T.C.
AKDENiZ UNiV!ERSiTES_i_ )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

INSAN INTERNAL TORASIK ARTER HALKALARINDA
VISFATIN’IN FONKSIYONEL ETKILERI

Zeliha BAYRAM

Doktora Tezi

Antalya, 2015



T.C.
AKDENiZ UNiV!ERSiTES_i_ )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

INSAN INTERNAL TORASIK ARTER HALKALARINDA
VISFATIN’IN FONKSIYONEL ETKILERI

Zeliha BAYRAM

Doktora Tezi

Tez Danigmani

Prof. Dr. Sadi S. 0ZDEM

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir. (Proje No: 2012.03.0122.002)

“Kaynakga gosterilerek tezimden yararlanilabilir.”

Antalya, 2015



1

2.

Saglik Bilimleri Enstitusi Kurulu ve Senato Karari

Saglik Bilimleri Enstitisunun 22/06/2000 tarih ve 02/09 sayil enstitu
kurul karar ve 23/05/2003 tarih ve 04/44 sayili senato karari geregince
“Saglik Bilimleri Enstitulerinde lisansustu egitim goren doktora 6grencilerinin
tez savunma sinavina girebilmeleri igin, doktora bilim alaninda en az bir
yurtdigl yayin yapmasi gerektigi” ilkesi geregince yapilan yayinlarin listesi
asagidadir.

. Bayram Z., Nacitarhan C., Ozdem SS. Effects of Glucagon-like Peptide-1
in Diabetic Rat Small Resistance Arteries. J Cardiovasc Pharmacol,
64(3):277-284, 2014.

Bayram Z., Golbasi I., Ozdem SS. The role of nitric oxide and potassium
channels in the effect of adrenomedullin in human internal thoracic
arteries. Regul Pept, 161(1-3):92-96, 2010.



Saglik Bilimleri Enstitusti Mudurlugune;

Bu calisma, jurimiz tarafindan Tibbi Farmakoloji Programinda
Doktora Tezi olarak kabul edilmigtir. 31 /08 /2015

Tez Danismani :  Prof. Dr. Sadi S. OZDEM
Akdeniz Universitesi
Tip Fakultesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dall

Uye . Prof. Dr. Kevser EROL
Osmangazi Universitesi
Tip Fakultesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dall

Uye . Prof. Dr. ilhan GOLBASI
Akdeniz Universitesi
Tip Fakultesi
Kalp-Damar Cerrahisi Anabilim Dali

Uye . Prof. Dr. Cogkun USTA
Akdeniz Universitesi
Tip Fakultesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dall

Uye . Prof. Dr. Arda TASATARGIL
Akdeniz Universitesi
Tip Fakultesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dall

ONAY: Bu tez, Enstitu Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki juri tyeleri
tarafindan uygun gorilmus ve Enstitu Yonetim Kurulu’'nun ..... /.....12015 tarih
ve ...../.....sayill karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Narin DERIN
Enstiti Mudara






OZET

Pre-B-hticre koloni artirici faktér (PBEF) ve nikotinamid fosforiboziltransferaz
(Nampt) olarak da bilinen visfatin, yeni bir adipoz doku kdkenli sitokindir (adipositokin).
Deneysel hayvan modelleri ve insanlarda yapilan ¢alismalarda visfatin’in aort ve koroner
arter gibi damarlarin perivaskiler yag dokusunda bulundugu ve vaskiiler sistemde ¢esitli
fonksiyonlar gosterdigi saptanmigtir. insan sol internal torasik arter (ITA) grafti
myokardiyal revaskilarizasyonda en sik kullanilan koroner arter bypass graftlarindan
biridir. Bu nedenle bu calismada insan ITA preparatlarinda visfatin’in fonksiyonel
etkilerinin ve bu etkilerde rol oynayan olasi mekanizma/lar'in belirlenmesi amaclandi.

Calismada koroner arter bypass cerrahisine alinan hastalardan elde edilen
operasyon sonrasi artan (redundant) ITA 6érnekleri 3-4 mm genigliginde halkalar halinde
kesildi ve 20 mL’lik organ banyolarina asildi. izometrik gerilim, bilgisayar bazli bir data
toplama sistemine bagl izometrik transduserler araciligiyla strekli kaydedildi.

Degisik konsantrasyonlarda visfatin ile inkiibe edilen insan ITA preparatlarinda
anjiotensin Il, endotelin-1, noradrenalin ve fenilefrin ile olusan kasilma yanitlari visfatin
inkiibasyonu once3| ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamh sekilde deg|§med|
Fenilefrin (10 M) ile dnceden kasiimis insan ITA preparatlarinda visfatin (10 -107 M)
konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari olusturdu. Visfatin’e gevseme vyanitlari
endoteli saglam ITA halkalarinda, endoteli zedelenmis ITA halkalarina gére anIamI|
olarak daha yiiksek bulundu. Dokularin siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10° M) ile
inkibasyonu visfatin’e gevseme yanitlarinda anlamli bir dedisiklige neden olmazken
nitrik oksid (NO) sentaz (NOS) blokéri N™-nitro- L -arginin metil ester (L-NAME) (10 M)
ve spesifik guanilat siklaz inhibitéri ODQ (5x1O M) ile inklibasyonu, visfatin ile olugan
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma ile sonuglandi. Nampt enzim
inhibitord FK866 (10 pM) varliginda da visfatin'e gevseme yanltlarl hemen hemen
tamamen bloke edildi. insan ITA halkalarinin buyuk kondiiktansli Ca*? ile aktive edilen
potasyum (BKca) kanal blokdri karibdotoksin (10 M) ve kuguk kondiiktansli Ca*? ile
aktive edilen potasyum (SKca) kanal blokdri apamin (10 M) kombinasyonu ile
inkibasyonu, visfatin ile olusan gevseme yanitlarinda |stat|st|ksel olarak anlaml bir
degisiklik olusturmadi. ITA halkalarlnda asetilkolin (101 10° M) ile olusan endotel
bagimli gevseme yanitlari 10 ve 10® M visfatin inkUbasyonlari ile anlamli oIarak
artarken, endotel-bagimsiz gevseme olusturan sodyum nitroprussid’e (107" — 10° M)
gevseme yanitlari anlamli olarak degismedi.

Sonug olarak, bu calismada literatlirde ilk defa olmak Uzere visfatin’in insan
ITA preparatinda fonksiyonel gevsetici etkisine yonelik farmakolojik kanit saglandi. Elde
edilen bulgular insan ITA preparatlarinda visfatin’in ¢esitli kasici ajanlara kasilma
yanitlarini etkilemedigini, diger taraftan endoteli saglam halkalarda konsantrasyon
bagimli gevseme yanitlari olusturdugunu, visfatin ile olusan gevseme yanitlarinda
Nampt enzim aktivitesinin ve NO-sGMP yolagi araciligi ile endotel dokusunun temel bir
rol oynadidini gdsterdi.

Anahtar Kelimeler: Adipositokin, insan internal Torasik Arteri, Nitrik Oksid,
Vazodilatasyon, Visfatin.



ABSTRACT

Visfatin, also known as pre-B-cell colony-enhancing factor (PBEF) and
nicotinamide phosphoriboslytransferase (Nampt) is a novel adipocyte-derived cytokine
(adipocytokine). The expression and secretion of visfatin in perivascular adipose tissue
of aorta and coronary artery were shown in both experimental animal models and
human studies. It was also shown that visfatin had various functions in vascular system.
Human left internal thoracic artery (ITA) is one of the most commonly used coronary
artery bypass grafts in myocardial revascularization. Therefore, the present study aimed
to investigate the functional effects and the possible underlying mechanism(s) of the
effect(s) of visfatin on human ITA preparations.

Samples of redundant ITA obtained from patients undergoing a coronary artery
bypass surgery were cut into 3-4 mm wide rings and suspended in 20 mL organ baths.
Isometric tension was continuously recorded with isometric force transducers connected
to a computer-based data acquisition system.

Contraction responses of human ITA rings to angiotensin Il, endothelin-1,
noradrenaline and phenylephrine did not change significant;y before and after incubation
with different concentrations of visfatin. Visfatin (1072 - 10 M) produced concentration-
dependent relaxation responses in human ITA rings precontracted with phenylephrine
(10 M) that were significantly higher in endothelium-intact than endothelium-denuded
preparations. Incubation of tissues with cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10° M)
did not cause a significant alteration, while incubations with nitric oxide (NO) synthase
(NOS) inhibitor N"-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (10'4 M) or specific guanylyl
cyclase inhibitor ODQ (5x10'5 M) caused statistically significant decreases in relaxant
responses to visfatin. Visfatin-induced relaxation responses were almost completely
blocked in the presence of Nampt enzyme inhibitor FK866 (10 uM). Incubation of the
tissues with a combination of high-conductance Ca?*-activated potassium (BKca)
channel blocker charybdotoxin and small- conductance Ca?*-activated potassium (SKca)
channel blocker apamin (10'7 M, both) did not cause a statistically significant alteration
in visfatin-induced relaxations. Acetylcholine-induced (107° - 10° M) endothelium-
dependent relaxations significantly increased whereas sodium nitroprusside-induced
(10" - 10° M) endothelium-indeé)endent relaxations did not change following
incubation of human ITA rings with 10™ and 10® M visfatin.

In conclusion, present study provided, for the first time, pharmacological
evidence about the functional relaxant effect of visfatin in human ITA preparations. The
findings of the present study demonstrated that visfatin did not alter contraction
responses to various contractile agents, but produced concentration-dependent
relaxation responses in endothelium-intact human ITA rings. Nampt enzyme activity and
endothelium through NO-cGMP pathway played a major role in visfatin-induced
relaxation responses.

Keywords: Adipocytokine, Human Internal Thoracic Artery, Nitric Oxide,
Vasodilation, Visfatin.
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GIRIS VE AMAG

Gunumuzde aktif bir endokrin organ olarak dusunulen adipoz
doku, adipositokinler olarak adlandirilan ¢ok sayida biyoaktif faktor
uretmektedir. Adipositokinler, adipoz doku icerisinde lokal olarak etki
gOsterebildikleri gibi sistemik dolasimla farkli organlara da ulagabilmekte
ve bu sekilde yiyecek alimi-vucut agirhginin dizenlenmesi, insulin
duyarlihgi, ureme, immunite, inflamasyon ve vaskuler homeostaz
uzerinde etkiler olusturmaktadirlar [1, 2]. Dengesiz adipositokin Gretiminin
adipoz doku inflamasyonu, insulin direnci, kronik sistemik inflamasyon ve
endotel fonksiyon bozukluklari ile iligkili oldugu, ayrica obezite ve tip 2
diyabetes mellitus (DM) gibi metabolik bozukluklarda da rol
oynayabileceg@i ileri surulmustur [3]. Adipositokinlerin kardiyovaskuler
komplikasyonlarla iligkili metabolik hastaliklarin gelisimindeki rolleri son
yillarda 6nemli bir arastirma konusu durumuna gelmistir.

Visfatin 2005 yilinda Fukuhara ve ark. tarafindan tanimlanan yeni
bir adipositokindir. Temel olarak viseral adipoz dokuda (visceral fat)
uretildigi igin “visfatin® ismini almistir [4]. Visfatin ayni zamanda B-hucre
farklilagtirici sitokin olarak da rol oynamakta ve bu nedenle pre-B-hucre
koloni-artirici  faktor (PBEF) olarak da bilinmektedir [5]. Visfatin'in
etkilerine aracilik eden reseptor/reseptorler halen bilinmemekle birlikte,
nikotinamid’den nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) sentezinde rol
oynayan nikotinamid fosforiboziltransferaz (Nampt) enzimiyle yapisal
homoloji gosterdigi i¢in visfatin ayni zamanda “Nampt” olarak ta
adlandiriimaktadir [6].

Deneysel hayvan modelleri ve insanlarda yapilan c¢alismalarda
visfatin’in aort ve koroner arter gibi damarlarin perivaskiler yag
dokusunda bulundugu [7, 8] ve vaskuler sistemde cesitli fonksiyonlar
gosterdigi saptanmistir. Visfatin direkt olarak vaskuler kontraktiliteyi
etkileyebilir ancak, hem visfatin'in vaskuiler tonusun duzenlenmesi Gzerine
direkt etkilerini gosteren calismalarin sayisi oldukga kisithidir, hem de bu
calismalardan elde edilen bulgular olduk¢a g¢eligkilidir; in vitro
calismalarda visfatin’in insan umbilikal veni ve koroner endotel
hdcrelerinde endotelyal nitrik oksid (NO) sentaz (eNOS) ekspresyonu ve
aktivitesini stimile ederek NO uUretiminde ve siklik guanozin monofosfat
(sGMP) olusumunda artmaya neden oldugu gosterilmistir [9]. Benzer
sekilde, visfatin’in izole sigcan aortu ve mezenterik arterinde eNOS
aktivasyonuyla gevsetici etki olusturdugu bildirilmistir [10]. Bu bulgularla
zit olarak, tip 2 DM [11] ve kronik bobrek yetmezligi [12] olan hastalarda
brakiyal arterin akim aracili gevsemesi (flow-mediated dilation: FMD) ile



plazma visfatin duzeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu
gosterilmis, renal transplantasyonu takiben dolagimdaki visfatin
duzeylerindeki azalma ile birlikte FMD ile degerlendirilen endotel
fonksiyon bozuklugunda duzelme oldugu saptanmistir [13]. Yakin
zamanda gercgeklestirilen bir calismada ise visfatin'in insan ve sigcan
mezenterik mikrodamarlarinda Nampt aktivitesi araciigiyla endotel
bagimh gevsemelerde bozulmaya neden oldugu bildirilmigtir [14]. Tum bu
celiskili sonuglar visfatin’in vaskuler dokuda fonksiyonel etkilerinin ve bu
etkilerde rol oynayan mekanizmalarin net bir sekilde ortaya konulabilmesi
icin daha fazla ¢alismaya gereksinim olduguna isaret etmektedir.

Bu nedenle bu cgalismada insanlarda koroner arter bypass grafti
(KABG) olarak sik bir sekilde kullanilan sol internal torasik arter (ITA)
preparatlarinda visfatin’in fonksiyonel etkilerinin ve bu etkilerde rol
oynayan olasi mekanizmal/lar'in belirlenmesi amaglanmistir. insan ITA
grafti, safen ven graftina gore ¢ok daha uzun yillar boyunca agik
(patency) kalmasi, daha iyi bir sag-kallm sergilemesi, egzersiz
toleransinda artma ve kardiak olaylarin sikhginda azalma gibi
nedenlerden dolay! koroner arter bypas cerrahisinde tercih edilen ve
sikga kullanilan bir damar preparati durumuna gelmigtir [15]. Visfatin’in bu
dokudaki fonksiyonel etkilerinin ve bu etkilerde rol oynayan
mekanizmalarin ortaya konulmasi, endotel fonksiyon bozuklugu ve
vaskuler hasar igin potansiyel bir biyomarker olabilecegi ve vaskuler
gevsemenin bozulmasinda direkt bir rol oynayabilecegi One surulen
visfatin’in [16] insan vaskuler dokularindaki etkilerine yonelik celiskili
sonuglara aciklik getirecektir. Ayrica elde edilecek sonuglar, dolagimdaki
visfatin konsantrasyonlarinin ITA graftlari Gzerindeki olasi etkilerine
yonelik ilk verileri saglayarak kalp damar cerrahisi klinigine katkida
bulunacaktir.



GENEL BILGILER

21. Adipoz Doku (Yag Doku)

Adipoz doku (yag doku); adiposit prekursorleri, fibroblastlar,
immun hucreler ve gesitli hicre tiplerini igceren, bag dokusunun 6zel bir tipidir
ve bu bag dokusuna gevsek sekilde baglanan adiposit olarak adlandirilan
hdcrelerden meydana gelir [17]. Normal vucut agirligina sahip bir insanda,
erkeklerde vucut agirhiginin %15-20’sini, kadinlarda ise vucut agirhiginin
%20-25'ini adipoz doku olusturmaktadir. Adipositler, lipogenez ve lipoliz
olaylarinin gergeklesmesi icin gerekli tim donanima sahiptir.

Adipoz dokunun, enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri
depolama, fiziksel koruma, termogenez (1si uretimi) fonksiyonlarinin yanisira;
adipositlerden ve adipoz stromal hucrelerden salgilanan peptid/protein yapili
molekuller (adipositokinler) araciligiyla otokrin, parakrin ve endokrin etkileri
de oldugu gosterilmigtir [18, 19]. Adipoz dokunun sadece enerji kaynagi
olmayip birgok sitokin ve yag dokusu kaynakli peptidleri salgilama yetenegi
olan aktif bir organ olmasi; yeni metabolik belirteglerin varhgini arastirmak
icin galismalara kaynak olusturmaktadir [20]. Dinyada obezite ve bununla
iligkili ¢esitli metabolik bozukluklarin prevalansinin giderek artmasi, metabolik
etkilerinin yanisira aktif bir endokrin organ olarak kabul edilen adipoz dokuya
olan ilginin daha da artmasina neden olmustur [18].

Adipoz doku, bir bireyin enerji ihtiyaci ve tuketimine bagimli olarak
hlcre sayisi ve buyukligu agisindan hayat boyu hacimsel olarak degiskenlik
gostermektedir [21-24]. Adipoz dokuyu anlamaya yonelik galigmalarin
ilerlemesiyle bu dokunun sadece fazla enerjinin depolanmasini saglayan bir
kaynak olmadigi, ayni zamanda biyolojik olarak aktif bir endokrin sekretuvar
organ oldugu anlagiimisgtir. Adipoz doku, ekstraselller siviya salgiladigi
sitokin, hormon ve peptid/protein yapil gesitli bilegikler aracihgi ile endokrin,
parakrin ve otokrin yolla diger hucrelerle etkilesime girer. Adipoz doku,
yetigkinlerde buyuk olgude adiposit olarak adlandirilan lipid dolu hlcrelerin
bagd doku igerisine gevsek bagdlarla baglanmasi ile olusur. Adipositlerin
yanisira adipoz doku, fibroblast, |0kosit, makrofaj ve preadiposit (henuz yag
ile dolmamis) gibi bazi yapisal hicreler de igerebilir.

Adipoz doku, hucrelerinin igerdigi lipid damlaciklarina gore
unilokuler (beyaz) ve multilokiler (kahverengi) yag dokusu olarak
siniflandinlir.  Bu dokular morfolojik yapilari, anatomik yerlegimleri,
fonksiyonlari ve duzenlenmeleri agisindan gesitli farkliliklar gosterirler. Beyaz
yag dokusundaki adipositlerde ¢ekirdek kenara itilmistir ve c¢ekirdegin
yakininda organelleri de igeren ince bir sitoplazmik bolim bulunur. Bu
hacreler tek ve buyudk bir lipid damlacigi igerdiklerinden “tash yuzuk”
manzaras! olusturur ve hucre igi organel bulundurmaz. Kahverengi yag



dokusunu meydana getiren adipositler ise, tipik olarak bir¢ok kuguk lipid
damlacigindan olusur. Kahverengi yag dokusunun hucreleri mikroskobik
olarak bol miktarda kuresel, oval ya da ipliksi formda ve siki paketlenmis
mitokondri tasir, damarlanma ve sitokromlarin sikligi nedeniyle giplak gozle
bakildiginda kahverengi olarak gorunur ve bu sekilde adlandirilir.

Trigliseridler her iki yag dokusu tarafindan depolansa da beyaz
yag dokusu bu depolari organizmanin ihtiyaci dogrultusunda enerji eldesi
icin, kahverengi yag dokusu ise Isi eldesi i¢in kullanir. Organizmanin temel
enerji deposu beyaz yag dokusudur. Kahverengi yag dokusu ozellikle kis
uykusuna yatan canlilarda vicut sicakliginin duzenlenmesinde rol oynar.
Kahverengi yag dokusu, viucut sicakligini dizenlemek igin sahip oldugu ¢ok
sayida mitokondri ve bir mitokondriyal protein olan eslenmemis protein1'i
(uncoupling protein1, UCP1) kullanir. UCP1, o6zellikle kahverengi adipoz
doku hucrelerinde eksprese edilir ve mitokondri i¢ membraninda lokalize
olmustur. UCP1 mitokondriden ayrilabilir ve 1s1 Uretimini gergeklestirir. Pek
¢cok memelide kahverengi yag dokusu gebelik sirasinda ve perinatal
yasamda gelisir. Genellikle arteriyel damarlar ve hayati organlarin gevresinde
lokalize durumda bulunur. Kahverengi yag hucreleri sitoplazmalarinda gok
sayida mitokondri ve UCP1 proteini igcermeleri, yetigkinlerde c¢ok az
miktarlarda bulunmalari ve iIs1 dizenlenmesinde (termoregulasyon) gorev
almalari ile beyaz yag dokusundan ayrilirlar [25, 26].

Beyaz yag dokusu, yag kutlesi igerisinde en fazla bulunan yag
dokusu tipidir ve asiri obezite durumunda vucut agirliginin yarisindan
fazlasini olusturabilir. Kahverengi yag dokusuna oranla daha az damar ve
sinir dokusu igerir. Beyaz yag dokusunun enerji dengesindeki onemi iyi
bilinmekte ve metabolizmasi yogun bir sekilde calisiimaktadir. Beyaz yag
dokusu, viseral yag (karin boglugunda i¢ organlar etrafinda yerlesmis olan
yag; omental yag) ve subkutan (deri altl) yag olmak uzere iki kisimda
incelenir. Viseral yag toplam vucut yaginin yaklasik %10’'unu olusturur ve
yaslanma ile bu oran %20’lere kadar g¢ikabilir [27]. Viseral ve subkutan yag
doku arasinda hucre buyuklugu, kana yag asidi salgilama, yag depolama ve
membran reseptorleri agisindan farkhliklar bulunmaktadir [Cizelge 2.1].
Ornegin; timor nekroz faktor alfa (TNFa)'nin viseral yag dokusunda Gretimi
subkutan yag dokusuna oranla 67 kat daha az [28]; interlGkin-6’'nin (IL-6)
viseral yag dokusundan salgilanmasi subkutan yag dokusuna oranla 2-3 kat
daha fazladir [29, 30].



Cizelge 2.1. Viseral ve Subkutan Adipoz Dokunun Karsilastiriimasi. Bu c¢izelge [30]'nolu
kaynaktan modifiye edilmistir.

Viseral Subkutan
Adipoz Doku Adipoz Doku

Hicre Biyakligia Daha biiyik
Adrenalin ve Daha yuksek
MNoradrenaline bagh
lipolitik etk
Adrenenik B1 ve B2 Daha fazla
reseptor mRNA's
Adrenerik a2 reseptor
saylisl Daha fazla
Lipolitik aktivite Daha yiksek
Insdlin reseptor affinitesi Daha fazla
Insilin reseptor sayisi Daha fazla
Glukokortikoit reseptori Daha fazla
IL-6 reseptor sayisi 2-3 kat daha

fazla
Leptin mRNA dizeyi Daha fazla
IRS-1 protein duzeyi Daha fazla
Depolanan yad miktar

Daha fazla
PAI-1 Protein

Daha fazla

Gelismis bir kapiller aga sahip olan yag dokusu ve yag hucreleri
kan damarlari ile yakin iligki halindedir. Yag dokusu kapillerleri iskelet kasi
kapillerlerine gore daha gecirgendir ve daha fazla lipoprotein lipaz igerir. Yag
doku hucreleri kendi aralarinda, kapiller endotel ve damar duz kas hucreleri
ile surekli iletisim halindedir [21].

2.2, Adiposit (Yag Hucresi)

Adipositler (yag hucreleri) ve adipoz doku pasif enerji deposu
olmanin yanisira, aktif bir metabolik endokrin organ olarak da goérev yapar
[30]. Yag hucreleri, hamileligin 15. haftasindan sonra, mitoz ile gogalarak
fibroblastlardan preadipositlere  donusur. Yasamin ilk iki yilinda
preadipositlerden yag hucreleri olusur, buyuklik ve sayi olarak en ¢ok bu



yillarda degisime ugrarlar [31]. Ergenlige kadar yag hucre sayisi ¢ogalarak
artmaya devam eder. Ergenlikten itibaren mitoz bolinme gorulmez, yalnizca
hdcre buyukligunde degisim gozlenir. Bundan dolayi ergenlik 6ncesi obezite
hiperplastik (hucre sayisi ve buyuklugunde artig), ergenlik sonrasi
hipertrofiktir (hiicre ¢api ve hacminde artig). Yag hucrelerinin ¢api 20 — 200
um arasindadir. Yag hucresi ¢ap olarak 20 kata kadar genisleyebilir, hacim
olarak 1000 kata kadar artig gosterebilir [31, 32].

2.21. Adiposit (Yag Hucresi) Fonksiyonlar

Son 20 yil iginde hucre kultur galigmalari ve mikro analiz metodlari
ile adipoz hucre fonksiyonlarinin molekuiller mekanizmalari aydinlatiimaya
baglanmistir. in vitro olarak preadipositlerden adipositlerin farklilasmasi
gerceklestirilerek, adiposit fonksiyonlari incelenebilmigti. Bu amagla
geligtirilen 3T3-L1 adipoz hicre modeli, insulin ile stimile edildiginde, glukoz
alimi belirlenebilen bir model hucre olarak adlandirilir. Bu hicrelerin, insulinle
stimule edilmeden once ve edildikten sonra 2-deoksiglukoz alimi dlgumleri
yapilarak fonksiyonu olgulmektedir [31, 33].

Adipositler ve adipoz doku, pasif enerji deposu ve aktif metabolik
bir endokrin organ olarak gorev yapar [30, 32]. Adipositlere hormonlar ve
sitokinler araciligi ile gelen endokrin, parakrin ve otokrin sinyaller, adiposit
membraninda ve stoplazmasinda gesitli hormon ve sitokinlere ait reseptorler
araciligi ile iletilerek cesitli fonksiyonlarda rol oynarlar [31]. Adiposit
membraninda bulunan reseptorler; hormon sitokin reseptorler (leptin, insulin,
tiroid stimule edici hormon (TSH), anjiotensin Il gibi), adrenoseptorler (81, B2,
a1, a2 reseptorler), lipoprotein reseptorler (VLDL, LDL, HDL reseptorleri) ve
stoplazmada bulunan nukleer reseptorler seklinde siniflandinlabilir [31].
Adipositlerde bu reseptorlerin uyarilmasi ile olusan sinyaller araciligi ile
trigliserit depolanmasi veya depolanmis yagin, yag asidi seklinde kana
verilmesi, hucreden hormon, ve bazi buyume faktorleri ve sitokinlerin
salgilanmasi saglanir [30, 31].

Yag hucresinde TSH, TNFa, peroksizom proliferator aktive edici
reseptor gama (PPARYy), tiroksin ve glukokortikoid gibi maddeler
proliferasyona neden olurlar. PPARy adiposit ve diger hucrelerde
transkripsiyon faktori olarak rol oynayan bir nukleer reseptordur [22].
PPARYy, hlucrede yag asidleri, prostanoidler ve tiyazolidindionlar tarafindan
aktive edilir [22, 30, 31]. PPARYy, adiposit farklilagsmasi ve vicut adipoz doku
kitlesinin olusmasinda temel bir rol oynar ve insuline duyarligi regule ederek
tip 2 diyabetin guglu bir belirleyicisi olarak rol oynar. Obezlerde PPARYy,
viseral adipoz dokuda subkutan adipoz dokuya goére artmistir. PPARy
izoformlarindan PPARy1 bircok dokuda bulunurken; PPARy2 yalnizca
adipositlerde bulunur ve adipositlerin farklilagsmasinin dizenlenmesinde
gorev alir. PPARYy2 izoformunda pro12Ala alleli tip 1l diyabet riskini azaltir ve
bireyin zayiflamasini saglar [22]. Yag hucresinden salgilanan TNFa, resistin



ve adiponektin, PPARd’In transkripsiyonal olarak kontrolu altindadir ve
beslenme ve obezite arasindaki iliskiyi duzenler.

Adiposit membraninda, diger hicrelere gore daha fazla miktarda
bulunan lipoprotein lipaz (LPL); apolipoprotein-E ve kolesterol ester transfer
protein enzimleri araciligiyla dolagimdaki silomikronlar ve ¢ok dusuk
yogunluklu lipoproteinlerden (VLDL) yag asidlerini kopararak hucre igine
girmelerini kolaylastirir. Obezlerde adiposit LPL aktivitesi, obez olmayanlara
gore ¢ok yuksektir. Bu yuzden yag asidlerinin trigliserit halinde depolanmasi
artmigtir [31].

Adipositlerin 3 temel gorevi vardir:

1. Metabolizma fazlasi enerijiyi trigliseritlere gevirerek depolamak,

2. intiyag durumunda depo trigliseritleri yag asidine doniistirerek
kana vermexk,

3. Sinirsel ve hormonal yolla metabolik kontrolli saglamak.

Adipoz doku vucuttaki en buyuk enerji kaynagidir ve bu enerji,
achkta ve ihtiyag duyuldugunda hizla dolagsima yag asidleri seklinde
gecebilecek trigliserit halinde depolanmistir. Adipositlerden bu yag asidleri ve
salgilanan hormon ve sitokinlerin dolagima gecisi hormonal sinyaller ile
kontrol edilir. insilin, adrenalin, noradrenalin ve kortizol gibi maddeler
adipositlere etki ederek adiposit fonksiyonlarini duzenler [34-36].

2.3. Adipositokinler (Adipokinler)

1994 yilinda Friedman ve arkadaslar tarafindan obezite geni
aranu olarak leptin’in kesfedilmesi ile daha sonrasinda “adipositokinler
(adipokinler)” olarak tanimlanacak ilk adipoz doku kokenli hormonal faktor
belirlenmistir [37]. Adipoz dokuda sentezlenip salinan molekullere genel
olarak “adipokinler” ya da “adipositokinler” adi1 verilmektedir. Hem yeni hem
de var olan molekullerin adipoz doku ya da adipositlerden salindiginin
gosterilmesi ile her yil adipokinler sinifi genislemektedir. Adipokinlerin ¢ogu,
hormon benzeri ozellikler gosteren (bazilar sitokin olarak bilinen) peptid ya
da protein yapida, fizyolojik olarak aktif molekullerdir [38-41] [Sekil 2.1].



Ateroskleroz

Obezite
Romatoid artrit
Osteoartrit
Diyabet Obezite
Karaciger Hasari Tip 2 DM (?)

Kardiyovaskiler Hastaliklar Apne sendromu

Kronik bobrek hastalig:

Ateroskleroz

Kemckinler Artrit (?)

cCL2 Adiponectin / Karaciger hasari

CXCL8 A%

CXCL10 1 Resistin

CCL5 / insilin Direnci

Yag Asidleri RO(')N:O'G r::tﬂt
Kolesterol BEYAZ ; H:::tit
Prostanoidler ADiPOZ = Leptin intestinal inflamasyon
Sepsis

Steroid Hormonlar

Ensefalomyelit
// J Visfatm

PAI IL- \

NGF IL1-RA Apelin Tip 2 DM

VEGF IL-6 Vaspin Romatoid artrit
TNF Omentin Septik sok
IL-10 Hepcidin Akciger hasari

Sekil 2. 1. Beyaz adipoz dokudan salinan c¢esitli adipokinler, kemokinler, yag asidleri,
hormonlar ve rol oynadiklari gesitli hastaliklar. Bu sekil, [41]'nolu kaynaktan
modifiye edilmistir.

Adipositokinler, adipoz doku igerisinde Iokal olarak etki
gOsterebildikleri gibi sistemik dolagimla farkli organlara da ulasabilmekte ve
bu sekilde yiyecek alimi-vacut agirhginin dizenlenmesi, insulin duyarlihigi,
ureme, immunite, inflamasyon ve vaskuler homeostaz Uzerinde etkiler
olusturmaktadirlar [1, 2]. Dengesiz adipositokin uretiminin adipoz doku
inflamasyonu, insulin direnci, kronik sistemik inflamasyon ve endotel
fonksiyon bozukluklari ile iligkili oldugu, ayrica obezite ve tip 2 DM gibi
metabolik bozukluklarda da rol oynayabilecegi ileri sUrdimustir [3, 42] [Sekil
2.2].



Metabolik Sendrom

( Visseral yag birikimi

l

Adipositokin sekresyonundaki bozulma
(Adiponektin y, visfatin 4 , PAI-14)

‘ / l\‘

Hipertansiyon Diyabet Hiperlipidemi

\l‘/

( Ateroskleroz

Sekil 2. 2. Dengesiz adipositokin Uretimi ve bunun sonucunda meydana gelen cesitli
hastaliklar. Bu sekil, [42]'nolu kaynaktan modifiye edilmigtir.

Adipositokinlerin  kardiyovaskuler ~ komplikasyonlarla iligkili
metabolik hastaliklarin gelisimindeki rolleri son yillarda énemli bir arastirma
konusu durumuna gelmigtir. Bilinen adipositokinler arasinda leptin,
adiponektin, rezistin, TNFa, interlokin-1 (IL-1), IL-6, interlokin-8 (IL-8),
plazminojen aktivator inhibitor (PAIl)-1, adipsin, transforme edici buyume
faktoru-alfa (TGF-a), anjiyotensinojen, asilasyon stimule edici protein (ASP),
insulin benzeri buyume faktora-1 (IGF-l), hepatik buyume faktora (HGF),
prostasiklin (PGl,), prostaglandin F; alfa (PGF.a) gibi bilesikler yer almaktadir
[43]. Son zamanlarda yukarida belirtilen klasik adipositokinlerin yanisira,
birka¢ yeni adipositokin de tanimlanmigtir. Bunlar; omentin, visfatin, vaspin,
nesfatin ve chemerin’dir. Bu yeni adipositokinlerin kan konsantrasyonlari ile
obezite ile iligkili metabolik bozukluklar arasindaki baglanti arastiriimaya
baglanmigtir [43, 44] [Cizelge 2.2].



Cizelge 2.2. Perivaskiiler adipoz doku kdkenli adipositokinler; fizyolojik ve vaskiler duz kas
hiicreleri (VDKH) uzerine etkileri ve iligkili kardiyometabolik hastaliklar. Bu
cizelge, [43]'nolu kaynaktan modifiye edilmistir.

Adipokinler Fizyolojik Etkileri Vaskiler Diz Kas Uzerine Etkiler Niskili Hastaliklar

Leptin Pro-aterojenik Direkt vazodilator Obezite
VDKH proliferasyon/migrasyon 4 Hipertansiyon
VDKH proliferasyon { Ateroskleroz
Pro-inflamatuvar Vaskaler permeazbilite insulin Direnci

TNF-a, IL-6, 1L-12, ROS
indirekt vazokonstriktor

Adiponektin Anti-aterojenik Direkt vazodilator Obezite
VDKH proliferasyon/migrasyon * Hipertansiyon
Anti-inflamatuvar IFN-y, IL-6, NF-kB, TNF-a, fagositoz, Ateroskleroz
endotelyal adezyon molekiilleri ‘
insufin Direnci
IL-10, It-1RA 4
Tip 2 DM
Rezistin Pro-aterojenik VDKH proliferasyon/migrasyon 4 Ateroskleroz
Endotelyal adezyon molekulleri 4 insulin Direnci
TNF-a, IL-6, , NF-KB * Tip 2 DM
Visfatin Pro-aterojenik VDKH proliferasyon/migrasyon 4 Ateroskleroz
endotel bagimll vazodilatasyon 4 insdfin Direnci
Pro-inflamatuvar
TNF-a, IL-6, IL-B * Tip 2 DM
Apoptoz |
Omentin Anti-aterojenix enos 4 Ateroskleroz
Anti-inflamatuvar NF-%B ‘ Metabolik sendrom
Chamerin Anti-aterojenik TNF-a ile olugan VCAM-1 ekspresyonu Ateroskleroz
ve monosit adezyonu ‘
Anti-inflamatuvar
Nesfatin Kontraktil NO donoru ve SNP ile olusan duz kas Hipertansiyon
geviemesini bozmasi
Obezite
Vaspin Anti-aterojenik VDKH migrasyon ‘ Ateroskleroz
Anti-inflamatuvar Tip2 DM
Obezite
Apelin Anti-kontraktil iskelet kasinda glukoz utilizasyonu 4 Obezite
Anjiotensin II'nin etkilerini antagonize instfin Direnci
Angiogenik etmeak
NO dretimi 4
interiokinler (IL-1, IL-6, IL-8) endotelyzl proliferasyon 4 Ateroskleroz
HGF Endotelyal proliferasyon 4 Obezite
VDKH’den sitokin salinim: 4
TNF-a, Pro-inflamatuvar Vazodifator Obazite
ROS 4 Hipertansiyon
endotel fonksiyon bozukiugu 4 Ateroskleroz
Tip 2 DM

HGF :hepatik buyime faktori, VDKH: vaskiler diiz kas hicresi, ROS: reaktif oksijen turleri,
IFN-y: interferon y, IL-1RA: interlkin-1 reseptér antagonisti, VCAM-1: vaskiler hiicre
adezyon molekuli-1, SNP: sodyum nitroprussid.
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24, Visfatin / PBEF / Nampt
241. Visfatin Hakkinda Genel Bilgiler

Visfatin 2005 yilinda Fukuhara ve arkadaglar tarafindan
tanimlanan yeni bir adipositokindir. Temel olarak viseral adipoz (visceral fat)
dokuda uretildigi i¢in “visfatin” ismini almigtir [4]. Pre-B-htcre koloni-artirici
faktor (PBEF) olarak ta bilinen visfatin; lenfositlerden sekrete edilen yeni
sitokin benzeri bilesiklerin arastirilmasi galismalari sirasinda kesgfedilmigtir.
Yeni bulunan bu bilegigin B-hucre farklilagtirici sitokin olarak rol oynadigi, B
hicre maturasyonu Uuzerine interlokin-7 (IL-7) ve kok hucre faktorinun
etkilerini artirdig1 gosterilmis ve bu nedenle PBEF olarak da adlandiriimistir
[5]. Visfatin’in, B hucre maturasyon induksiyonu, noétrofil apopitoz
inhibisyonu, I6kosit aktivasyonu yaptigi ve cesitli adezyon molekullerinin
yanisira TNF-a, IL-6, IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin sentezinde de
artmaya neden oldugu bildirilmistir [45]. Visfatin’in etkilerine aracilik eden
reseptor/reseptorler halen bilinmemekle birlikte, nikotinamid’den NAD
sentezinde rol oynayan Nampt enzimiyle yapisal homoloji gosterdigi igin,
visfatin ayni zamanda “Nampt” olarak da adlandiriimaktadir [6, 16] [Sekil 2.3].
Bakteriler nikotinamidden NAD sentezi sirasinda nikotinamid mononukleotide
(NMN) ihtiyaci olan (V-faktor bagimli bakteriler) ve NMN'’e ihtiyaci olmayanlar
(V-faktor bagimsiz bakteriler) seklinde ikiye ayrilmaktadir. V-faktor bagimsiz
bir bakteri olan Haemophilus ducreyiden "nadV" olarak isimlendirilen bir gen
klonlanmis ve bu gen Urununin Nampt enzimatik aktivitesi ve memelilerdeki
PBEF ile yapisal bir homoloji gosterdigi bildirilmistir [46]. Sonrasinda ise
2002'de Rongvaux ve ark. tarafindan yapilan bir ¢galismada PBEF, NAD
biyosentezinde rol oynayan Nampt olarak tanimlanmigtir [6].

S-phosphoribosyl-1-
pyrophosphate

Nicotinamide \ /: NMN \ /. NAD

Nampt Nmnat

Sekil 2. 3. Nikotinamid fosforiboziltransferaz (Nampt)'in enzimatik aktivitesi. Bu sekil,
[167nolu kaynaktan alinmistir.

Visfatin/PBEF/Nampt 2005 yilinda Fukuhara ve ark. tarafindan
yapilan g¢alisma ile viseral adipoz dokudan sentezlenen yeni bir adipositokin
olarak adipositokinler sinifina eklenmigtir [4].

242, Visfatin’in Kimyasal Yapisi

Visfatin’i kodlayan gen ilk kez periferik insan lenfositlerinden izole
edilmistir. Yedinci kromozomun uzun kolunda bulunan 11 ekzon ve 10
introndan olusan bu gen tarafindan kodlanan visfatin, 52 kDa agirliginda 491
amino asidden olusan bir polipeptidtir. Homodimer yapida olan visfatin’in her
monomeri 19- tabaka ve 13-a heliks’den meydana gelmekte ve ¢ domain
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(A,B,C) icermektedir [47]. 219. konumda bulunan aspartik asid (Asp),
Nampt’in nikotinamide olan substrat spesifitesinden sorumlu olan kisimdir
[48, 49]. Bu iligki, Asp ile nikotinamidin amid grubu arasinda olusturulan
hidrojen bagi araciligi ile saglanmaktadir.

GuUnumuze kadar visfatin’in iki farkh formu tanimlanmistir;
intraseliler formu  (iNampt) NAD-bagimli  enzimlerin  aktivitesinin
surdurulmesinde temel bir rol oynamakta ve besin alimina yanit, maturasyon
ve hayatta kalma (survival) gibi hicresel metabolizma olaylarinin
duzenlenmesinde gorev almaktadir. Ekstraseluler formu (eNampt) ise hem
adipoz doku hem de pek c¢ok farkhh hicre tipi tarafindan sentezlenip
ekstraseluler cevreye salinmakta ve bu sekilde endokrin/parakrin etkiler
gosterebilmektedir. Ekstraselller visfatin'in molekdl agirhginin intraselller
formuna gore ¢ok az daha yuksek oldugu gosterilmis ve post-translasyonel
modifikasyonlara ugrayabilecegi bildirilmigtir [50].

243. Visfatin’in Biyosentez, Sekresyonu ve Dagilimi

Visfatin’in sentez ve salgilanmasindaki mekanizmalar halen tam
olarak anlasilamamistir. Visfatin Uretiminin degisik dokularda gesitli mekanik
ve humoral faktorlerle lokal olarak kontrol edildigi dustnulmektedir. Visfatin
icin gosterilen bir sekresyon sinyal sekansi bulunmamasina karsin [47, 49]
golgi aparati, endoplazmik retikulum (ER) ya da mikroveziklllerden bagimsiz
bir yol araciligi ile salgilanabildigi gosterilmistir [49, 51]. Brefeldin A ve
monensin gibi ER, golgi bagimli protein sekresyonunu inhibe eden bilesikler
varliginda visfatin sekresyonunda bir degisiklik olmadiginin gdzlenmesi,
visfatin’in klasik olmayan bir yolak araciligi ile salgilandigini ortaya
cikarmistir [52]. Visfatin, kalp ve kan damarlari gibi pek ¢ok dokuda eksprese
edilmektedir. insan visfatin’i, omurgasiz yumusakgalar, bakteriler, baliklar,
fareler ve siganlar gibi diger turlerin visfatin'i ile yuksek derecede benzerlik
gOstermektedir [49].

Visfatin, temel olarak viseral adipoz dokuda eksprese edildiginin
gOsterilmesi sonucu bu ismi almistir. Cesitli ¢calismalarda plazma visfatin
konsantrasyonlarinin viseral yag kutlesi ile glclu bir sekilde korele oldugu
buna kargin, subkutan yag kutlesi ile zayif bir korelasyon gosterdigi
saptanmigtir [4, 53]. Bunun yanisira; obezite, insulin direnci ve diyabeti olan
bir deneysel fare modelinde plazma visfatin duzeylerinin obezite geligsim
surecinde artis gosterdigi, bu duruma viseral adipoz dokudaki visfatin mRNA
duzeylerindeki artmanin eslik ettigi bildirilmigtir. Buna kargin karaciger ve
subkutan adipoz dokudaki visfatin mRNA duzeylerinde anlaml bir degisiklik
gOzlenmemigtir [4].

Visfatin sadece adipositlerden degil, ayni zamanda lenfosit,
monosit, makrofaj, notrofil, hepatosit, iskelet kasi ve pnomositlerde de
sentezlenmektedir [45]. Yapilan bir g¢alismada visfatin'in asil kaynaginin
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IOkositler, ozellikle de granulositler oldugu bildiriimigtir [54]. Adipoz doku
adipositler yanisira makrofaj ve fibroblastlari da igcermektedir. Viseral yag
dokusundaki makrofajlardan salinan visfatin duzeylerinin obezite ile korele
bicimde arttigi gésterilmistir [55]. insan adipoz dokulari kullanilarak yapilan
bir calismada, visfatin gen ekspresyon duzeyleri ile makrofaj spesifik CD68
ve TNF-a gen ekspresyon duzeyleri arasinda ve viseral adipoz doku visfatin
mRNA duzeyleri ile plazma total kolesterol ve trigliserid duzeyleri arasinda
pozitif korelasyonlar oldugu bildirilmistir [56].

Plazma visfatin duzeylerinin saglikli kisilerde 15-50 ng/ml arasinda
oldugu [57], obezite, tip 2 DM, koroner arter hastaliklari, ateroskleroz ve
metabolik sendrom gibi degisik klinik durumlarda ylkseldigi [4, 58]
bildirilmigtir. Bununla birlikte bu konudaki c¢alismalarin sonugclari arasinda
genel olarak bir tutarsizlik s6z konusudur; bazi ¢aligmalarda s6z konusu
klinik durumlarda visfatin duzeylerinin saglikli gonullilerden farkl olmadigi ya
da daha dusuk oldugu gosterilmistir [59]. Benzer sekilde viseral yag birikimi
olan obez insanlarin plazma visfatin dizeylerinin, subkutan yag birikimi olan
kisilere gore daha yuksek oldugu bildiriimig [60] ancak Berndt ve ark.’nin [61]
calismasinda visfatin mRNA ekspresyon duzeyleri agisindan subkitan yag
birikimlilerle viseral yag birikimliler arasinda fark olmadigi saptanmistir. Diger
taraftan, visfatin monosit/makrofajlari aktive ederek direkt olarak vaskuler
hdcrelerle etkilesen ¢ok genis bir hiucre serisi tarafindan salindigi igin,
sistemik dolasimdaki visfatin’in yanisira, lokal olarak sentezlenen visfatin’in
de vaskuler fonksiyonlarin dizenlenmesinde parakrin bir etki olusturabilecegi
dugunulebilir. Nitekim bu gorus ile uyumlu sekilde, koroner arter hastalgi
olan kigilerde plak ruptur bdlgelerinde visfatin ekspresyonunun arttigi ve
visfatin’in potansiyel olarak plak destabilizasyonunda rol oynayabilecegi ileri
surilmagstir [62]. Deneysel hayvan modelleri ve insanlarda yapilan
calismalarda visfatin’in aort ve koroner arter gibi damarlarin perivaskuler yag
dokusunda bulundugu [8] ve vaskuler sistemde gesitli fonksiyonlar gosterdigi
saptanmisgtir.

244, Visfatin’in Fizyopatolojik Etkileri

Visfatin, fizyolojik etkilerini enzimatik ya da nonenzimatik (sitokin
benzeri) mekanizmalar araciligi ile gostermektedir. Visfatin’in sitokin benzeri
etkilerini hangi mekanizmalar araciligi ile gerceklestirdigi ise tam olarak
bilinmemektedir [49]. BazI galigmalarda visfatin’in insulin reseptoru igin bir
ligand olabilecegi bildiriimesine karsin [4, 63], diger calismalarda interferon
ile indUklenen transmembran protein 3’Un visfatin i¢in bir membran reseptoru
olabilecegi gosterilmistir [49]. Ancak visfatin igin gergcek bir reseptor henlz
kesfedilmemistir. Pek ¢ok ¢alismada visfatin’in fizyolojik etkilerini temel olarak
enzimatik mekanizmalar araciligi ile gosterdigi bildiriimistir [7, 50, 64].
Visfatin; inflamasyon, ateroskleroz, insulin duyarhligi, kanser, hucre
blyumesi, immunite, kardiyovaskuler sistem ve vaskuler homeostaz Uzerinde
cesitli fizyopatolojik etkiler olusturmaktadir.
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2.4.41. Vaskiiler inflamasyon ve Aterosklerozdaki Rolii

PBEF olarak da bilinen visfatin'in B hlicre maturasyonunu uyardigi
ve notrofil apopitozunu inhibe ettigi gosterilmistir. Son yillarda gesitli hucre
tipleri ve dokular Uzerinde visfatin'in proinflamatuvar oOzellikleri oldugunu
bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Visfatin'in bir inflamasyon belirteci
(marker) olabilecegi distniimektedir. insan monositleri ile yapilan bir
calismada visfatin'in doza bagimli sekilde IL-13, TNF-a ve IL-6 sentezini,
yuksek konsantrasyonlarda ise antiinflamatuar sitokinlerden interlokin-10 (IL-
10) ve IL-1Ra (interlokin-1 reseptor antagonisti) ekspresyonunu artirdigi
bildirilmistir. Bununla birlikte visfatin monositlerde, T hucre aktivasyonunda
ko-stimilan olarak rol oynayan intraselller hicre adezyon molekuli-1 (ICAM-
1), CD40 ve CD80'in yuzey ekspresyonunu da artirmaktadir [65].
Endotoksemili fareler ile yapilan bir gcalismada Nampt enzim inhibitori
APOB8G66 ile visfatin'in enzimatik inhibisyonu sonrasi inflamatuvar hucrelerde
intraseliler NAD ve dolasimdaki TNF-a duzeylerinde bir azalmanin
gOzlenmesi, inflamatuvar hucrelerdeki sitokin sentezinde visfatin’in enzimatik
roline isaret etmektedir [66]. Lipopolisakkarit ile inflamatuvar yanit
olusturulan noétrofillerde visfatin sentez ve saliniminin arttigr ve visfatin'in
apopitozu inhibe ettigi gosterilmigtir. Sepsisli hasta notrofillerinde de, visfatin
ekspresyonunun arttigi ve visfatin’in bu hastalarda notrofil apopitozunda
gecikmeye neden oldugu bildiriimigtir [67]. Serum visfatin duzeylerinin
dolagimdaki interlokin-6 (IL-6), C-reaktif protein (CRP) ve monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi inflamatuvar markerlar ile pozitif
korelasyon gosterdigi [65] ve visfatin duzeylerinin osteoartrit, akut akciger
hasari, inflamatuvar barsak hastaligi, Crohn’s hastaligi, infeksiyonla
induklenen erken dogum, sepsis ya da sedef hastaligi gibi inflamatuvar
durumlarda arttigi bildirilmistir [16].

Ateroskleroz; CRP, proinflamatuvar sitokinler, metalloproteinazlar,
adezyon molekulleri ve selektinler gibi inflamatuvar belirteglerin kronik
artisiyla karakterize, inflamatuvar bir hastaliktir [68]. Kardiyovaskuler
hastaliklar kapsaminda ele alindiginda, visfatin’in dugtuk derecede kronik bir
inflamasyon seklinde karakterize edilen aterosklerozda bir marker olarak
degerlendirilebilecegi ©One surulmustur. Periaortik ve perikoroner yag
dokusundaki visfatin ekspresyonundaki artma ile koroner ateroskleroz
gelisimi arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir. Bu bulgu da perivaskuler
visfatin’in aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde O6nemli bir parakrin rol
oynayabilecegine isaret etmektedir [8].

Visfatin’in endotel hiucreleri, vaskuler duz kas hucreleri, monosit ve
makrofajlar gibi farkh hicre tiplerini aktive ederek vaskuler inflamasyonu
direkt olarak tetikleyebilecedi bildirilmigtir. Visfatin’in insan umbilikal ven
endotel hucre kulturlerinde inflamasyonla iligkili transkripsiyon faktoru olan
nukleer faktor kappa-B (NF-kB)'yi aktive ettigi ve lokosit gogu ve erken
proaterosklerotik olaylarda anahtar molekuller olan ICAM-1, vaskuler hucre
adezyon molekulu-1 (VCAM-1) ya da E-selektin gibi hicre adezyon
molekullerinin ekspresyonunu artirdigi gosterilmigtir. Visfatin; IL-6, IL-8 ya da
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MCP-1 gibi gesitli kemokin ve sitokinlerin endotel hucrelerinden salinimini
artirmakta ve bu sekilde insan THP-1 monositlerinin endotel hucrelere
adezyonunu kolaylagtirmaktadir. Visfatin ile induklenen endotel hucre
inflamasyonunda fosfoinositol-3 kinaz (PI3K), hucre i¢i reaktif oksijen turleri,
mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK), ekstraseluler sinyalle
duzenlenen kinaz (ERK %) ve p38’in rol oynayabilecegi bildirilmistir [49].

insan vaskiiler diiz kas hiicre kiiltirlerinde visfatin’in sirasiyla ERK
Y2 ve NF-kB'yi aktive ettigi ve bu sekilde vaskuler hasar ve endotel fonksiyon
bozuklugunda gozlenen proinflamatuvar maddelerin olusumunda 6nemli bir
enzim olan induklenebilir nitrik oksid sentazin (iINOS) stimule oldugu
gOsterilmistir. Visfatin'in insan vaskuler duz kas hucrelerindeki bu pro-
inflamatuvar etkisine insilin reseptorinun aracilik etmedigi, ancak Nampt
intrinsik aktivitesiyle iligkili olabilecegi bildirilmistir; visfatin’in pro-inflamatuvar
etkisi farmakolojik Nampt inhibitort olan APO866 ile dnlenmektedir [69].

Visfatin ayni zamanda monositler uUzerinde direkt etkisi ile de
vaskuler inflamasyona katkida bulunmaktadir. Visfatin periferik mononukleer
hdcreler tarafindan TNF-a ve IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin sentez ve
salinimini artirmaktadir [62]. Visfatin bu gekilde makrofaj sagkalimini
kolaylagtirarak  vaskuler inflamasyonun devam etmesine katkida
bulunmaktadir [70].

Matriks  metalloproteinazlar (MMP) ekstraseliler  matriks
degredasyonuna aracilik eden ve aterosklerotik plak frajilitesi ve yikimini
kolaylagtiran onemli bir enzim grubudur. Visfatin'in endotel hucreleri ve
monositlerde matriks  metalloproteinaz-2 (MMP-2)  ve matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) ekspresyon ve aktivitesini indukledigi
gOsterilmistir. Koroner arter hastaliginda plak ruptur bdlgelerinde yuksek
duzeyde visfatin ekspresyonunun oldugu ve visfatin’in potansiyel olarak plak
destabilizasyonunda rol oynayabilece@i bildirilmistir [62]. Visfatin'in ayni
zamanda aterosklerotik plaklarin vaskuler duz kas hucrelerinde de bulundugu
tespit edilmistir [70]. Bu bulgulara dayanarak visfatinin bu plaklarin
dayaniksizligiyla (weakening) iligkili bir molekul olabilecegi one surulebilir.
Dolagimda bulunan ya da lokal olarak sentezlenen visfatin; sitokin ve
kemokin salinimi, makrofaj sagkalimi, endotel hucrelere Iokosit gogu,
vaskuler diz kas ve endotel hicre inflamasyonu ve matriks degredasyonunu
indUkleyerek aterosklerotik lezyonlarin gelisimine ve plak rupturine katkida
bulunabilir. Visfatin, inflamatuvar yanitlarda rol oynayabilecedi igin basta
ateroskleroz olmak Uzere obezite ile iligkili komplikasyonlarda potansiyel bir
terapotik hedef olabilir [16, 71] [Sekil 2.4].
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Sekil 2. 4. Visfatin’in inflamasyondaki rolii. Bu sekil, [71]'nolu kaynaktan modifiye edilmistir.

2.4.4.2. \Visfatin, insiilin ve Glukoz iligkisi

Visfatin'in insulin mimetik etkilere sahip oldugu ilk kez Fukuhara ve
ark. tarafindan vyapilan calismada ortaya c¢ikarilmistir. Bu g¢alismada
visfatin’in insulin reseptdérind, insulinden farkli bir bélgeye baglanarak aktive
ettigi bildirilmistir. Visfatin, insllin ile benzer reseptdr afinitesine sahip
olmakla birlikte plazma konsantrasyonlari insiline oranla 40-100 kat daha
disuktar [45]. Daha sonra yapilan g¢alismalarda ise visfatin’in insulin
reseptorleri Uzerine olan etkilerine yonelik olarak geligkili sonuglar bildirilmigtir
[50, 72, 73] [Sekil 2.5].
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Sekil 2.5. Visfatin'in insulin reseptorine farkh bir bélgeden baglanmasi. Bu sekil, [73]'nolu
kaynaktan alinmigtir.

Biyokimyasal galigmalar visfatin’in insulin sinyal ileti yolagini aktive
ederek glukoz kullanimi Uzerinde oldukga aktif oldugunu gostermigtir. Deney
hayvanlarinda plazma visfatin duzeylerinde 39 pikomol'lk azalma, plazma
glukoz duzeylerinde 10-20 mg/dL’lik artisa yol acmaktadir. Bu veriler
visfatin’in, plazma glukoz duzeylerini dusirmede fizyolojik bir role sahip
oldugunu destekler niteliktedir. Ayrica hucre kulturt galismalariyla visfatin'in
adiposit ve miyositlerde glukoz uptake’ni arttirdigi ve hepatositlerde glukoz
salinimini baskiladigi gosterilmigtir. Dolayisiyla visfatin, bu etkileriyle insuline
benzerlik gostermektedir. Ayrica, dolasimdaki visfatin duzeylerinin
hiperglisemiyle paralel olarak arttigi gosterilmigtir. Bununla birlikte, glukoz
homeostazinda visfatin’in patofizyolojik roline yonelik veriler sinirhdir.
Visfatin’in insulin mimetik ve plazma glukoz duzeylerini duguricu etkisinin
gosterildigi gcalismalarda, visfatin’in biyolojik rolu tam olarak anlagilamamistir
[74]. Visfatin geni mutasyonlu farelerde kontrol grubuna gore glukoz ile
stimule edilen insulin sekresyonunun azaldigi ve plazma glukoz duzeylerinin
arttig bildirilmistr. Ancak plazma visfatin duzeyleri ile insulin duyarhihgi, aclik
insulin duzeyleri ve aglik plazma glukoz konsantrasyonlari arasinda herhangi
bir iligki bulunamamigtir [75]. Ayrica obez kimselerde dolagsimdaki visfatin
duzeylerine yonelik yapilan ¢alismalarin sonugclari da geliskilidir [47, 76].
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Son donemde yapilan c¢alhgsmalar, PBEF/Nampt/visfatin’in
pankreatik [B-hucre fonksiyonunda onemli bir rolinin olabilecegine isaret
etmektedir. Visfatin'in pankreatik B-hucre dizilerinde ERK1/2 ve PI3K/Akt
aracili yolaklar ile palmitat ile olusturulan apopitozu inhibe ettigi ve B-hucre
proliferasyonunu stimule ettigi gosterilmistir. Visfatin’in B-hucreleri Gzerindeki
etkilerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir ancak,
enzimatik aktivitesinin daha gok rol oynadigi uzerinde durulmaktadir. Nampt
aktivitesi ile olusan NMN’nin insulin transkripsiyonunda rol oynayan
pankreatik duodenal homeobox-1 (PDX-1) ekspresyonunu artirabilecegi
bildirilmistir. Visfatin'in B-hucreleri Uzerinde zararli mi, yararli mi etkiler
olusturacagr heniz tam olarak bilinmemektedir. Dusik fizyolojik
konsantrasyonlarda yararli etkiler olusturabilecegine dair bazi kanitlarin
olmasina karsin, daha yuksek patolojik konsantrasyonlarda zararl etkiler
olusturabilecegi ileri suradImustar [77].

2.4.4.3. Visfatin ve SIRT1 iligkisi

Sirtuinler olarak adlandirilan Sessiz Enformasyon Duzenleyici 2
(Silent Information Regulator2/SIR2) protein ailesi [78], bakterilerden
insanlara kadar tum organizmalarda bulunan uzun yasam proteinlerinin iyi
bilinen bir grubudur [49]. Sirtuinler sinif Il histon deasetilaz grubundandir ve
aktiviteleri icin NAD’a ihtiya¢ duymaktadir [79]. Evrimsel sUre¢ boyunca
korunan sirtuinler, NAD bagimli deasetilaz ve ADP-ribozil transferaz aktivitesi
icin gerekli olan c¢ekirdek domain adi verilen yapisal bir motif ile
karakterizedirler. insanlarda 7 gesit sirtuin (SIRT 1-7) proteini vardir [78].
Bunlardan SIRT1, cekirdek ve stoplazmada Ilokalize olmakta [79] ve
memelilerde deasetilaz aktivitesi ile beslenme degisiklikleri ve c¢evresel
uyarilara kargi biyolojik cevabin olusmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
SIRT1, aghgda yanit olarak deasetilaz aktivitesiyle karacigerde glikoneogenezi
arttirmakta, glikolizi baskilamakta ve yag asidi oksidasyonunu uyarmaktadir.
Yag dokusunda serbest yag asidi mobilizasyonunu uyardigi, iskelet kasinda
ise yag asidi oksidasyonunu arttirdigi bildirilmistir [78]. Cesitli calismalarda,
Ozellikle SIRT7?'in farkli dokularda beslenme degigikliklerine bagli olarak
metabolik yaniti duzenleyebilecegi gosterilmistir. Bunun yanisira, SIRT?1'in
yaslanma ile iligkili patofizyolojik degisiklikleri geciktirdigi, T2DM ve Alzheimer
hastaligi gibi yaglanma ile iligkili hastaliklardan koruduguna dair kanitlar da
bulunmaktadir [80].

Dimerik yapida olan Nampt, intraselller ve ekstraseluler olmak
uzere 2 sekilde bulunmaktadir. eNampt, adipositlerden iNampt'a gore
yaklasik iki kat daha fazla sentez edilip salgilanmakta ve bu durum
aktivitesinin  adipositler tarafindan siki  bir gekilde duzenlendigini
dusundurmektedir. Buna karsin eNampt'in asil kaynagi tam olarak
bilinmemektedir. eNampt, NMN'nin ekstraselller sentezini saglamakta ve
dokular tarafindan dolagimdan alinarak NAD sentezi igin kullaniimaktadir
[80]. SIRT1, aktivasyonu i¢cin NAD’a ihtiyac duymaktadir. NAD biyosentezinin
sistemik olarak duzenlenmesinde baglica Nampt rol oynamakta [78] ve bu
sekilde sentezlenen NAD sayesinde, SIRT1 proteini aktivesini
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gosterebilmektedir. Memelilerde NAD sentezindeki hiz kisitlayici bir enzim
olan Nampt'in (visfatin) kardiyak myositlerde ekspresyon oranindaki
artmanin, intraseliler NAD miktarini arttirdigi bildirilmistir [81]. Son ylllarda
yapilan cgalismalarda, pankreatik 3 hucreleri, VDKH, myoblastlar, kardiyak
myositler ve granulositler gibi hicrelerde de SIRT1 ve Nampt arasinda siki
bir iligkinin oldugu gdsterilmistir [78].

Nampt-SIRT1 yolaginin; c¢esitli metabolik yanitlar, hucre
farklilagmasi ve omrl, hucre olimu ve diger 6nemli biyolojik olaylarin
duzenlemesinde onemli bir rol oynadigi bildirilmigtir. Yapisal olarak az
miktarda iNampt iceren dokular (6zellikle pankreatik $ hucreleri ve noronlar)
yeterli NMN dretemedikleri igin eNampt tarafindan sentezlenen dolagimdaki
NMN’e ihtiya¢ duymaktadirlar [80]. Yaglanma ile birlikte azalan sistemik NAD
biyosentezi sonucu, 0Ozellikle az miktarda iNampt iceren pankreatik [
hdcreleri ve noronlar fonksiyonlarini tam olarak yerine getirememektedirler
[78]. Bu durumda, insulin sekresyonu ve santral metabolik yanitlarda
degisiklikler meydana gelmekte ve diger periferik doku ve organlarin
fizyolojilerinin bozulmasi ile tim vacut etkilenebilmektedir [82]. Pankreatik (3
hdcrelerinin etkilenmesi ile T2DM, noronlarin etkilenmesi ile demans ile
seyreden hastaliklar ve diger doku ve organlarin etkilenmesine bagli olarak
da yaslanma ile iligkili diger komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir [78].

2.4.4.4. \Visfatin ve Kanser

Visfatin ekspresyonunun cgesitli kanser tiplerinde arttigi bildirilmistir
[83]. Visfatin (6zellikle iNampt) ekspresyonu baglica kolorektal kanserlerde
artmaktadir [84, 85]. Farkli tumor hacre kulturleri ile yapilan c¢alismalarda
visfatin ekspresyonu artmis olan hucrelerin apopitoza ve kemoterapotik
ajanlara daha direngli oldugu gosterilmigstir [83].

Tumorlerde kronik inflamasyonun varligi kanser progresyonu ve
kemoterapoétiklere direng bakimindan 6nem tasimaktadir [83]. Pankreatik
adenokarsinom hudcre kulturleri ile yapilan bir ¢alismada, IL-1 ile visfatin
ekspresyonunun induklendigi gosterilmistir [86]. Kanser progresyonunda
onemli bir roli olan anjiogenez, solid tumoarlerin santral bolgesinde gelisen
hipoksi ile tetiklenmektedir [83]. MCF7 meme kanser hulcre kultirinde,
hipoksinin visfatin mRNA ve protein seviyesini artirdigi ve visfatin geninin,
hipoksi ile induklenebilir faktor-1 alfa (HIF-1a) ile induklendigi bildirilmistir
[871].

SIRT1, aktivasyon icin NAD’a ihtiyag duymakta [81] ve
visfatin/Nampt, NAD biyosentezinin sistemik olarak dizenlenmesinde temel
bir rol oynamaktadir [78]. Visfatin ekspresyonunun insan prostat kanser
hacrelerinde SIRT1 ile birlikte arttigi, visfatin inhibe edildiginde ise bu
hdcrelerde hiucre buyumesi, invazyon ve koloni olusumunun anlamli bir
sekilde baskilandigi bildirilmistir [88]. SIRT1 deasetilaz aktivitesi ile birlikte
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visfatin ekspresyonundaki artigin, bir tumor baskilayici gen olan p53’ln
transkripsiyonel aktivitesini baskilayarak tumor hicrelerini 6lumden korudugu
da goOsterilmistir [89]. Visfatin ayni zamanda meme ve prostat kanser
hdcrelerinde, tumor metastazi ve anjiogenezde onemli rol oynayan MMP-2
ve MMP-9 ile vaskuler endotelyal buyime faktorunun (VEGF) ekspresyonunu
da arttirmaktadir. Visfatin ekspresyonundaki artmanin tumor progresyonuna
katkida bulundugu dugunulmektedir [90-92] [Sekil 2.6].
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Sekil 2.6. Visfatin ve endotelyal anjiogenez. Bu sekil, [92]' nolu kaynaktan alinmigtir.

Visfatin'in kanser tedavisi i¢in yeni bir terapotik hedef olabilecegi
de giderek ilgi ceken tartisma konularindan biridir [93]. Nampt aktivitesinin
inhibisyonu, tumor buylimesini destekleyen yeni damar olusumunu
kisitlayabilir. Nampt inhibitorleri olan FK866 (APO866) ve CSH-828 bu
alanda cesitli klinik aragtirmalarda kullaniimaktadir [94, 95].

24.45. Visfatin’in Kardiyak Etkileri

Visfatin’in kardiyovaskuler fonksiyonlar Uzerinde direkt etkilerini
inceleyen ¢ok az sayida galisma bulunmaktadir. Bu galigsmalarda celigkili
sonuglar elde edilmigtir. Bunlarin bir kisminda visfatin'in myokardiyal fibroz
patogenezinde rol oynadidi bildirilmis, bazi c¢alismalarda ise potansiyel
kardiyoprotektif 6zelliklere sahip oldugu ileri surtlmastur [16] [Sekil 2.7].
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Sekil 2. 7. Visfatin/BREF/Nampt'in kardiyovaskiler sistemdeki baslica etkileri. Bu sekil,
[16]7nolu kaynaktan modifiye edilmigtir.

Kardiyak fibroblastlarin proliferasyonu ve ekstraselller matriks
fazlahg myokardiyal fibrozun temelini olugturmaktadir. in vitro galismalarda
visfatin’in kardiyak fibroblast hlcre kulturlerinde DNA sentezini ve
proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir. Kardiyak fibroblast hucrelerinde
visfatin ile prokollajen | ve II'nin ekspresyonu ve protein duzeylerinin artmasi
bu kollajenlerin saliniminda artmaya neden olmustur. Kardiyak fibroblastlarin
visfatin ile stimulasyonu, Akt/protein kinaz B (PKB), MAPK p38 ve c-Jun N-
terminal kinaz (JNK) aktivasyonuna neden olmaktadir [96]. Visfatin’in
periadventisiyal ve apikal epikardiyal adipoz dokuda eksprese edilmesi, hem
lokal olarak Uretilen hem de dolagsimdaki visfatin’in myokardiyal fibrozisi
indUkleyerek zararli bir rol oynayabilecegini dusundurmektedir [8].

Bu bulgularin aksine, visfatin’in myokardiyal reperfuzyonda direkt
kardiyoprotektif etkileri olabilecegini gosteren calismalar da bulunmaktadir.
Farelerde olusturulan deneysel iskemi-reperflizyon modelinde reperfuzyon
sirasinda intraven6z bolus geklinde visfatin uygulanmasi infarkt alaninda
yaklasik % 20’lik bir azalma ile sonuglanmigtir [66]. Diger bir galismada
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hipoksi ve reperfuzyona maruz birakilan fare kardiyomyositlerinde
reperfuzyon sirasinda visfatin  uygulanmasinin, oksidatif stres ile
mitokondriyal permeabilite gegis poru'nun (mPTP) agilmasini ve bu sekilde
hidcre o6lumunu geciktirdigi gosterilmigtir [Sekil 2.8]. Spesifik olmayan bir
mitokondriyal kanal olan mPTP, reperfuzyonun ilk dakikalarinda
kardiyomyosit hucrelerinde 6lime neden olmaktadir [97, 98].
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Sekil 2.8. Visfatin'in kardiyovaskuler etkilerinde rol oynayan sinyal ileti yolaklari. Bu sekil,
[98T'nolu kaynaktan modifiye edilmigtir.

Visfatin’in iskemik zedelenmeye karsi kardiyomyositleri hangi
mekanizma ile korudugu anlagilamamigtir. Ekstraselller visfatin’in Nampt
aktivitesi aracih@i ile hiicre igci NAD" diizeylerini yikselterek oksidan strese
karg! kardiyomyositlerin direncini artirabilecegi 6ne surilmektedir. Visfatin’in
kalpte iskemi reperfizyon zedelenmesinde potansiyel rolinu belirlemek igin
ileri arastirmalara gereksinim duyulmaktadir [16].
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2.4.4.6. Visfatin ve iskemik inme

iskemik inme, genellikle karotis ve intrakraniyel aterosklerotik
lezyonlarin neden oldugu beyin arteriyel kan akiminda akut blokaj sonucu
meydana gelmektedir [99]. iskemik kalp hastali§i ve iskemik inmenin altinda
yatan patofizyolojik mekanizmalarin ¢cogu benzer olmasina kargin, kardiyak
doku ve santral sinir sistemi arasindaki farkliliklar her iki hastaligin
progresyonunu ve sonuglarini farkli sekilde etkileyebilmektedir. iskemik kalp
hastaligi ile kargilastirildiginda visfatin’in iskemik inmedeki rolu daha az
cahsilmigtir. Plazma visfatin duzeylerinin iskemik inmeli hastalarda arttigi
gosterilmis ve hastalikla iligkili bagimsiz bir risk faktori olabilecegi ileri
surtlmasgtur. Plazma visfatin dizeylerinin ciddi travmatik beyin hasari olan
kisilerde kontrol grubuna gore yuksek oldugu bildirilmigtir [100].

Visfatin’in noronlarda glial hicrelere gore daha fazla eksprese
edilmesi, noronlarin biyolojik fonksiyonlarinda visfatin'in rolune igaret
etmektedir. Visfatin'in in vivo ve in vitro modellerde noéroprotektif etkiler
gOsterdigi bildirilmigtir [99]. Orta serebral arter oklizyonu ile beyinde iskemi
olusturulmus siganlarda yapilan bir ¢calismada, artmis visfatin ekspresyonu
olan grupta infarkt alaninda anlamli bir azalma oldugu bildirilmigtir [99]. Diger
bir calismada ise, primer kortikal néron kulturlerinde visfatin ekspresyonu
arttinimis hacrelerin oksijen-glukoz kisitlamasi sonrasi daha uzun yasadiklari
gOzlemlenmistir [101]. Zhang ve ark.'larinin yaptigi bir galismada ise visfatin
geni silinmig fareler kullanilarak visfatin’in serebral iskemide noroprotektif rol
oynadigi gosterilmigtir; yabanil farelere gore visfatin geni silinmis farelerde
dejeneratif noronlarin daha yuksek duzeyde oldugu gozlemlenmistir [102].
Visfatin, noronal apopitoz ve nekroz inhibisyonu araciligi ile serebral
iskemide endojen bir noroprotektif ajan gibi davranmakta ve bu etkilerini
SIRT-1 bagiml adenozin monofosfat aktive edici protein kinaz (AMPK) yolagi
uzerinden gerceklesmektedir [49, 99] [Sekil 2.9].
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Sekil 2.9. Visfatin'in iskemik inmedeki koruyucu roli igin 6ne sirilen mekanizmalar. Bu
sekil, [101]'nolu kaynaktan modifiye edilmistir.

2.4.4.7. Visfatin ve iskemik Kalp Hastahg:

iskemik kalp hastali§i genellikle koroner arterlerdeki ateroskleroza
bagli olarak kalp kasina gelen kanin azalmasiyla karakterize bir hastaliktir.
Cok sayida klinik galismada plazma visfatin duzeyleri ve iskemik kalp
hastaligi arasinda siki bir iliski oldugu gosterilmistir. Koroner arter hastaligi
bulunan hastalarda plazma ve abdominal adipoz doku visfatin duzeylerinin
kontrol grubuna oranla anlaml olarak daha yuksek oldugu ve koroner arter
hastaligi ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir [103-106]. Ayrica
asemptomatik koroner arter hastaligi bulunan hastalarda da plazma visfatin
duzeylerinde artma saptanmistir [107]. Bu sonuglar plazma visfatin
duzeylerinin koroner arter hastaliginin guglu bir belirteci (biomarker)
olabilecegine isaret etmektedir. Cesitli c¢alismalarda, visfatin’in
kardiyomyositlerde 6nemli bir sagkalim duzenleyicisi olabilecegi ve iskemi
sirasinda gozlenen visfatin duzeylerindeki artmanin  kardiyomyosit
sagkalimini saglayan kompensatuvar bir mekanizma olabilecegi bildirilmigtir
[81, 108-110].
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2.4.4.8. \Visfatin ve Hipertansiyon

Obezite, endotel ve renal fonksiyon bozukluklari ile iligkili oldugu
igin hipertansiyon gelisiminde rolu olabilecegi dusunulmektedir [111]. Visfatin
duzeylerinin obezitede arttigi bildirilmigtir [78]. Metabolik bozukluklara sahip
hafif derecede obez hipertansif siganlarda yapilan bir ¢alismada, plazma
visfatin duzeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek oldugu ve
vucut agirhgr, yag dokusu agirhgr ve plazma lipid duzeyleri ile pozitif
korelasyon gosterdigi saptanmistir [112]. Buna karsin obezitenin eslik
etmedigi bir deneysel hipertansif sigan modeli olan spontan hipertansif
sicanlarda visfatin duzeylerinin plazma glukoz, lipid, insulin ve yag doku
agirhgi ile korele olmadigi bildirilmigtir [113]. Yeni hipertansiyon teshisi almis
33 erkek hastada yapilan bir galismada ise plazma visfatin dizeylerinin kan
basinci, insulin direnci ve inflamasyon ile iligkili olmadigi gosterilmigtir [114].

2.4.4.9. Vaskiiler Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

Endotel Hiicreleri Uzerine Etkileri:

Visfatin'in endotel hucrelerinde eksprese edildiginin bildirilmesine
karsin bu hicrelerden salgilandigina dair bir kanit bulunmamaktadir [9, 49].
Visfatin’in pro-anjiogenik bir molekul oldugu bildiriimigtir. Anjiogenez igin
onemli bir faktor olan hipoksi ile visfatin gen transkripsiyonunun aktive edildigi
gOsterilmistir [115]. Visfatin’in insan umbilikal ven endotel hicre kulturlerinde
konsantrasyon bagimli bir sekilde hucre proliferasyonu, migrasyon ve kapiller
benzeri tiip olusumunu kolaylastirdi§i gdsterilmistir [9, 115, 116]. in vivo
calismalarda visfatin’in fonksiyonel yeni damar dretimini indukledigi
saptanmigtir [115]. Ayrica deneysel olarak tek tarafli ekstremite iskemisi
olusturulan farelere visfatin iceren plazmid enjeksiyonu, visfatin
uygulanmamis farelerle karsilastirlldiinda ekstremite perflizyonunda
duzelme olugsturmustur [9].

Visfatin’in endotel hucrelerdeki proliferatif etkilerinin en azindan bir
kismindan endotel proliferasyonu ve yeni damar olusumunda anahtar bir
molekul olan VEGF’nin sorumlu olabilecedi bildirilmistir [92]. Visfatin ayni
zamanda VEGF’nin anjiogenik etkilerine aracilik eden VEGF reseptor 2'yi
upregule etmektedir [92, 117].

NO, anti-trombotik ve anti-inflamatuar etkileri olan 6nemli bir
molekuldur. Visfatin’in insan endotel hlcrelerinde pro-anjiogenik etkisinde
eNOS ekspresyonu ve aktivitesindeki artma ile gergceklesen NO artiginin rol
oynadigi 6ne surulmustar [9]. Bunun yanisira visfatin'in eNOS inhibitoru L-
arjinin analogu asimetrik dimetil arjinini (ADMA) hidroliz eden bir enzim olan
dimetilarjinin dimetilaminohidrolazi (DDAH) aktive ettigi gosterilmistir [116].
Ayrica visfatin ekstraselliler matriks degradasyonu ile anjiogenezi
kolaylagtiran enzimler olan MMP-2 ve MMP-Qun ekspresyonu, protein
duzeyleri ve aktivitesini artirmakta, MMP doku inhibitorleri TIMP-1 ve 2
duzeylerini ise azaltmaktadir [92]. Visfatin ile olusan anjiogeneze hem MCP-1
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[118], hem de fibroblast bluyume faktoru-2'nin (FGF-2) [119] aracilik ettigi
bildirilmistir [Sekil 2.10].

Visfatin/PBEF/Nampt

|
Rj

1@';;) ‘
= 1@ ‘

L-Arjinin —— ‘
/(\ \‘, l‘

T é L-Sitrullin v +

. Degredasyon - [:::: [f m-:l:]
<B | I s ’ \

\‘
$ . a

- y N == ] [f MMP-2/9
: \ | FGF-2 | |§ TiMP 112
¥ Prolif'erasyor‘i
Migrasyon
Anjiogenez

Sekil 2.10. Visfatin/BREF/Nampt ile indiklenen endotel hiicre proliferasyonu ve
migrasyonuna aracilik eden temel sinyalizasyon yolaklari. Bu sekil, [16]'nolu
kaynaktan modifiye edilmistir.

Visfatin ile indlklenen endotelyal hicre proliferasyonuna aracilik
eden sinyalizasyon molekdlleri arasinda PI3K/Akt ve MAPK’lardan ERK
Y2'nin de rol oynayabilecegini gOsteren ¢ok sayida galisma bulunmaktadir
[92, 115, 118, 119].

Visfatin’in proanjiogenik Ozellikleri ile makrovaskuler periferik
ekstremite iskemisi gibi kan akiminin kisitlanmasiyla karakterize patolojik
durumlarda potansiyel bir terapotik ajan olabilecedi 6ne surulebilir. Diger
yandan visfatin, iskemik kalp hastaligi, diyabet ya da ateroskleroz gibi klinik
durumlarda anjiogenezin duzenlenmesi ile iligkili bozukluklarda da rol
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oynayabilecegi igin bu hastaliklarda da yeni bir farmakolojik hedef durumuna
gelebilir [119].

Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri Uzerine Etkileri:

Vaskuler duz kas hucrelerinden visfatin sekresyonuna dair bir
kanit olmamasina karsin, dolagsimdan gelen ya da perivaskuler adipoz
dokudan (PVAD) salinan visfatin'in bu hucreleri etkileyebilecegi bilinmektedir.
PVAD, hemen hemen tum kan damarlarini gevreleyen adipoz dokudur.
PVAD’In lokalizasyona bagli olarak farkli oranlarda hem kahverengi hem de
beyaz adipoz dokudan olustugu gosteriimistir [120]. Ornegin, farelerde
koroner arter ve torasik aort etrafindaki PVAD'In temel olarak kahverengi
adipoz doku, iliofemoral arterler etrafindaki PVAD’in her iki tip adipoz dokuyu
da esit oranda, abdominal aort ve mezenter arterler etrafindaki PVAD’In ise
temel olarak beyaz adipoz doku igerdigi bildirilmistir [121]. Benzer sekilde
Sprague Dawley siganlarda torasik aort etrafindaki PVAD'In temel olarak
kahverengi adipoz doku, abdominal aort ve mezenter arter etrafindaki
PVAD'In ise buyuk dOlgide beyaz adipoz dokudan olustugu gdsterilmistir [7].
insanlarda aort ve onun ana dallari olan subklavyen, karotis, interkostal ve
renal arterlerin etrafindaki PVAD'In temel olarak kahverengi yag dokusu
icerdigi goOsterilmigtir [121]. Koroner arterleri igceren galismalarin sonugclari
celiskilidir; bazi caligmalarda koroner arter etrafindaki PVAD’in temel olarak
beyaz, diger calismalarda ise kahverengi adipoz dokudan olustugu
bildirilmistir [122]. PVAD, yuksek oranda adiposit yanisira preadiposit,
endotel hucre, fibroblast, I6kosit ve makrofajlar gibi diger hucreleri de
icermektedir. Bu nedenle PVAD'in kardiyovaskuler sistemde 6nemli etkileri
olabilecegi ileri suralmustar [49]. PVAD tarafindan c¢esitli vazokonstriktor ve
vazodilator  bilegiklerin  salindiginin  gosterildigi  ¢esitli  galismalar
bulunmaktadir [123, 124]. Visfatin'in PVAD’da subkutan adipoz dokuya gore
3.7, viseral adipoz dokuya gore ise 1.8 kat daha fazla oranda eksprese
edildigi bildirilmistir. Ayni zamanda visfatin PVAD’dan da salgilanabilmektedir

[7].

Vaskuller duz kas hucre proliferasyonu, aterosklerotik lezyon
gelisiminde onemli bir faktordur. Visfatin, endotel hiucreleri yanisira vaskuler
duz kas hucreleri igin de bir buyume faktoru olarak rol oynayabilir. Visfatin
iceren perivaskuler yag dokularinin Nampt enzimatik aktivitesi araciligi ile
sigan aort duz kas hucre kulturlerinde DNA sentezi ve hlcre proliferasyonunu
kolaylastirdigi gosterilmigtir. Bu galismada visfatin’in proliferatif etkisi Nampt
reaksiyonunun son urunu tarafindan taklit edilmis ve Nampt blokéri FK866
(ya da APO866) ile dnlenmigtir. Vaskuler duz kas hucre kulturlerinde visfatin
ile olugsan proliferasyona ERK 72 ve p38 MAPK aktivasyonu aracilik
etmektedir [7] [Sekil 2.11]. Visfatin’in vaskuler duz kas hlcrelerinde buyumeyi
indukleyici etkisi, aterosklerotik lezyon gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir
rolu olabilecegini dugundurmektedir.
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Sekil 2.11. Visfatin’in kan damarlari UGzerindeki parakrin ve endokrin etkileri. Bu sekil,
[7Tnolu kaynaktan modifiye edilmigtir.

Vaskuler duz kas hucrelerinde visfatin  ekspresyonunun
azalmasinin apopitozu artirdigi, asgiri ekspresyonunun ise hucre sagkalimini
kolaylastirdigi gosterilmigtir. Vaskuller duz kas hucrelerinin maturasyonu igin
gerekli bir protein grubu olan sirtuinlerden SIRT?1’in deasetilaz aktivitesi, asiri
visfatin ekspresyonu ile artmaktadir. Visfatin asiri ekspresyonu SIRT1
bagimli bir mekanizma araciligi ile p53 proteininin yikilimini artirarak
vaskuler duz kas hucrelerinin sagkalimini uzatmaktadir. Bu bulgulara
dayanarak endojen visfatin'in, duizenleyici proteinlerin yari dmudrlerinin
regulasyonunda énemli bir rol oynayabilecedi sdylenebilir. Dolayisiyla visfatin
ile SIRT1 arasindaki iligkiler oldukca ilgi gekmektedir. SIRT1 kromatinle iligkili
proteinler, transkripsiyon faktorleri, hiicre savunmasinda gerekli dizenleyici
molekdiller, metabolizma ve sagkalim Gzerinde modifiye edici etkilerle hicre
omrind uzatabilir. SIRT1’in deasetilaz fonksiyonu NAD™ bagimlidir, sagkalim
tzerine etkisi de NAD" metabolizmasiyla iligkilidir. Ayrica insan vaskiiler diiz
kas hucrelerinde SIRT1 aktivitesinin visfatin aktivitesine bagimli oldugu
gOsterilmigtir. Dahasi, yash (aging) vaskuler diz kas hucrelerinde artan
SIRT1 ekspresyonunun, sadece artmis visfatin’in ekspresyonu durumunda
hdcre sagkaliminda uzamaya yol acabilecedi gosterilmigtir. Bu sonuglar
SIRT?’in vaskiler diz kas hucrelerinde yaslanmayi geciktirebilecedini ancak
SIRT?’in bu etkisinin visfatin ile kontrol edildigini ortaya koymaktadir. Buna
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karsin in vivo kosullarda visfatin’in yaslanmaya kargi (anti-aging) bir etkisinin
olup olmadigi henuz bilinmemektedir [49].

2.4.410. Vaskiiler Tonus ve Reaktivite Uzerine Etkileri

Visfatin direkt olarak vaskuler kontraktiliteyi etkileyebilir ancak,
visfatin'in vaskuler tonusun duzenlenmesi Uzerine direkt etkilerini gosteren
calismalarin sayisi oldukga kisithdir. Ayrica bu galismalardan elde edilen
bulgular da oldukga c¢eligkilidir; in vitro galismalarda visfatin’in insan umbilikal
veni ve koroner endotel huicrelerinde eNOS ekspresyonu ve aktivitesini
stimule ederek NO Uretiminde ve sGMP olugsumunda artmaya neden oldugu
gosterilmistir [9]. Benzer sekilde, visfatin’in izole sigan aortu ve mezenterik
arterinde eNOS aktivasyonuyla gevsetici etki olusturdugu bildirilmistir [10]. Bu
bulgularla zit olarak, tip 2 DM ve kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda
brakiyal arterin akim aracili gevsemesi (FMD) ile plazma visfatin duzeyleri
arasinda negatif bir korelasyon oldugu gosterilmig, bu hastalarda renal
transplantasyonu takiben dolagimdaki visfatin duzeylerindeki azalma ile
birlikte FMD ile degerlendirilen endotel fonksiyon bozuklugunda dizelme
oldugu saptanmistir [13]. Yakin zamanda gergeklestirilen bir diger calismada
ise visfatin’in insan ve sigan mezenterik mikrodamarlarinda Nampt aktivitesi
araciligiyla endotel bagimh gevsemelerde bozulmaya neden oldugu
bildirilmistir [14]. Tum bu celigkili sonuglar visfatin’in vaskuler dokuda
fonksiyonel etkilerinin ve bu etkilerde rol oynayan mekanizmalarin net bir
sekilde ortaya konulabilmesi igin daha fazla ¢alismaya gereksinim olduguna
isaret etmektedir.

2.5. Hipotez

Bildigimiz kadariyla visfatin’in insanlarda KABG olarak sik bir
sekilde kullanilan sol ITA preparatlarinda fonksiyonel etkilerinin ve bu
etkilerde rol oynayan olasi mekanizma/lar'in belirlenmesine iligkin herhangi
bir calisma literaturde bulunmamaktadir. Bu projede visfatin'in diger bazi
damarlarda oldugu gibi insan ITA preparatlarinda da fonksiyonel etkiler
olusturabilecegi hipotezi arastirilmis ve visfatin'in insan ITA preparatlarindaki
olasi fonksiyonel etkilerinde rol oynayan mekanizma/lar'inin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu sekilde visfatin’in gesitli vaskuler dokulardaki etkilerine
yonelik geliskili sonuclara agiklik getiriimeye calisiimigtir. Ayrica elde edilecek
sonuglarla, dolagimdaki visfatin konsantrasyonlarinin ITA graftlari Gzerindeki
olasi etkilerine yonelik literatirdeki ilk verilerin elde edilerek, kalp damar
cerrahisi klinigine katkida bulunulmasi amacglanmigtir.
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GEREG VE YONTEM

3.1. izole ITA Orneklerinin Elde Edilisi ve Deney igin Hazirlanisi

Deney gruplarindaki hastalar kalp-damar cerrahisi tarafindan
KABG operasyonuna alindiginda, cerrahisi sirasinda kullanilan ITA’dan artan
(redundant) damar ornekleri 4°C’deki %95 O, ve %5 CO; igceren gaz karisimi
ile tamponlanmis fizyolojik tuz soliisyonuna (PSS) konularak hizli bir sekilde
laboratuvar ortamina tasindi [Sekil 3.1]. Artere zarar veriimeden etrafindaki
bag dokusu temizlendikten sonra [$ekil 3.2], 3-4 mm genisliginde halkalar
seklinde kesildi [Sekil 3.3] ve hazirlanan preparatlar, igerisinde PSS bulunan
(mM: NaCl 118, KCI 5, NaHCO3; 25, KH,PO4 1.0, MgSO4 1.2, CaCl, 2.5 ve
glukoz 11.2) 20 ml'lik organ banyolarina asildi [$ekil 3.4]. Banyolardaki
solusyonun sicakhgi surekli 6lgim yapan bir termometre araciligiyla 37°C
olacak sekilde sabit tutuldu. Sollisyon pH’si 7.4 olacak sekilde %95 O2-%5
COy; ile deney boyunca gazlandirildi. ITA halkalari daha énceden belirlenen 2
g istirahat gerilimi altinda her 15 dakikada (dk.) bir yikanarak 60 dk. boyunca
dinlendirildi. ITA yanitlari bilgisayar bazli bir veri toplama sistemine (MP-35,
Commat Ltd., Ankara) bagli izometrik transdiserler (FDT10, Commat Ltd.,
Ankara) araciliiyla kaydedildi. izole organ banyolarinda insan arteriyel halka
preparatinin  temsili sekli asagida verildi [125] [Sekil 3.5]. llag
konsantrasyonlari banyo solisyonunda olusan molar konsantrasyonlari
olarak ifade edildi.

Sekil 3.1. KABG sirasinda temin edilen rudimenter insan ITA segmentini iceren cerrahi
preparat.
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Sekil 3.2. Cevre dokulardan temizlenmis olan insan ITA segmenti.

Sekil 3.3. Halka seklinde hazirlanmis insan ITA preparatlari.
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Sekil 3.4. izole organ banyosuna asiimis insan ITA preparatlari ve kayit sistemi.

Bilgisayar bazh
veri toplama
sistemi

—> —

coco | m
izometrik

transdiiser :
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Kimyasallar
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ilEl
[ |

L-sekilli aski

37°C
" Shes
Su sirkiilasyonu

insan arteriyel
halka preparati

Gaz karigimi
(%95 0,-%5 CO,)

Sekil 3.5. izole organ banyolarinda insan arteriyel halka preparatinin temsili sekli. Bu
sekil, [125]'nolu kaynaktan modifiye edilmistir.
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3.2. izole Organ Banyosunda in Vitro Deneyler

Deneyler endoteli saglam ve zedelenmis ITA halkalarinda
gerceklestirildi. Endotel saglamhigr 1 saatlik dinlenme periyodundan sonra
submaksimal konsantrasyonda (10 M) fenilefrinle (PHE) kasilan dokularin
10° M asetilkoline (ACh) gevseme vyanitlarina bakilarak test edildi.
Asetilkoline %60 ve Uzeri gevseme yaniti veren dokularin endoteli saglam
kabul edildi. Endoteli zedelenmis halkalar elde etmek igin ise, halkalarin
intimal yUzeyi ucuna pamuk sarilmis ince bir pensetle hafifge ovusturuldu.
Endotel hasari PHE (10 M) ile kasiimis dokularda ACh’in (10® M) gevseme
yaniti olusturamamasi ile teyid edildi.

Deneylerin ik asamasinda ITA halkalarinda visfatin'in ve
deneylerde kullanilan maddelerin ¢ozuculerinin  bazal damar tonusu
uzerindeki zamana bagiml etkileri incelendi. Visfatin’in insanlardaki plazma
konsantrasyonu 0.05-0.25 nM araliginda [6] oldugu i¢in bu calismada
konsantrasyon-yanit egrileri olusturulacak deneylerde visfatin’in plazma
konsantrasyonu ve Kkatlarini icerecek sekilde 10" - 107 M araligindaki
konsantrasyonlari kumulatif olarak uygulandi. Visfatin inkibasyonu ile
yapilan deneylerde ise visfatin'in ortalama plazma konsantrasyonu ile bunun
10 ve 100 katina karsilik gelen konsantrasyonlari  (107°, 10®° ve 10® M)
kullanildi.

Deneylerin ikinci asamasinda visfatin'in gesitli endojen ajanlarla
olusan kasilma yanitlari Uzerindeki etkileri incelendi. Bu amagla ITA
halkalarinda anjiotensin Il (ANG I, 10" - 10® M), endotelin-1 (ET-1, 107" —
10 M), noradrenalin (NA, 107° — 10 M) ve fenilefrin (PHE, 107° — 10 M)
ile konsantrasyon yanit egrileri elde edildikten sonra halkalar 107°, 10® ve
10® M visfatin ile 30 dk. inkiibe edildi ve yukarida sayilan ajanlarla
konsantrasyon-yanit egrileri tekrar olugturuldu.

Deneylerin ugluncu asamasinda visfatin'in endotel-bagimh ve
endotel-bagimsiz gevsemeler Uzerindeki etkisi incelendi. Submaksimal
konsantrasyonda PHE ile on kasilma olusturulan ITA halkalarinda endotel-
bagimli gevseme olusturan ACh (107° — 10° M) ve endotel-bagimsiz
gevseme olusturan sodyum nitroprussid’e (SNP, 107" — 10° M)
konsantrasyon-yanit egrileri 10, 10° ve 10® M visfatin ile 30 dk.
inkubasyon oncesinde ve sonrasinda olusturuldu.

Deneylerin dordinci asamasinda visfatin'in gevsetici etkisi
incelendi. ITA halkalarina énceden 10° M PHE verilerek submaksimal
kasilma yaniti elde edildi. Kasilma yaniti platoya ulastiginda kumdulatif
uygulanan visfatin'e (10‘12— 10" M) konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari
kaydedildi. Daha sonra dokular yapisal ve induklenebilir nitrik oksid sentaz
(NOS) izoformlarinin blokord olan Nw- nitro-L-arginin metilester (L-NAME,
10 M) ile 20 dk., siklooksijenaz inhibitdrii indometazin (10° M) ile 20 dk. ve
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spesifik guanilat siklaz inhibitérii ODQ (5x10™° M) ile 20 dk. inkiibe edildikten
sonra PHE ile kasilan ITA halkalarinda visfatin konsantrasyon yanit egrileri
tekrar elde edildi ve bu sekilde visfatin’in vazodilator etkisinde prostanoidler,
guanilat siklaz ve NO’nun rolleri degerlendirildi. Ayrica visfatin ile olusan
gevseme yanitlarinda endotel bagimh hiperpolarizan faktor'un (EDHF) roluna
arastirmak igcin 40 mM potasyum klorar (KCI) igeren fizyolojik tuz soltisyonu
ile olugsan kasilma yanitlari Uzerinde visfatin'in etkileri L-NAME (10™) ve
indometazin (10° M) varliginda biiyiik kondiiktansli kalsiyumla aktive edilen
potasyum (BKca) kanal blokérii karibdotoksin (107 M) ve kiiciik kondiiktansli
kalsiyumla aktive edilen potasyum (SKca) kanal blokérii apamin (107 M)
kombinasyonu ile 30 dk. inkibasyon oncesi ve sonrasi incelendi. 40 mM KCI
iceren fizyolojik tuz solusyonu, yukarida igerigi verilen PSS’nin KCI degeri 40
mM, NaCl degeri 83 mM ve diger kimyasallarin konsantrasyonlari ayni
kalacak sekilde hazirlandi.

Visfatin’in fonksiyonel etkilerinin go6zlendigi deneyler, etkinin
visfatin’e 6zgunlagunud test etmek igin Nampt inhibitord FK866 (10uM) ile 20
dk. inkibasyon sonrasinda tekrarlanarak karsilastirildi.

Deneylerde kullanilan maddelerin ¢gozuculeri kullanilarak damar
yanitlarindaki zaman bagimli olasi degisiklikler incelendi. Deneyler arasinda
dokular 60 dk. dinlendirildi. Her bir deney grubu en az 6 ITA halkasinda
gergeklestirildi. Calismamiz, Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan degerlendirilerek
03/02/2012 tarih ve 44 no’lu karari ile onaylanmigtir.

3.3. Deneylerde Kullanilan ilaglar

Deneylerde kullanilan PHE, ANG Il, NA, ET-1, visfatin, ACh, SNP,
L-NAME, ODQ, indometazin, apamin, karibdotoksin, FK866 ve PSS
hazirlamak igin kullanilan kimyasal maddeler Sigma kimyasal’dan (St. Louis,
Mo.), elde edildi. PHE, ANG II, NA, ET-1, visfatin, ACh, SNP, L-NAME,
apamin, karibdotoksin ve FK866 distile suda, indometazin etanolde ve ODQ
dimetilsulfoksit igerisinde ¢ozuldu.

3.4. istatistiksel Analiz

Tum degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Etkin
konsantrasyon 50 (Effective concentration 50; ECso) degerleri lineer
regresyon analizi ile maksimum yanitin (Emax) %50’sini olusturan agonist
konsantrasyonu olarak hesaplandi. Duyarlilik pD,, ECsy degerinin negatif
logaritmasi (-Log ECsg) olarak verildi. Sonuglarin istatiksel analizi Student t-
testi, tekrarlayan olgumler igin ANOVA ve posthoc testler kullanilarak yapildi.
p degerleri 0.05'in altinda bulunan degerler istatistiksel olarak anlaml kabul
edildi.
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BULGULAR

Submaksimal konsantrasyonda uygulanan PHE (10° M) ile insan
ITA halkalarinda oldukga stabil ve surekli kasiima yanitlari olustu. On
deneylerde, c¢alismada kullanilan konsantrasyonlarda visfatin'in ve
deneylerde kullanilan maddelerin ¢ézuculerinin insan ITA halkalarinda bazal
tonus Uzerinde anlamh bir etkilerinin olmadigi saptandi.

Ayri ayri 10™°, 10° ve 10° M Visfatin ile 30 dk. inkiibe edilen
insan ITApreparatIarlndaANGII(10” 10° M) [Sekil 4.1], ET1(1011 10°
M) [Sekil 4.2], NA (107'° — 10* M) [Sekil 4.3] ve PHE (107"° — 10™* M) [Sekil
4.4] ile olugsturulan kasilma yanitlari visfatin inkibasyonu oOncesi ve
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermedi.

60-
-& Kontrol
-~ Visfatin (107° M)
% 4o - Visfatin (10° M)
£ - Visfatin (10 M)
a
X
2 20+
0_

I I [ I
101 104° 40° 10% 107 10
ANG Il (M)

Sekil 4.1. Endoteli saglam insan ITA halkalarinda kiumdulatif konsantrasyonlarda
uygulanan ANG I (1011 -10° M) ile olusan kasilma yanitlari tzerine degisik
konsantrasyonlarda (10 , 10° ve 10°® M) uygulanan visfatin inklibasyonunun
(30 dk.) etkisi. (n=6, tum gruplar igin). Sonuglar 40 mM KCI ile olusan
maksimum kasilmanin %’si olarak verilmistir.
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% Kasilma

Sekil 4.2.

% Kasilma

Sekil 4.3.

- Kontrol

160+ - Visfatin (107'° M)

= Vjsfatin (10°° M)

5 4 Visfatin (10° M)
80-
40-
0_

I T T T T T
10" 101° 107 108 107 10%
ET-1 (M)

Endoteli saglam insan ITA halkalarinda kimdlatif konsantrasyonlarda
uygulanan ET-1 (10'11 - 10° M) ile olusan kasilma yanitlar Gzerine degisik
konsantrasyonlarda (107'°, 10° ve 10® M) uygulanan visfatin inkiibasyonunun
(30 dk.) etkisi. (n=8, tum gruplar igin). Sonuglar 40 mM KCI ile olugan
maksimum kasilmanin %’si olarak verilmistir.

120- -a Kontrol

G g ds -10
-*- Visfatin (107° M)

-+ Visfatin(m'f3 M)
- Visfatin (10° M)

80+

T
40+
0- ¥

I I T I I I I
101 10° 10® 107 10° 10° 10*
NA (M)

Endoteli saglam insan ITA halkalarinda kimdlatif konsantrasyonlarda
uygulanan NA (10'10 - 10™ M) ile olusan kasiima yanitlari Gzerine degisik
konsantrasyonlarda (107'°, 10° ve 10® M) uygulanan visfatin inkiibasyonunun
(30 dk.) etkisi. (n=6, tum gruplar igin). Sonuglar 40 mM KCI ile olugan
maksimum kasilmanin %’si olarak verilmistir.
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Sekil 4.4. Endoteli saglam insan ITA halkalarinda kimdulatif konsantrasyonlarda
uygulanan PHE (10'10 - 10" M) ile olusan kasilma yanitlari Uzerine degisik
konsantrasyonlarda (10'10, 10 ve 10® M) uygulanan visfatin inkiibasyonunun
(30 dk.) etkisi (n=6, tim gruplar i¢in). Sonuglar 40 mM KCI ile olugan
maksimum kasilmanin %’si olarak verilmistir.

PHE (10° M) ile énceden kasilan insan ITA halkalarinda visfatin
(1072~ 107" M) konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari olusturdu. Visfatin'in
gevsetici etkisi endoteli saglam ITA halkalarinda, endoteli zedelenmig ITA
halkalarina gore anlamli olarak (p<0.05) daha yuksek bulundu [$ekil 4.5].
Visfatin'in endoteli saglam ve zedeli ITA halkalarinda Enax degerleri sirasiyla
%27.78 + 3.44 ve %2.61 £ 2.38, pD, degerleri ise 9.06 + 0.21 ve 11.08
0.92 olarak bulundu.

Dokularin 20 dk. sureyle siklooksijenaz inhibitort indometazin
(10° M) ile inkiibasyonu visfatine gevseme yanitlarinda anlamh bir
degisiklige neden olmazken (Emax: %28.59 + 7.08 vs. %33.67 + 9.20
sirasiyla indometazin varliginda ve yoklugunda (kontrol), p>0.05), NOS
blokérii L-NAME (10 M) ile inkiibasyonu visfatin ile olusan gevseme
yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma ile sonug¢landi (Emax: %7.10
+ 2.68 vs. %33.67 + 9.20 sirasiyla L-NAME varliginda ve yoklugunda
(kontrol), p<0.05). Spesifik guanilat siklaz inhibitérii ODQ (5x10° M) da
visfatin'e gevseme yanitlarinda anlamli bir azalma olusturdu (Emax: %5.11 £
3.54 vs. %33.67 + 9.20 sirasiyla ODQ varliginda ve yoklugunda (kontrol),
p<0.05) [Sekil 4.6]. Nampt inhibitorG FK866 (10uM) da visfatin’e gevseme
yanitlarini neredeyse tamamen bloke etti. (Emax: %2.24 + 1.70 vs. %35.77 £
4 .44 sirasiyla FK866 varliginda ve yoklugunda (kontrol), p<0.05) [Sekil 4.7].
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Sekil 4.5.

% Gevseme

Sekil 4.6.
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VISFATIN (M)

Submaksimal (‘IO'6 M) PHE ile kasilmig endoteli saglam (+) (n=11) ve zedeli (-)
(n=10) insan ITA halkalarinda kimiuilatif konsantrasyonlarda (10'12 - 107 M)
uygulanan visfatin'in olusturdugu gevseme yanitlari. (*: p<0.05, endoteli saglam
(+) grup ile karsilastinldiginda). Sonuglar submaksimal PHE ile olusan
maksimum kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

50- -2 Kontrol

& indometazin
Ak o L-NAME
30- -4 ODQ
20-
10- » *
g T

1012 qpM 10|'1° 16'9 16‘9 107
VISFATIN (M)

Submaksimal (10'6 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam insan ITA halkalarinda
kimulatif konsantrasyonlarda (‘IO'12 - 107 WM™, n=15) uygulanan visfatin'in
olusturdugu gevseme yanitlari Uzerinde siklooksyenaz inhibitérd indometazin
(10'5 M, 20 dk., n=14), NOS blokéri L-NAME (10™ M, 20 dk., n=10) ve spesifik
guanilat siklaz inhibitérii ODQ (5x10™° M, 20 dk., n=10) inkiibasyonunun etkisi.
(*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.) Sonuglar submaksimal PHE ile
olusan maksimum kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.
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Sekil 4.7. Submaksimal (10'6 M) PHE ile kasilmis endoteli saglam insan ITA halkalarinda
kimdalatif konsantrasyonlarda (‘IO'12 - 107 M, n=11) uygulanan visfatin'in
olusturdugu gevseme yanitlar (izerinde Nampt inhibitérd FK866 (10uM, 20 dk.,
n=11) inkibasyonunun etkisi. (*: p<0.05, kontrol grubu ile kargilastirildiginda).
Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

insan ITA halkalarinin 30 dk. siire ile BKc, kanal blokérii
karibdotoksin (10”7 M) ve SKca kanal blokérii apamin (107 M) kombinasyonu
ile inklbasyonu, visfatin ile olusan gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik olusturmazken (Emax: %27.33 + 5.68 vs. %27.77 + 3.44
sirasiyla karibdotoksin + apamin varliginda ve yoklugunda (kontrol), p>0.05);
NOS blokérii L-NAME (10 M), siklooksijenaz inhibitdrii indometazin (10”° M),
BKca kanal blokérii karibdotoksin (107 M) ve SKca kanal blokérii apamin (107
M) kombinasyonu varliginda visfatin ile olugan gevseme yanitlar istatistiksel
olarak anlaml sekilde azaldi (Emax: %7.60 + 4.71 vs. %27.77 + 3.44 sirasiyla
L-NAME + indometazin + karibdotoksin + apamin varliginda ve yoklugunda
(kontrol), p<0.05) [Sekil 4.8].
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Sekil 4.8. 40 mM KCI ile ka3|lml? endotell saglam insan ITA halkalarinda kimulatif
konsantrasyonlarda (10 2.10" M, n= 11) uygulanan visfatin'in olusturdugu
gevseme yanitlar uzerlnde BKca kanal blokértu karibdotoksin + SK¢, kanal
blokéri apamln (‘IO M, 30 dk., n 11 her iki blokér igin) mkubasyonu ile L—
NAME (10 M) + indometazin (10 M) + karibdotoksin (10 M) + apamin (‘IO

M) (30 dk., n=11) inklibasyonunun etkisi. (*: p<0.05, kontrol grubu ile
kar§|Ia§t|r|Id|g|nda). Sonuglar 40 mM KCI ile olusan kasilmanin % gevsemesi
olarak verilmistir.

Ayri ayri 107° 10° ve 10® M visfatin ile 30 dk. inkiibe edilen
insan ITA halkalarinda ACh (10" — 10° M) ile olusan endotel bagimli
gevseme yanitlari 10 ve 10® M visfatin inkiibasyonlari ile istatistiksel olarak
anlamh sekilde artarken, 1010 M visfatin inkibasyonu ile degismedi [Sekil
4.9] [Cizelge 4.1]. PHE (10 M) ile on kasilma olugturulan insan ITA
halkalarinda endotel- bag|m3|z gevgeme olug.turan SNP’ye (107'° — 10° M)
gevseme yanitlari ayri ayri 107'°, 10 ve 10°® M visfatin ile 30 dk. inkiibasyon
oncesi ve sonrasinda |stat|st|ksel olarak anlaml bir sekilde degismedi [Sekil
4.10] [Cizelge 4.1].
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Sekil 4.9. insan ITA halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan ACh (107°- 10"
° M) ile olusan gevseme yanitlari tizerine farkli konsantrasyonlarda (10'10, 10
ve 10° M) uygulanan visfatin inkiibasyonlarinin (30 dk.) etkisi (n=10, tum
gruplar igin). (*: p<0.05, kontrol grubu ile karsilastinldiginda). Sonuglar PHE ile
olusan kasiimanin % gevsemesi olarak verilmistir.

-# Kontrol
100- - Visfatin (107° M)
-+ Visfatin (10° M)
o 80 - Visfatin (10° M)
E W
(74
o
(0] 40+
2
20
0_

[ I T T T T
101 10°  10% 107 10  10%
SNP (M)

Sekil 4.10. insan ITA halkalarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan SNP (10"10 -10°
° M) ile olugsan gevseme yanitlar zerine farkl konsantrasyonlarda (10'10, 10°°
ve 10° M) uygulanan visfatin inkubasyonlarinin (30 dk.) etkisi (n=10, tim
gruplar icin). Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak
verilmigtir.
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Cizelge 41.10™, 10®° ve 10° M visfatin ile 30 dk inkiibasyonlar o6ncesi (kontrol) ve

sonrasinda ACh ve SNP igin Emax (%) ve pD, degerleri.

ACh SNP

Emax (%) pD; Ermax pD,
Kontrol 69.32+4.37  7.58+0.09 99.21+6.41 7.28+0.10
Visfatin (10"° M) ink.  71.23+267  7.63 +0.06 99.02+6.46 7.25+0.11
Visfatin (10° M) ink. ~ 89.10 £ 2.31*  7.32 + 0.05* 98.72+4.18  7.35+0.01
Visfatin (10° M) ink.  92.95 + 3.65*  7.30 + 0.06* 99.73+4.52 7.39+0.01

*: P<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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TARTISMA

Bu c¢alisma, bildigimiz kadari ile KABG cerrahisine giren
hastalardan elde edilen ITA preparatlarinda visfatin'in fonksiyonel etkileri ve
bu etkilerde rol oynayan mekanizmalarin belirlendigi ve karsilastirildigi
literatirdeki ilk calismadir. Bu amag¢ dogrultusunda calismada visfatin’in
bazal tonus Uzerine olan etkileri, ¢esitli ajanlar ile kasilma yanitlari Gzerine
olan etkileri, direkt gevsetici etkileri ve visfatin'in ITA preparatlarinda direkt
gevsetici etkisinde rol oynayan mekanizmalar degerlendirilmistir.

Calismamizda visfatin'in  ve deneylerde kullanilan diger
maddelerin ¢dzuculerinin insan ITA halkalarinda bazal tonus Uzerinde
anlamli bir etkilerinin olmadigi belirlenmistir. Endoteli saglam insan ITA
halkalarina kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanan anjiotensin Il (10" - 10
M), endotelin-1 (10" - 10° M), noradrenalin (107° - 10 M) ve fenilefrin (107°
- 10 M) ile olusan kasiima yanitlari, farkli konsantrasyonlarda uygulanan
visfatin inkubasyonu oOncesi ve sonrasinda anlamli bir degigiklik
gOstermemigtir [Sekil 4.1-4.4]. Visfatin’in insanlardaki plazma konsantrasyonu
0.05 - 0.25 nM araligindadir [7]. inkiibasyon igin secilen visfatin
konsantrasyonlari ortalama plazma konsantrasyonu (107 M) ile bunun 10
(10° M) ve 100 (10® M) katina karsilik gelen konsantrasyonlardir.
Calismamizda visfatin'in insan ITA preparatlarinda gerek insanlarda bildirilen
ortalama plazma konsantrasyonda gerekse bundan c¢ok daha yuksek
konsantrasyonlarda, yukaridaki belirtilen ve ¢ogu insanda endojen olarak
mevcut olan vazokonstriktor ajanlarla olusan kasilma yanitlarini in vitro
kosullarda anlamli olarak degistirmedigi saptanmigtir. Bizim bulgularimizla
uyumlu olarak Vallejo ve ark.larinin [14] yaptigi c¢alismada da sigcan
mezenterik arterlerinde kiimilatif konsantrasyonlarda (10° - 3x10° M)
uygulanan NA ile olugan kasilma yanitlarinin, 50 ve 100 ng/mL visfatin
inkibasyonu oncesi ve sonrasinda anlamli olarak degismedigi gosterilmistir.
Diger taraftan sigan torasik aortu kullanilarak yapilan bagka bir ¢alismada
ise, bizim bulgularimizla zit olarak, endoteli saglam torasik aort
preparatlarinda kiimiilatif konsantrasyonlarda (10 - 10 M) uygulanan NA ile
olusan kasilma yanitlarinin 100 ng/mL visfatin inkibasyonu sonrasinda
anlamh olarak azaldigi, buna karsin endoteli zedeli preparatlarda ise
yanitlarin degismedigi bildirilmistir [10]. Bu konuda yapilan az sayida
calismada elde edilen sonuglar arasindaki farklihgin nedeni bilinmemekle
birlikte farkli galismalarda kullanilan damar preparatlarinin elde edildigi turler
ve/veya kullanilan  vazokonstriktor ajanlarin  konsantrasyonlarindaki
farkhliklara bagli olabilecedi dugunulmustur. Diger taraftan literaturde ilk defa
bu ¢alismada birden fazla ve ¢gogu endojen olarak insan vicudunda bulunan
vazokonstriktor ajanin insan ITA preparatlarinda olusturduklari kasiima
yanitlari Uzerine visfatin'in etkisi degerlendirilmistir.
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Bu calismada submaksimal konsantrasyonda uygulanan PHE,
insan ITA halkalarinda stabil, tekrarlanabilir ve sirekli bir kasilma yaniti
olusturmus, PHE ile olusan kasilma yanitlarinda zaman igerisinde anlaml bir
bir azalma gézlenmemistir. Onceden PHE ile kasilan insan ITA halkalarina
kiimiilatif olarak (1072 - 107 M) eklenen visfatin, konsantrasyon bagimli bir
sekilde gevseme yanitlarina neden olmus ve PHE ile olusan kasiimanin
yaklasik %30’una varan bir maksimum gevsetici etki elde edilmistir. Bildigimiz
kadariyla bu calisma insan ITA preparatlarinda visfatin'in konsantrasyon
bagimh gevseme yanitlari olusturdugunu gosteren, dolayisiyla visfatin'in bu
preparatta in vitro kosullarda fonksiyonel etkisini ortaya koyan literatirdeki ilk
calismadir.

Calismamizda visfatin'e gevseme yanitlarinin, PHE ile 6n kasiima
olusturulan endoteli saglam ITA preparatlarinda endoteli zedeli preparatlara
gore anlamh olarak daha yuksek oldugu ve visfatin’e gevseme yanitinin
endotel dokusunun zedelenmesi ile hemen hemen tamamen bloke edildigi
saptanmigtir (Emax degerleri sirasiyla %27.78 + 3.44 ve %2.61 + 2.38). Bizim
bulgularimizla uyumlu sekilde visfatin'in, NA ile 6n kasilma olusturulan sican
aort ve mezenter arter preparatlarinda endotel bagimli gevseme yaniti
olusturdugu gosterilmigtir. Sican aort ve mezenter arter preparatlarinda
visfatin'in gevsetici etkisi icin Enax degerleri sirasiyla %30.50 + 5.00 ve %7.90
+ 3.70 olarak bildirilmistir [10]. Bu bulgular visfatin’in insan ITA dokusundaki
etkinliginin (efikasite), sican torasik aortu ile benzer ancak, sigan mezenter
arterlerindeki etkinliginden daha yuksek olduguna isaret etmektedir.
Visfatin'in gesitli turlerden elde edilen degisik damar preparatlarinda
vazodilator etkinligindeki farkhliklarin, dokunun alindigi tur, deneyin
gerceklestirildigi vaskuler doku (damar dokusunun yeri ve ¢apl) ve/veya on
kasilma olusturmak igin kullanilan ajan gibi yontemsel farkhliklara bagli
olabilecegi dusunulebilir. Diger taraftan bu ¢alisma kapsaminda elde edilen
bulgular, insan ITA halkalarinda visfatin'in etkinlik ve gucline yonelik
literaturdeki ilk verileri temsil etmektedir.

insan ITA halkalarinda visfatin'in fonksiyonel etkisinde rol oynayan
mekanizmalari belirlemeye yonelik deneylerde, damar preparatinin visfatin'e
gevseme yanitlarinda NOS blokorid L-NAME ve spesifik guanilat siklaz
inhibitort ODQ inkubasyonlari sonrasi istatistiksel olarak anlamli azalmalar
saptanmigtir. Hem L-NAME (Enax: %7.10 + 2.68), hem de ODQ (Emax: %5.11
+ 3.54) inkUbasyonu sonrasi visfatin'e maksimum gevseme yanitlarinda (Emax
%33.67 + 9.20) yaklasik %77’lik azalmalar oldugu gdsterilmistir. insan ITA
halkalarinin NOS blokaji veya guanilat siklaz inhibisyonu sonrasi visfatin’e
gevseme vyanitlari, endoteli zedeli halkalarin visfatin'e gevseme yanitlari
(Emax: %2.61 + 2.38) ile hemen hemen ayni diizeylere inmigtir. insan ITA
preparatlarinda visfatin ile olusan gevseme yanitlarinin NO-sGMP yolaginin
farkli iki basamagini bloke eden ajanlar tarafindan benzer Olgude bloke
edilmesi, gozlenen gevsetici etkide endotel kaynakli NO’in rolinu ortaya
koymaktadir. Bu bulgularla uyumlu olarak visfatin’in endoteli saglam si¢an
torasik aort halkalarinda eNOS ve Akt fosforilasyonunu duzenleyerek, NO
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aracili gevseme vyanitlari olusturdugu bildirilmigtir [10]. Benzer sekilde,
visfatin’in insan umbilikal veni ve koroner endotel hucre kultirlerinde eNOS
ekspresyonu ve aktivitesini stimule ederek, NO Uretiminde ve sGMP
olusumunda artmaya neden oldugu da gosterilmistir [9]. Diger taraftan bu
bulgularla zit olarak, Tip 2 DM [11] ve kronik bdbrek yetmezligi [12] olan
hastalarda brakiyal arterin akim aracili gevsemesi (FMD) ile plazma visfatin
duzeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu gosterilmis, bu hastalarda
renal transplantasyonu takiben dolasimdaki visfatin duzeylerindeki azalmaya,
FMD ile degerlendirilen endotel fonksiyon bozuklugundaki duzelmenin eglik
ettigi bildirilmigtir [13]. Bir diger calismada ise visfatin’in insan ve sigan
mezenterik mikrodamarlarinda Nampt aktivitesi araciligiyla endotel bagimli
gevsemelerde bozulmaya neden oldugu saptanmistir [14].

Calismamizda dokularin 20 dk. sureyle siklooksijenaz inhibitori
indometazin (10° M) ile inkiibasyonu, insan ITA halkalarinin visfatin'e
gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklik olusturmamigtir. Dolayisiyla
mevcut veriler visfatin’in insan ITA preparatlarindaki gevsetici etkisinde lokal
olarak uretilen siklooksijenaz Urunlerinin roli olmadigina isaret etmektedir.

Visfatin, NAD sentezinde rol oynayan Nampt enzimiyle yapisal
homoloji gosterdigi igin, ayni zamanda “Nampt” olarak da adlandirilmaktadir
[6, 16]. Nampt enzim aktivitesinin visfatin'in, vaskuler duz kas hucre
proliferasyonu ve inflamasyonu, makrofajlardan matriks metalloproteinazlarin
uretimi ve pankreatik B-hucrelerinden insulin salinimi gibi degisik etkilerine
aracilik ettigi gosterilmigtir [7, 50, 69]. Bu ¢calismada endoteli saglam ITA
halkalarinda visfatin ile olusan gevseme yanitlarinin Nampt enzim inhibitoru
FK866 varliginda neredeyse tamamen bloke edildigi gosterilmistir (Emax:
%2.24 + 1.70). Bu bulgu da, insan ITA halkalarinda visfatin ile olugsan
gevsetici etkide visfatin’in Nampt enzim aktivitesinin roli olduguna isaret
etmektedir. Visfatin’in etkilerine aracilik eden reseptor/reseptorler halen
bilinmemekle birlikte, visfatin’in insilin reseptorine insulinin baglandigi
bdlgeden farkl bir bolgeden baglanabilecegi ve reseptoru aktive edebilecegi
bildirilmistir [4]. Daha sonra yapilan calismalarda ise visfatin’in insulin
reseptorleri Uzerine olan etkilerine yonelik olarak celigkili sonuglar elde
edilmis [50, 72, 73], visfatin’in sigan aortunda olusturdugu gevseme yanitinin
insulin reseptorinden bagimsiz oldugu bildirilmistir [10]. Benzer sekilde bizim
calismamizda da visfatin ile olusan gevsetici etkinin neredeyse tamaminin
Nampt inhibitdord varliginda bloke edilmesi, visfatin’in gevsetici etkisinde
enzimatik aktivitesinin rolune isaret etmektedir.

Vaskuler duz kaslarin gesitli ajanlara yanitlarindaki degisikliklerde
arterin lokalizasyonu ve gapina bagl olarak endotelden salinan maddelerdeki
farklihklarin yanisira iyon transport mekanizmalari veya farmakolojik
reseptorlerin  yogunlugu ve tiplerinin de onemli bir rol oynayabilecegi
bilinmektedir [126, 127]. Damar capindaki azalma ile paralel bir sekilde
hiperpolarizan faktorlerin Snemi artmaktadir [128]. Bu nedenle, bu ¢alismada
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insan izole ITA preparatlarinda visfatin'in olusturdugu gevsetici etkide
EDHF’nin rolu de arastinimistir. EDHF, NO ve prostasiklin olmayan bir
endotel kokenli hiperpolarize edici faktor olarak tanimlanmistir, ancak
EDHF’nin ne oldugu halen tam olarak bilinmemektedir. Cesitli arterlerde
yapilan ¢alismalarda hidrojen peroksid, potasyum iyonu ya da sitokrom P450
metabolitlerinin EDHF olabilecegi 6ne surdlmustiur [129-132]. EDHF'nin
vaskuler duz kas hucrelerinde potasyum kanallarini agarak bu hucrelerinin
hiperpolarizasyonu araciligi ile gevseme yanitlari olusturdugu bilinmektedir
[133, 134]. Cesitli arter preparatlarinda EDHF ile olusan hiperpolarizasyonun
apamin ve karibdotoksin varliginda engellenmesi EDHF aracili gevsemede
blyuk ve kuguk konduktansli kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanallarinin
(KCa) rol oynadigina igaret etmektedir [135]. Bu galigmada visfatin ile olusan
gevseme yanitlarinda EDHF’nin rolunt arastirmak icin 40 mM KCI igeren
fizyolojik tuz sollisyonu ile olusturulan kasilma yanitlari Uzerinde visfatin’in
etkileri, BKca kanal blokérii karibdotoksin (107 M) ve SKca kanal blokérii
apamin (10”7 M) varliginda incelenmistir. insan ITA halkalarinin 30 dk. siire ile
karibdotoksin ve apamin kombinasyonu ile inkibasyonu, visfatin ile olusan
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik olugturmamistir
(Emax: %27.33 £ 5.68 vs. %27.77 + 3.44, sirasiyla karibdotoksin + apamin
varliginda ve yoklugunda (kontrol), p>0.05). Buna karsin ITA preparatlarinin
karibdotoksin ve apamine ek olarak NOS blokérii L-NAME (10* M) ve
siklooksijenaz inhibitérii indometazin (10° M) ile inkiibasyonlari visfatin'e
gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma olusturmustur
(Emax: %7.60 £ 4.71, p<0.05). Maksimum gevseme yanitlarinda gozlenen
azalmanin derecesi (Emax: %7.60 = 4.71) dokularin tek basina L-NAME
inkubasyonu ile gozlenene (Emax: %7.10 + 2.68) benzer duzeydedir. Bu bulgu
insan ITA halkalarinin visfatin’e gevseme yanitlarinda EDHF'nin anlamli bir
rol oynamadigina isaret etmekte ve NO'in roliinii teyid etmektedir. insan ITA
preparatlarinin visfatine gevseme yanitlarinda EDHF’nin rolu bildigimiz
kadaryla literaturde ilk defa bu ¢alismada degerlendirilmigtir.

ACh ve SNP, NO-aracili soluble guanilat siklaz aktivasyonu ve
sonrasinda sGMP Uretimindeki artma sonucu vaskuler duz kas hucresinde
gevseme yanitina yol agan ajanlardir. Ancak SNP direkt NO dondru olarak
rol oynarken, ACh endotel hucrelerinden NO salinimina yol agmaktadir. Bu
nedenle bu ¢alismada visfatin’in endotel-bagimli (ACh ile olugan) ve endotel-
bagimsiz (SNP ile olusan) gevsemeler Uzerindeki etkisi de incelenmigtir.
Submaksimal konsantrasyonda PHE ile o6n kasilma olusturulan ITA
halkalarinda endotel-bagimsiz gevseme olusturan SNP’ye (107° — 10° M)
gevseme yanitlari ayri ayri 107'°, 10° ve 10® M visfatin inkiibasyonu déncesi
ve sonrasinda anlamli bir degisiklik géstermemis, ACh (10 — 10 M) ile
olusan endotel bagimli gevseme yanitlari ise 10° ve 10% M visfatin
inkiibasyonu sonrasinda istatistiksel olarak anlamh bir artma gostermigstir
[Cizelge 4.1]. Dolayisiyla visfatin'in direkt NO donoru ile olugan endotel
bagimsiz gevseme vyanitlari Uzerinde etkisinin olmadigi, yuksek
konsantrasyonlarinda ise olasilikla NO Uretimi ve/veya salinimi Uzerindeki
etkisi ile endotel bagimli gevseme yanitlarini artirdigi anlagiimaktadir.
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Plazma visfatin dizeylerinin obezite, diyabet gibi metabolik
bozukluklarda [136, 137] ve koroner arter hastaliginda [103-107] arttigi
bildirilmistir. Ayrica visfatin’in bir proinflamatuvar adipositokin oldugu ve
endotel hucre ve vaskuler diz kas hucre inflamasyonu [69, 106], vaskuler
duz kas proliferasyonu [7] ve matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu [92]
gibi vaskuler hasar ve endotel fonksiyon bozuklugu ile iligkili olabilecegi
gOsterilmigtir. Diger taraftan, bu goruslere zit olarak yuksek visfatin
konsantrasyonlarinin (100-250 ng/ml) monositlerde IL-1RA ve IL-10 gibi
antiinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu indukledigi saptanmistir [65].
Dolayisiyla visfatin'in inflamasyon Gzerindeki etkileri halen tartisma
konusudur. Bununla birlikte bu c¢alismada da visfatin'in insan ITA
preparatlarinda endotel bagimli NO aracili gevseme yanitlari olusturdugu
gosterilmigtir. NO’in endotelyal inflamasyonu ve trombozu inhibe eden bir
vazoprotektif ajan oldugu bilinmektedir [138, 139]. Dolayisiyla bizim
sonuglarimiz  visfatin'in  en azindan vaskuler dokuda, NO aracili
antiinflamatuvar etkiler olusturabilecegine isaret etmektedir.

Bu calismada visfatin, endoteli saglam ITA halkalarinda 1 pM —
0,1 uM konsantrasyon araliginda ve 9.06 + 0.21’lik bir pD, degeri ile (EC50:
yaklagik 0.87 nM) gevseme yanitlari olusturmustur. Normal kogullar altinda
visfatin'in insanlardaki plazma konsantrasyonu 0.05 - 0.25 nM arahdindadir
[7]. Baska bir calismada ise dolagimdaki visfatin konsantrasyonlarinin saglikli
kisilerde 15 ng/ml (2.7 x 1070 M) oldugu [136, 137], buna karsin tip 2
diyabetik hastalarda 18 - 32 ng/ml (3.2 - 5.8 x 10™"® M) ve tip 1 diyabetik
hastalarda 35 ng/ml (6.4 x 107'% M) diizeylerine ¢iktigi bildirilmistir. Vaskiler
duz kas hucrelerinden visfatin sekresyonu olduguna dair bir kanit
olmamasina karsin, bu hicrelerin dolasimdan gelen ya da PVAD’dan salinan
visfatin ile etkilenebilecegi ileri surtlmuagstir. Deneysel hayvan modelleri ve
insanlarda yapilan c¢alismalarda visfatin'in aort ve koroner arter gibi
damarlarin PVAD’Inda bulundugu [7, 8] ve vaskuler sistemde cesitli
fonksiyonlar gosterdigi saptanmistir. Visfatin'in PVAD’da subkutan adipoz
dokuya gore 3.7, viseral adipoz dokuya gore ise 1.8 kat daha fazla oranda
eksprese edildigi gosterilmistir. Koroner arter hastaligi olan 27 hastanin
ITA'larin1 ¢evreleyen PVAD’larda visfatin mRNA ekspresyonu saptanmigtir
[140]. Ayni zamanda visfatin'in PVAD’dan salgilanabildigi bildirilmistir [7].
insan ITA preparati koroner bypass grafti olarak sik bir sekilde
kullaniimaktadir. Calisma bulgularimiz, dolasimda bulunan
konsantrasyonlarda visfatin'in koroner bypass hastalarinda ITA graftlar
uzerinde direkt bir gevsetici etki olusturabilecegini ortaya koymaktadir. Diger
taraftan PVAD iceren damar dokularinda lokal visfatin konsantrasyonlarinin,
PVAD’den salinan ilave visfatin’e bagl olarak, dolagimdaki dizeylerden daha
yuksek olmasi beklenebilir. Dolayisi ile dolagimda bulunan ve ITA etrafindaki
PVAD’dan salinan visfatin'in NO aracili damar gevsetici etkisi ile KABG
sirasinda ve sonrasinda gelisebilecek vazospazma karsi koruyucu bir rolu
olabilecegi ve ITA graftinin agikligina katkida bulunabilecegi dugunulebilir.
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Sonu¢ olarak bu calismada literatirde ilk defa olmak Uzere
visfatin'in insan ITA preparatinda fonksiyonel gevsetici etkisine yonelik
farmakolojik kanit saglanmistir. Elde edilen bulgular, insan ITA
preparatlarinda visfatin'in c¢esitli kasici ajanlar ile olusturulan kasiima
yanitlarini  etkilemedigini, endoteli saglam insan ITA halkalarinda
konsantrasyon bagimli sekilde gevseme yanitlari olusturdugunu ve visfatin ile
olusan gevseme vyanitlarinda NO-sGMP yolagi aracihgr ile endotel
dokusunun ve Nampt enzim aktivitesinin temel bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir.
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SONUGLAR

Bu calisma ile visfatin’in insanlarda KABG olarak sik bir sekilde
kullanilan ITA preparatlarinda fonksiyonel etkileri ve bu etkilerde rol oynayan
olasi mekanizmal/lar arastiriimigtir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar
asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Submaksimal konsantrasyonda uygulanan PHE (10° M) ile insan
ITA halkalarinda oldukga stabil ve surekli kasilma yanitlari olustu.
On deneylerde, c¢alismada kullanilan konsantrasyonlarda
visfatin'in ve deneylerde kullanilan diger maddelerin ¢ozuculerinin,
insan ITA halkalarinda bazal tonus Uzerinde anlamli bir etkilerinin
olmadigi saptandi.

2. Ayri ayri 107°, 10 ve 10°® M visfatin ile 30 dk. inkiibe edilen insan
ITA preparatlarinda degisik kasici ajanlar (ANG I, ET-1, NA ve
PHE) ile olugan kasilma yanitlari, visfatin inkibasyonu oncesi ve
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedi.

3. PHE ile onceden kasiimis insan ITA halkalarinda kumulatif
konsantrasyonlarda uygulanan visfatin, gevseme yanitlari
olusturdu. Visfatinin gevsgetici etkisi endoteli saglam ITA
halkalarinda, endoteli zedelenmig ITA halkalarina gore anlamh
olarak daha yuksek bulundu.

4, Olugsan gevseme yanitlarinin NOS blokora L-NAME, spesifik
guanilat siklaz inhibitort ODQ ve Nampt enzim inhibitori FK866
varhdinda anlamh bir sekilde inhibe edildigi goéruldi. Ancak
siklooksijenaz inhibitori indometazin varliginda visfatin ile olugan
gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklik olusmadi.

5. insan ITA halkalarinin BKc, kanal blokérii karibdotoksin ve SKca
kanal blokori apamin kombinasyonu ile inkuibasyonu, visfatin ile
olusan gevseme vyanitlarinda istatistiksel olarak anlaml bir
degisiklik olusturmazken; NOS blokoéru L-NAME, siklooksijenaz
inhibitord indometazin, BKc, kanal blokort karibdotoksin ve SKca
kanal blokort apamin kombinasyonu varliginda visfatin ile olugan
gevseme yanitlari istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi.
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6. Ayri ayri 107° 10° ve 10® M visfatin ile 30 dk. inkiibe edilen
insan ITA halkalarinda ACh ile olusan endotel bagimli gevseme
yanitlari 10° ve 10® M visfatin inkiibasyonu ile istatistiksel olarak
anlamli sekilde artarken, 107 M visfatin inkiibasyonu ile
degismedi.

7. PHE ile 6n kasilma olusturulan insan ITA halkalarinda endotel-
bagimsiz gevseme olusturan SNP’ye gevseme yanitlari, 107'°, 10
ve 10® M visfatin ile 30 dk. inkiibasyon dncesi ve sonrasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degismedi.

Boylece PHE ile Onceden kasiimis insan ITA halkalarinda
visfatin’in gevsetici bir etki olusturdugu ve bu etkide Nampt enzim
aktivitesinin ve NO-sGMP yolagi araciligi ile endotel dokusunun temel bir rol
oynadigi sonucuna varildi.
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