleri (ADM2;.5,
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ve CGRPg37) kullanilarak spesifik ADM reseptorleri arasindaki farklar
belirlenmistir. ADM2,.50, CL/IRAMP3 (ADM) reseptorlerine gére CL/RAMP2
(ADM,) reseptorlerine daha fazla selektivite gostermektedir. Yani ADM’nin ADM;
reseptorleri araciligi ile olusturdugu yanitlar CGRPg.37’e gdre ADM2,.57) ile daha
giclii bir sekilde bloke olmaktadir (28). Bu c¢alismada ADM’nin insan ITA
halkalarinda olusturdugu gevsetici etkilerinin putatif ADM reseptér antagonisti
ADM22.57) ile ¢ok biiyiik bir oranda antagonize edilmesi, bu dokuda ADM ile olusan
vazodilatasyonun biiyilik 6lciide ADM; reseptorleri araciligr ile gergeklestigine isaret
etmektedir. Benzer sekilde gebe siganlarin mezenterik arterlerinde de ADM ile
olusan gevseme yanitlart ADM.57) ile inhibe edilmis ve diisiik konsantrasyonlarda
ADM ile olusan gevseme yanitina biiylik 6l¢iide ADM; reseptorlerinin aracilik ettigi;
yiiksek konsantrasyonlardaki gevseme yanitinda ise hem ADM; hem de ADM,
reseptorlerinin rol oynadigr bildirilmistir (111). Yine sigir retinal arterlerinde (109)
ve insan koroner arteriyollerinde (9) ADM ile olusan gevseme yanitinda ADM ;.52
istatistiksel olarak anlamli bir azalma olusturmustur (Si8ir retinal arterlerinde Epmax
degerleri sirast ile %55,33 = 9,65 ve %47,5 + 8,26 ve insan koroner arteriyollerinde
Emax degerleri sirasi ile %64 + 12 ve %30 + 11).

Calismamizda ADM’ye gevseme yanitlarinin endoteli saglam ITA
preparatlarinda endoteli zedeli preparatlara gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu,
ancak ADM’ye gevseme yanitinin endotelin zedelenmesi ile tamamen bloke
edilemedigi saptanmistir (Emax degerleri sirasi ile %38,0 = 2,1 ve %164 + 2,1).
ADM’nin insan timus arterleri (107), koroner arteriyoller (9), kopeklerden izole
edilen mezenterik, koroner, renal, femoral arterler (32), si¢an aort halkalar1 (108),
domuz siliar arterleri (110) ve sigir retinal arterleri (109) gibi degisik vaskiiler
dokulardaki gevsetici etkilerinin endotel bagimli oldugu bildirilmistir. Zit olarak,
kopek retinal arterlerinde endotel bagimsiz mekanizmalarla gevseme yaniti
olusturdugu saptanmistir (112). Bu c¢alismada ADM’nin endoteli saglam ITA
halkalarinda maksimum gevsetici etkisinin endoteli zedeli halkalardakinden 2,5 kat
daha fazla oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla mevcut ¢alismanin sonuglart ADM’nin
insan ITA halkalarinda olusturdugu gevseme yanitlarinin biiylik 6l¢iide endotel
bagimli olduguna, diisilk bir Olclide ise endotel bagimsiz mekanizmalarla
gerceklestigine isaret etmektedir.

Bu goriisii destekler sekilde insan ITA halkalarinin ADM’ye gevseme
yanitlarinda bir NOS blokorii olan L-NAME ve spesifik guanilat siklaz inhibitort
ODQ inkiibasyonu sonrasi istatistiksel olarak anlamli Olgiilerde azalmalar
saptanmistir. Gerek L-NAME, gerckse ODQ inkiibasyonu sonrast ADM’ye
maksimum yanitlarda yaklasik %50’lik azalmalar (Emax degerleri sirasiyla %18,4 +
1,0 ve %18,1 £ 0,7) oldugu gozlenmistir. Insan ITA halkalarinin NOS blokaj1 veya
guanilat siklaz inhibisyonu sonrast ADM’ye gevseme yanitlari endoteli zedeli
halkalarin ADM’ye gevseme yanitlar1 ile olduk¢a benzer (Emax: %16,4 + 2,1)
diizeydedir. insan ITA preparatlarinda ADM ile olusan gevseme yanitlarinin NO-
sGMP yolagmin farkli iki basamagini bloke eden ajanlar tarafindan benzer 6l¢iide
bloke edilmesi gozlenen gevsetici etkide endotel kaynakli NO’in roliinli ortaya
koymaktadir. Bu bulgu literatiirdeki diger calismalar tarafindan da desteklenmektedir
(9, 30, 34, 100, 101, 102, 107, 108, 109). ADM, sitokinle stimiile edilen vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde sAMP-bagimli bir yolak araciligi ile NO {iretimini
arttirmaktadir (6). Saglikli goniillillerde ve kalp yetmezlikli hastalarda lokal ADM
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inflizyonu ile olusan vazodilatasyonun kismen NO-bagimli oldugu gosterilmis,
saglikli goniilliilerle karsilastirildiginda kalp yetmezligi olan hastalarda ADM ile
olusan vazodilatasyondaki azalmanin NO {iretimindeki bozulmaya bagli oldugu ileri
stiriilmistiir (30, 46). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar alinmis ve
ADM’nin gevsetici etkisinde endotel ve NO bagimli mekanizmalarin rolii oldugu
bildirilmigtir. ADM’nin renal vazodilator, diiiretik ve natritiretik etkilerinin NOS
blokérii L-NAME ile azaldigi, dolayisiyla endojen NO salinimu ile iligkili oldugu
ileri stlirtilmiistiir (113). Ayrica ADM’nin izole bobrekte endojen NO salinimini
artirdigr  gosterilmistir (114). ADM’nin aort ve pulmoner arter halkalarinda
konsantrasyona bagimli sekilde olusturdugu gevseme yanitlarn L-NAME
uygulanmasi veya endotel’in zedelenmesi ile bloke olmaktadir (106). ADM’nin
insan timus arterleri (107), koroner arteriyoller (9) ve sigir retinal arterlerinde de
(109) NO aracilig1 ile gevseme yanitlart olusturdugu gosterilmistir. Zit olarak sican
arka bacak vaskiiler yataginda (115) ve kopek femoral venlerinde (116) ADM’ye
vazodilator yanitlarin NO aracili olmadig bildirilmigtir.

ADM aracili NO saliniminin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir.
Bununla birlikte ADM vaskiiler endotel hiicrelerde bulunan reseptorleri araciligt ile
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artirabilir ve NO salinimina yol agabilir. Bu
goriisle uyumlu olarak sigir karotid arter endotel hiicre kiiltiirlerinde ADM’ye yanit
olarak hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda gecici bir artma oldugu gosterilmistir
(114). Benzer sekilde Shimekake ve ark. sigir aortik endotel hiicre kiiltiirlerinde
ADM’nin intraseliiler kalsiyum ve sGMP konsantrasyonunu artirdigini
bildirmiglerdir (8). eNOS aktivitesi intraseliiler kalsiyum ve kalmodulin
konsantrasyonuna bagimlidir. ADM’nin yukarida sozii edilen bulgularla uyumlu
olarak, benzer sekilde insan ITA dokusunun endotel hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu artirarak eNOS’u aktive etmesi ve bu sekilde vaskiiler endotelden
NO saliverilmesine neden olarak gevsetici etki olusturmasi olast mekanizmalardan
biri gibi goriinmektedir.

ADM trombositlerde sSAMP diizeylerini artiran bir peptid olarak
kesfedilmistir (1). Daha sonra ADM’nin sSAMP diizeylerini artiric1 etkisi pek ¢ok
doku ve hiicrede teyid edilmistir (1, 5, 7). sAMP artis1 protein kinaz A aktivasyonu
ile sonuglanir. eNOS aktivasyonu iizerinde sAMP bagimli protein kinaz
fosforilasyonunun da rol oynayabilecegi bildirilmistir (117).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri lizerinde NO’in direkt etkisinin yanisira, ADM’ye
gevseme yanitinin siirdiiriilmesinde, endotel kokenli NO iiretimini potansiyalize ya
da stimiile eden diger reseptor ya da kanallarin rol oynamast da s6z konusudur.
Ornegin, NO’in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde kalsiyumla aktive edilen potasyum
kanallarini direkt olarak aktive ettigi gosterilmistir (118). Ayrica, NO sGMP bagimli
bir mekanizma aracilig1 ile vazokonstriktor maddelerin (6rn; endotelin) iiretimini de
azaltmaktadir (119).

Vaskiiler diiz kaslarin ¢esitli ajanlara yanitlarindaki faklilikta arterin alindigi
yer ve ¢apina bagli olarak iyon transport mekanizmalari, farmakolojik reseptorlerin
yogunlugu ve tipleri veya endotelden salinan maddelerdeki farkliliklarin 6nemli bir
rol oynayabilecegi bilinmektedir (120-122). Damar ¢apindaki azalma ile paralel bir
sekilde hiperpolarizan faktorlerin 6nemi de artmaktadir (123-125). Bu goriislerle
uyumlu olarak ¢esitli vaskiiler dokularda ADM’nin gevsetici etkilerinde degisik
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potasyum kanallarinin rol oynadig1 gosterilmistir. Kopek koroner vaskiiler yataginda
(10) ve sigan serebral arteriyollerinde (11) ADM ile olusan gevsemeye Katp
kanallarinin aracilik ettigi  bildirilmistir. Bu calismada Karp kanal blokori
glibenklamid ve K, kanal blokorii 4-AP incelenen konsantrasyonlarda insan ITA
halkalarinda ADM ile olusan gevseme yanitlar {izerinde istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik olusturmamistir. Bu bulgu insan ITA halkalarinda ADM ile olusan
gevseme yanitlarina Karp Ve K, kanallariin aracilik etmedigine isaret etmektedir.
Bizim bulgularimizla uyumlu olarak sigan mezenter arterlerinde ADM ile olusan
gevsemeye Karp kanallariin aracilik etmedigi bildirilmistir (126). Diger taraftan
domuz siliar arterlerinde BKc, kanal blokorii karibdotoksin ve SKc, kanal blokdrii
apamin kombinasyonu ile ADM’ye gevseme yanitlarinin azaldigi bildirilmistir (110).
Yine gebe sicanlardan izole edilen mezenter arterlerde ADM ile olusan gevseme
yanitlarinda K¢, kanallarinin rol oynadigi gosterilmistir (111). Benzer sekilde bu
calismada insan ITA halkalarinin kalsiyuma duyarli potasyum kanal blokorleri ile
inkiibasyonu ADM’ye gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalarla
sonuglanmistir. Gerek BKc, kanal blokorii karibdotoksin, gerekse SKc, kanal
blokorii apamin ITA preparatlarinin  ADM’ye gevseme yanitlarinda benzer
diizeylerde (her ikisi i¢in yaklasik %50) azalmaya neden olmus, iki kanal blokoriiniin
kombinasyonu ile ADM’ye gevseme yanitlarinda daha fazla bir azalma gozlenmisse
de, sonuglar istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine ulasmamistir. Bu bulgular
ADM’nin insan ITA halkalarindaki gevsetici etkisinde K¢z kanallarinin rol
oynadigina isaret etmektedir.

Kopeklerde ADM ile olusan renal vazodilatasyon ve natrilirezde (58) ve sigan
pulmoner arterlerinde = ADM’nin  olusturdugu  gevsetici  etkide  (106)
prostaglandinlerin rol oynadig bildirilmistir. Zit olarak bizim c¢alismamizda
dokularin 20 dakika siireyle siklooksijenaz inhibitdrii indometazin (10° M) ile
inkiibasyonu insan ITA halkalarinin ADM’ye gevseme yanitlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olusturmamistir. Dolayisiyla ADM’nin insan ITA
halkalarinda olusturdugu gevsetici etkide lokal olarak {iretilen siklooksijenaz
tirtinlerinin rolii olmadig1 anlagilmaktadir.

Bu calismada ADM, endoteli saglam ITA halkalarinda 0,1 nM — 0,1 uM
konsantrasyon araliginda ve 8,72 = 0,18’lik bir pD; degeri ile (EC50: yaklasik 2 nM)
gevseme yanitlart olusturmustur. Normal kosullar altinda ADM’nin plazma
konsantrasyonu 1-10 pmol/I’dir. Kalp yetmezligi ve myokard enfarktiisii olan
hastalarin plazma ADM diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli olarak yiikseldigi
bildirilmekle birlikte (19, 83, 127, 128) literatiirdeki en yiiksek deger myokard
enfartiislii hastalarda saptanan 17 £+ 1 pmol/’dir (128). Insan ITA preparat: koroner
bypass grafti olarak sik bir sekilde kullanilmaktadir. Dolayistyla pM diizeylerindeki
plazma ADM konsantrasyonlarinin koroner bypass hastalarinda ITA graftlan
tizerinde direkt bir etki olusturmasi beklenemez. Diger taraftan vazospastik anjina
sirasinda ADM geninde hipoksi ile indiiklenebilen elementlerin aktivasyonu sonucu
(79) koroner dolasimdaki ADM diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir (80).
Dolayisiyla, ADM diizeylerindeki lokal ve gecici artmalarin bypass sirasinda veya
sonrasindaki vazospazmlara kars1 koruma saglayabilecegi diisiintilebilir.
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Sonug olarak bu calismada literatiirde ilk defa olmak iizere ADM’nin insan
ITA preparatinda fonksiyonel gevsetici etkisine yonelik farmakolojik kanit
saglanmistir. Elde edilen bulgular insan ITA preparatlarinda ADM ile olusan
gevseme yanitlarinda hem kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallarinin hem de
NO saliverilmesi araciligi ile endotelin temel bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.
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SONUCLAR

Insan ITA halkalarinda ADM nin etkileri ve bu etkilerde endotel, nitrik oksid,
prostanoidler ve potasyum kanallar1 gibi cesitli faktorlerin rollerini arastirmak
amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada;

1. Fenilefrin ile o6nceden kasilmis insan ITA halkalarinda kiimilatif
konsantrasyonlarda uygulanan ADM gevseme yanitlari olusturdu. ADM’nin
gevsetici  etkisi endoteli saglam ITA halkalarinda, endoteli zedelenmis ITA
halkalarina gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu.

2. Olusan gevseme yanitlariin NOS blokorii L-NAME, spesifik guanilat siklaz
inhibitorii ODQ, putatif ADM reseptor antagonisti ADM20.52), BKca kanal blokdrii
karibdotoksin, SKc,; kanal blokorii apamin ve karibdotoksin + apamin varhiginda
anlamli bir sekilde inhibe edildigi goriildii. Ancak siklooksijenaz inhibitorii
indometazin, Ky kanal blokorii 4-AP ve Katp kanal blokorii glibenklamid varliginda
ADM ile olusan gevseme yanitlarinda anlamli bir degisikligin olusmadig goézlendi.

Boylece fenilefrin ile dnceden kasilmig insan ITA halkalarinda ADM’nin
gevsetici bir etki olusturdugu ve bu etkide hem kalsiyumla aktive edilen potasyum
kanallarinin hem de NO saliverilmesi aracilig1 ile endotelin temel bir rol oynadig:
sonucuna varildi.
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