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OZET

EFE OE. Sican izole Torasik Aorta Preparatlarinda Asitretinin Damar Gevsetici
Etki Mekanizmasmin Arastirilmasi. Baskent Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Farmakoloji Doktora Programi, Ankara, 2020.

Vitamin A tiirevi retinoidlerin bir iiyesi olan asitretin, epidermal hiicrelerde proliferasyonu
ve farklilagmayr saglar. Ayrica immiin sistemi diizenleyici, anti-inflamatuvar etkilere de
sahiptir. Bu etkileri sayesinde klinikte psoriyazis tedavisinde kullanilir. Etkilerini esas
olarak niikleer yerlesim gosteren retinoik asit reseptorii (RAR) ve retinoid X reseptorii
(RXR) tizerinden gosterir. Asitretin kullananlarda gozlenen ereksiyon problemlerine ait
vaka raporlarindan yola ¢ikarak asitretinin diiz kas iizerine olas1 etkilerini (sigan korpus
kavernozum, torasik aorta, mide fundus, ileum preparatlar1) arastirmak igin
gerceklestirdigimiz on caligmada sadece aorta preparatlarinda gevsetici etki tespit edildi.
On ¢alisma sonuglarimiz 1s13inda asitretinin damar diiz kas dokusu iizerindeki gevsetici
etkisini ve bu etkinin mekanizmasini ortaya koymak amaciyla planlanan tez ¢calismamizda
alfa-1 adrenoseptorler, RAR ve RXR, nitrik oksit (NO), adenilat / guanilat siklaz enzimleri
ve potasyum kanallarimin rolleri incelendi. Erkek Sprague Dawley sicanlardan izole edilen
ve Krebs Henseleit fizyolojik sollisyonu igeren organ banyolarina asilan endoteli
uzaklastirilmis torasik aorta halka preparatlarinda fenilefrin 6n-kasilmasinmi takiben artan
konsantrasyonlarda uygulanan asitretin gevseme yanitt meydana getirdi. Bu etkinin
¢oziiciisii olan DMSO'dan bagimsiz oldugu saptandi. Asitretin ile elde edilen damar diiz
kas1 gevseme yanitlar1 {izerinde alfa-1 adrenoseptorlerinin ve RAR antagonisti
(AGN193109, 10° M, 2 saat) ile inkiibasyonun bir etkisi olmadigi goriildii. RXR
antagonisti (HX531, 107 M, 2 saat) ile inkiibasyon endotel (-) preparatlarda asitretinin
gevsetici etkisini artirdi. Nitrik oksit sentaz inhibitorii (L-NAME, 10 M, 30 dakika),
adenilat siklaz inhibitorii (SQ2253, 107 M, 30 dakika), guanilat siklaz inhibitorii (ODQ,
10°M, 30 dakika) ve non-spesifik K" kanal blokorii (Tetraetilamonyum - TEA, 107 M,
30 dakika) ile inkiibasyon ise asitretin ile elde edilen gevseme yanitlarim1 ortadan
kaldirdi. Tiim bu bulgular 1s181nda, asitretinin endotel (-) si¢an torasik aorta preparatlarinda
meydana getirdigi gevseme yanitlarinda nitrik oksit, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
ve siklik guanozin monofosfat (cGMP)-bagimli kinazlar ve potasyum kanallarinin rolii

olabilecegi sonucuna varildi.
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ABSTRACT

EFE OE. Investigation of the Mechanism of Vascular Relaxing Effect of Acitretin in
Isolated Rat Thoracic Aorta Preparations. Baskent University, Health Sciences
Institute, Department of Medical Pharmacology, Pharmacology PhD Program,
Ankara, 2020.

Acitretin, a member of vitamin A-derived retinoids, provides proliferation and
differentiation in epidermal cells. It also has immune-regulating, anti-inflammatory effects.
Due to these effects, it can be used in the treatment of psoriasis. It shows its effects
mainly via the nuclear localized retinoic acid receptor (RAR) and the retinoid X
receptor (RXR). Based on the case reports of erection problems observed in acitretin
users, relaxation was detected only in aorta preparations in a preliminary study which was
conducted by us in order to investigate the possible effects of acitretin on smooth
muscle (rat corpus cavernosum, thoracic aorta, stomach fundus, ileum preparations). In
our thesis study, which was planned in the light of our preliminary study, we aimed to
reveal the relaxing effect of acitretin on vascular smooth muscle tissue and the
mechanism of this effect. The roles of alpha-1 adrenoceptors, RAR and RXR, nitric
oxide (NO), adenylate / guanylate cyclase enzymes and potassium channels were
investigated. In thoracic aorta ring preparations, isolated from male Sprague Dawley rats
and suspended in organ baths containing Krebs Henseleit physiological solution; acitretin
that was administered in increasing concentrations produced a relaxation response after
phenylephrine pre-contraction. This effect was found to be independent of the solvent

DMSO. Alpha-1 adrenoceptors and incubation with the RAR antagonist (AGN193109,
10° M, 2 hours) were found to have no effect on vascular smooth muscle relaxation
responses obtained with acitretin. Incubation with the RXR antagonist (HX531, 10° M, 2
hours) increased the relaxant effect of acitretin in endothelium (-) preparations. Incubation
with nitric oxide synthase inhibitor (L-NAME, 10* M, 30 minutes), adenylate cyclase
inhibitor (SQ2253, 10° M, 30 minutes), guanylate cyclase inhibitor (ODQ, 10°M, 30
minutes) and non-specific K* channel blocker (Tetraethylammonium - TEA, 107 M, 30

minutes) eliminated the relaxation responses obtained with acitretin. In the light of all

these findings, It was concluded that nitric oxide, cyclic adenosine monophosphate

(cAMP) and cyclic guanosine monophosphate (¢cGMP)-dependent kinases and K channels

may play a role in the relaxation responses of acitretin in endothelium (-) rat thoracic



aorta preparations.

Keywords: Retinoids, acitretin, vascular smooth muscle, aorta, relaxation, DMSO

This study was approved by Baskent University Animal Experiments Local Ethics

Committee (project no: DA 18/27) and supported by Baskent University Research Fund
(Project Approval Date: 17.09.2018).
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1. GIRIS

Asitretin, vitamin A tiirevleri ya da onlarla kimyasal olarak iliskili bilesikleri i¢eren
ila¢ simifi olan retinoid grubu bir molekiildiir (1). Retinoidlerin; birinci (retinol, retinal,
tretinoin [retinoik asit], isotretinoin); ikinci (etretinat ve asitretin) ve li¢lincii (adapalen,
aratinoid ve tazaroten) olmak lizere li¢ jenerasyonu bulunur (1) (2). Asitretin, etretinatin
aktif metabolitidir ve ila¢ olarak kullanilan asitretin (Neotigason®, TEVA, Tirkiye)
sentetik bir retinoid tilirevi olarak ikinci jenerasyon retinoid sinifina dahildir. Asitretin,
epitel hiicre proliferasyonu ve farklilasmasini diizenleyici, immiinomodiilatér ve
antiinflamatuvar etkilere sahip bir molekiildiir (3).

Retinoidler, genel etki mekanizmasi olarak hiicrede niikleer reseptorleri aktive ederek
ve gen transkripsiyonunu diizenleyerek etki gosterir. Niikleer reseptorler grubunda yer alan
retinoid reseptorlerinin yapisal ve farmakolojik olarak farkli iki ailesi bulunmaktadir.
Bunlar; retinoik asit reseptorii (RAR) ailesi ve retinoid X reseptorii (RXR) ailesidir.
Reseptor-ligand etkilesiminde onemli olan bu reseptor ailelerinin her ikisi de farkl
genler tarafindan kodlanir ve alfa, beta, gamma (RAR-a, -B, -y ve RXR-a, -, -y) seklinde
ifade edilen 3 farkli alt-tipe sahiptirler (1, 4). Asitretinin, bu iki aile {iyesinden biri olan
RAR’mm her ¢ alt tipini de aktive ettigi gosterilmistir (1, 5). RAR'lar, D3 vitamini
reseptorleri, tiroid hormonu T; reseptorleri ve diger c¢esitli niikleer reseptorler ile
heterodimer olusturabilirler. Bunun yanisira RAR ve RXR'lar arasinda da heterodimer yap1
olusabilir. Hem RAR ile RXR hem de RAR veya RXR ile diger reseptor aileleri arasinda
ortaya ¢ikan bu heterodimer yapi, sinyal yolaklarindaki cross-talk mekanizmada rol oynar
(1,4,5).

Esas olarak sedef hastaligi (psoriyazis) tedavisinde kullanilan asitretin, hem yag
dokusunda daha az sekestre olmas1 hem de hizli eliminasyonu ile etretinata tercih edilmesi
sebebiyle son yillarda 6n plana ¢ikmistir. Oral yoldan kullanilan asitretine bagli olarak ¢ok
farkli yan etkiler bildirilmistir. Asitretinin en sik goriilen yan etkileri arasinda; keilitis (en
sik), cilt soyulmasi, alopesi, kuru cilt ve rinit bulunur. Karaciger enzim diizeylerinde artisa
sebep olabilir. Asitretin ile tedavi edilen hastalarda LDH ve trigliserit diizeylerinde
yiikselme de bildirilmistir. En ciddi yan etki teratojenitedir (3, 6). Nadiren psddotiimor
serebri izlenmistir (6). Ayrica erektil disfonksiyon goriildiigline dair vaka raporlar1 ve bu
konuda caligmalar da mevcuttur (7-10). Asitretin kullanimina bagl erektil disfonksiyon

izlenen vaka raporlarindan yola ¢ikarak planladigimiz 6n ¢aligmada; asitretinin sigan
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korpus kavernozumu iizerindeki etkilerini ortaya koymak {izere izole organ banyosu
deneyleri gergeklestirildi ve sigan korpus kavernozumunun yani sira sigan torasik aorta,
mide fundus ve ileum gibi diiz kas iceren diger yapilar lizerindeki etkileri de arastirildi.
Asitretin ile iligkili bir erektil disfonksiyon yan tesirinden sz edebilmek icin asitretinin
korpus kavernozumda diiz kas kasict bir etki meydana getirmesi beklenirken; ©on
calismamizda asitretinin korpus kavernozum iizerinde etkisi izlenmedi. Diiz kas igeren
diger dokularda da (mide fundus, ileum) asitretinin kasici/gevsetici bir etki meydana
getirmedigi gdzlendi. Ote yandan izole izole torasik aorta preparatlarinda asitretinin
gevsetici etkiye sahip oldugu goriildii. On calismada aorta preparatinda elde ettigimiz bu
gevsetici etkiyi rasyonel olarak kabul ederek tez c¢alismamizin hipotez ve amacini
belirledik.

Asitretinin bu damar gevsetici etkisinin net bir sekilde ortaya konmasi ile vaskiiler
kaynakli hastaliklarin tedavisinde bir alternatif olarak kullanilabilmesinin miimkiin
olabilecegi diislincesinden hareketle, bu tez calismasinda sican izole torasik aorta
preparatinda asitretin uygulanmasi1 ile gozlemlenen gevseme etkisi ve bu etkinin
mekanizmasinin arastirilmasi amaglandi. Calismamizin hipotezi ise "Asitretin damar diiz

kasindaki gevsetici etkisini nitrerjik sistem araciligiyla meydana getirir" olarak belirlendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Retinoidler ve Siniflandirimasi

Retinoidler A vitamini (retinol) tiirevleridir (Sekil 2.1) (11). Kemik biiyiimesini ve
epitel farklilasmasini uyarir, retina ve iireme sisteminde fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.
Bununla birlikte, retinoidlerin psoriyazis ve diger hiperkeratotik bozukluklar1 olan
hastalarda hiperproliferasyonu uyarmasi da soz konusudur (12). 1970'den sonra daha
uygun bir terapotik indekse sahip olan sentetik tretinoin tiirevleri gelistirilmistir. Bunlarin
arasinda yer alan etretinat ve onun aktif metaboliti olan asitretin; psoriyazisin ve diger

keratinizasyon bozukluklarinin tedavisinde sistemik yoldan kullanilabilmektedir (13, 14).

retinoik asit 1zotretinoin

A coon
W CH,OH MWH

retinol

L
CH3 etretinat CH‘.! X~ asitretin

Sekil 2.1. Retinol (A vitamini) ve onunla iligkili bilesiklerin kimyasal yapilart (11).

Ik olarak 1976 yilinda ortaya konan "retinoid" terimi (15), Uluslararas1 Temel
ve Uygulamalali Kimya Birligi (IUPAC) ve Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB)
tarafindan1982 yilinda hem dogal olarak olusan A vitamini formlarin1 hem de retinoliin
biyolojik aktiviteye sahip olan veya olmayan birgok sentetik analogunu igerecek sekilde
tanimlanmistir. 1985 yilinda ise retinoidlerin “belirli bir reseptdre veya reseptor setine
baglanarak ve bunlar1 aktive ederek belirli biyolojik tepkileri ortaya c¢ikarabilecek bir
madde” olarak tanimlanmasi Onerilmistir (16). Pratikte, gilinlimiizde ¢ogu arastirmaci
retinoidleri sadece biyoetkin olan veya olmayan retinol analoglarindan olusan bir grup
olarak degil, ayn1 zamanda retinol ile yakindan iliskili olmayan; ancak biyolojik olarak A
vitamini veya retinoid aktivitesi ortaya ¢ikaran birka¢ bilesenden olusan bir grup olarak
kabul etmektedir (17). Sistemik retinoidler ii¢ jenerasyon olarak siniflandirilabilir (Tablo

2.1) (18).



Birinci jenerasyon retinoidler, A vitamini polien yan zinciri ve polar u¢ grubu
degistirilerek olusturulur. Bu retinoidler, dermatoloji ve onkoloji alaninda biiyiik degere
sahiptir.

Ikinci jenerasyon retinoidler, A vitamininin siklik u¢ grubunun halka yapisiyla
degistirilmesi sonucunda olusturulur ve terapotik degeri biiyiiktiir.

Ugiincii jenerasyon retinoidler, polien yan zincirinin siklizasyonu yoluyla olusturulur.
Bunlar onceki nesilden daha gii¢lii olmalarina ragmen toksik etkileri nedeniyle daha az

Oneme sahiptirler (18).

Tablo 2.1. Retinoidlerin ii¢ jenerasyonunun siniflandirilmasi

Birinci Jenerasyon Ikinci Jenerasyon Uciincii Jenerasyon
[zotretinoin Etretinat Beksaroten
Tretinoin Asitretin Alitretinoin

Ug jenerasyon retinoid arasinda, tretinoin en kisa yarilanma Omriine sahiptir,
ardindan beksaroten ve bunun sonrasinda da izotretinoin ile asitretin gelir; etretinat ise

hepsinden daha uzun yarilanma dmriine sahiptir (18)

2.1.1. Retinoidlerin etki mekanizmasi ve reseptorleri

Bir hormon olan retinoid, etkisini niikleer reseptorleri aktive ederek gosterir.
Retinoidler, interstisyel aralikta yer alan ve retinol baglayict protein (RBP) adi verilen
spesifik bir protein ile baglanarak hiicre membraninda bulunan retinol reseptdriine taginir.
Burada retinol baglayici proteinden ayrilan serbest retinoidler retinol reseptdrii vasitasiyla
hiicre igerisine taginir. Hiicre igerisine gecen serbest retinoidler hiicresel retinol baglayict
proteine (CRBP) baglanarak retinol hidrojenaz enzimi ile retinal aldehite (Rh) metabolize
olur ve sonrasinda retinaldehit dehidrojenaz (RALDH) enzimi tarafindan retinoik asit
molekiiliine (RA) doniistiiriiliir. Olusan RA, hiicresel retinoik asit baglayict protein
(CRABP) ile baglanir ya da ileri metabolizma ve eliminasyon adimlarina gegerek hiicre
disina uzaklastirilabilir (19,20).

Trankripsiyon igin gorev alacak RA, CRABP ile baglanir ve burada RAR veya
RXR ile etkilesime girerek transkripsiyon i¢in reseptorlerin dimerizasyonunu saglar.
Dimer yapisin1 kazanan bu reseptorler, RARE (retinoik asit tepki eleman1) DNA sekansina

baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonu aktive olur (Sekil 2.2) (4, 18, 21, 22).
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Sekil 2.2. Retinoid aktivasyonunun hiicresel mekanizmasi. Retinol, RBP’ye baglanarak hiicre igine tasinir ve hiicre
icinde CRBP’ye baglanir. Retinol bir dizi islem ile retinoik asite metabolize olur ve retinoik asit niikleer reseptorleri
olan RAR ve RXR aracili olarak ilgili genlerin transkripsiyonunu saglar (RBP: retinol baglayici protein, CRBP: retinoik
asit baglayici protein, RALDH: retinaldehid dehidrojenaz, Rh: retinal aldehid, RA: retinoik asit, CRABP: retinoik asit
baglayict protein, RXR: retinoid X reseptorii, RAR: retinoik asit reseptorii, RARE: retinoik asit tepki eleman1) (23

numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmigtir)

RAR ile RXR arasinda ve RAR veya RXR ile diger reseptor aileleri arasinda ortaya
¢ikan heterodimerler hedef gen transkripsiyonunun ligand-bagimli diizenlenmesine aracilik
eder (24-28). RXR'lar, sadece RAR'larla degil, ayn1 zamanda, peroksizom proliferatorii ile
aktive edilmis reseptorler (PPAR'lar), karaciger X reseptorleri (LXR'ler), D vitamini
reseptorleri (VDR 'ler), farnesoid X reseptorii (FXR) ve tiroid hormonu reseptorleri (TR 'ler)
ile de heterodimer yap1 olusturarak aktivitelerini gosterirler. Bu nedenle, retinoidlerin,
hormona duyarli daha genis bir gen grubunun transkripsiyonunu etkileyebilecegi
aciktir. Bu da cross-talk ligand aktivasyonu ve farkli sinyal yolaklarmin birbirleri ile
etkilesmesi anlamina gelir (29, 30).

Mevcut  kanitlar  RA’nin, hiicreler iizerinde ¢oklu etkileri oldugunu
diistindiirmektedir. Bu olas1 etkilere dair bilgiler kesin ve tamamlanmis halde degildir. Etki
mekanizmasinin ¢dziilmesi, RA’nin etkilerinin konsantrasyona bagli olmasi nedeniyle
karmasiktir. Yiiksek konsantrasyonlar toksik etkiler yaratirken, diisiik konsantrasyonlar

fizyolojik olarak etkilidir (31).



2.2. Asitretinin Genel Ozellikleri

Asitretin, On ilag etretinatin ana aktif metabolitidir. Asitretin, epitel dokusunda hiicre
farklilagsmasimi ve g¢ogalmasini kontrol eden A vitamini analogu olan ikinci nesil bir
retinoiddir (20).

Etretinat, 1986'da siddetli psoriyazis tedavisi i¢in onaylanan ilk oral sistemik

retinoiddir. Psoriyazis ve diger keratinizasyon bozukluklarinin tedavisinde etretinatin

(Tegis0n®, Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ) klinik etkililigi net olarak ortaya

konmustur (32). 1980'lerin sonlarinda etretinatin aktif metaboliti olan asitretin

(Soriatane”™, Roche, Nutley, NJ), klinik kullanim i¢in Onerilmis ve bdylece psoriyazis
tedavisinde etretinata alternatif olarak asitretin kullanimina ilgi artmistir (33). Haziran
1997'de asitretinin psoriyazis tedavisinde klinik kullanimi ABD Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmistir (34). Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada'da sistemik
kullanim i¢in mevcut tek anti-psoriyatik retinoid asitretindir (35). Uygun klinik durumda
asitretin, jeneralize piistiiler psoriyazis, palmoplantar piistiiloz, eksfolyatif eritrodermik
psoriyazis ve insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) varliginda ortaya ¢ikan psoriyazis i¢in
Oonemli bir terapotik segenektir (36).

Oral uygulamadan sonra etretinat maksimum plazma konsantrasyonuna 2 ila 4 saat
sonra ulasir (37, 38). Etretinat plazma-proteinlerine yaklagik %99 oraninda baglanir.
Etretinat; ester hidrolizi, konjiigasyon, tetraen yan zincirinin p-oksidatif dekarboksilasyonu
ve / veya O-de-metilasyonu ile metabolize olur ve % 601 diski ile degismeden atilirken
metabolitlerinin atim1 safra ve idrar yoluyla gergeklesir (39, 40). Etretinat, kronik tedavi
sirasinda  yag dokusunda yiiksek oranda depolanir ve bu da etretinatin yavas
eliminasyonuna neden olur. Boylece etretinat aylar sonra bile plazmada saptanabilir
(41-46).

Asitretin, etretinattan 50 kat daha az lipofiliktir ve bu nedenle viicuttan ¢ok daha hizl
bir sekilde elimine edilir (33, 47). Yag dokusunda daha az depolanmasi nedeniyle
etretinata gore belirgin bicimde daha kisa yarilanma siiresine sahip olan asitretin; bu
farmakokinetik 6zelligi sebebiyle etretinatin yerini almis ve psoriyazis tedavisinde tercih
edilen bir secenek haline gelmistir (48). Asitretin etretinata benzer oranda plazma
proteinlerine baglanir (49). Metabolizmasinda; izomerizasyon, yan zincirin -oksidasyonu
ve konjugasyonu rol oynar. Asitretinin eliminasyon yarilanma Omriiniin 50 saat oldugu
tahmin edilmektedir. Baslica metabolit olan izo-asitretin, yaklagik 65-90 saat gibi daha

uzun bir yarilanma 6mriine sahiptir (3, 48, 50).



Asitretinin - kesin  etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, proliferasyonu ve
farklilagmayr modiile ettigi; immiinomodiilatér ve anti-inflamatuvar aktiviteye sahip
oldugu diisiiniilmektedir (51). Sentetik RA tiirevi olan asitretin de diger retinoidler gibi
hiicre iizerindeki etkisini, RAR ve RXR araciligiyla gosterir.

Asitretinin epidermal hiicresel farklilagmayr modiile ettigi, bunun da psoriyatik
plaklarin eritem yogunlugu ve kalinliginin azalmasina neden oldugu gosterilmistir (52).
Asitretinin epidermis lizerindeki etkileri; epidermal hiicre proliferasyonunu azaltma ve
keratinosit farklilagmasini uyarma seklindedir (1, 53, 54). Bu 06zellikleri ile asitretin
psoriyazis tedavisinde kullanilmaktadir. Yardimer T hiicrelerinin (Th-17) interlokin-6 (IL-
6) aracili olarak uyarilmasini inhibe eder ve diizenleyici T hiicrelerinin farklilagmasini
uyarir (55). Psoriyazis hastaliginda rol oynayan sitokinlerin ¢ogu transkripsiyon aktivatorii
(JAK-STAT) sinyal yolag: ile diizenlenir. Asitretin, bu yolakta gorevli olan STATI ve
STAT3'"lin ifadelenmesini azaltir (56). Bunun sonucunda keratinosit proliferasyonu ve ¢ogu
sitokinin ifadelenmesi inhibe olur (56-58). Ayrica asitretin, keratinositlerden vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii saliverilmesini ve notrofil migrasyonunu da inhibe eder
(59,60). Asitretinin anti-neoplastik etkisi klinik c¢alismalarda ortaya konmamis olsa da;
deneysel ¢alismalarda bu tiir bir etkisinin oldugu gosterilmistir (20).

Asitretin, hiicre i¢cinde RA gibi CRABP {izerinden etki gostermesinin yani sira; bazi
protein kinazlarin aktivitelerini de etkiler. Siklik adenozin monofosfat (cAMP) bagimli iki
farkl1 protein kinaz formu tanimlanmistir: Bunlar, RI ve RII’dir. RI'in hiicre ¢ogalmasinda
rol oynadigr disiiniilirken, RII hiicre farklilasmasinda ve hiicre biiylimesinin
inhibisyonunda rol oynar (61, 62). Normal hiicrelere kiyasla psoriyatik fibroblastlarda
cAMP'nin biiyiimeyi inhibe edici etkisi azalir (63).

Asitretinin, insan psoriyatik fibroblastlarinda eksik olduklari bilinen cAMP'ye baglh
protein kinazlarin seviyesini ve aktivitesini artirdigi; ancak normal fibroblastlar {izerinde
hicbir etki olusturmadig bildirilmistir (63). Insan promiyelosit 16semi ve miyelobast hiicre
hatlarinda ise asitretin, cAMP-bagimli protein kinazin aktivitesini ve fosfolipaz-sensitif

kalsiyum-bagimli protein kinaz ve protein kinazin aktivitesini artirmigtir (64).

2.2.1. Farmakokinetik ozellikler

Asitretinin farmakokinetik profiline iliskin kapsamli ¢aligsmalarin yanisira (38, 40,
49, 65, 66); asitretinin metabolit olarak tartisildig1 ve ana ilag¢ olarak etretinat kullanilan

caligmalar da mevcuttur (67). Asitretinin ana ilag ve metabolit olarak farmakokinetiginin
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karsilastirildigi calismalarda; asitretin ana ilag olarak kullanildigi zaman tim emilim ve
eliminasyon siireclerinin etretinatin metaboliti olarak {iiretilen asitretininkine kiyasla daha
hizli oldugu bulunmustur (38, 65). Asitretin ile ilgili farmakokinetik 6zellikleri

absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon basliklar1 altinda inceleyebiliriz:

Absorpsiyon

Asitretin klinikte oral yoldan kullanilir. Oral yoldan alindiginda emilimi degiskendir
ve mutlak biyoyararlaniminin yaklasik % 60 oldugu (%36-95 aralig1) ve gida ile birlikte
alindiginda artig gosterdigi bildirilmistir (48, 49, 68).

Dagilim

Asitretinin  plazma proteinlerine, 6zellikle albiimine yogun olarak baglandigi
gosterilmistir (40, 49, 69). Ayrica CRABP i¢in yiiksek bir afinite gosterir (20, 38). Daha az
lipofilik olmasi sebebiyle asitretin, etretinata gore daha diisiik bir dagilim hacmine sahiptir
(45, 49). Etretinatin aksine asitretinin viicutta herhangi bir bolgede depolandigina dair

bulgu yoktur (40, 46, 50).

Metabolizma ve Eliminasyon
Asitretin ve metaboliti olan izo-asitretin hepatik ve renal yol ile uzaklastirilir (70, 71,
72, 73). Asitretinin biyoyararlanimi {izerine hepatik ilk-ge¢is eliminasyonunun etkisi

yoktur (49, 74, 75).

2.3. Diiz Kas Gevseme Mekanizmalari

Diiz kas gevsemesi, kasilma uyaranmin uzaklastirilmasinin sonucu olarak veya
kasilma mekanizmasinin inhibisyonuna yol acan bir maddenin dogrudan etkisiyle ortaya
cikar. Hangi yolla olursa olsun gevseme ig¢in hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun
azalmasi ve miyozin hafif zincir (MHZ) fosfataz aktivitesinin artmasi gereklidir (76, 77).
Sitozolik kalsiyumun ortamdan uzaklastirilmas: i¢in sarkoplazmik retikulum igerisine
allmmast ya da plazma membrant {izerinden hiicre dismna atilmasi gerekir.
Sarkoplazmik retikulumun kalsiyum alimi ATP hidrolizine baghdir. Ca**-ATPaz,
fosforile oldugunda sarkoplazmik retikulumun liiminal tarafina tasinmak {iizere iki Ca®
iyonunu baglar (78). Enzimin aktivitesi ve reaksiyona aracilik etmek i¢in ATPaz'in
katalitik bolgesine Mg" baglanir. Sarkoplazmik retikiiler Ca**-baglayici proteinler ayrica

hiicre ici Ca** seviyelerinin azalmasina katkida bulunur. Son caligmalarda, diiz kasta
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kalsekuestrin ve kalretikiilin (CALR) sarkoplazmik retikiiler Ca2+—baglay101 proteinler
olarak tanimlanmistir. Ek olarak, plazma zarinda da Ca’*-ATPaz bulunur. Bunlar hiicre igi

Ca”™ konsantrasyonunun azaltilmasima katkida bulunurlar. Bu enzim sarkoplazmik

retikulumda bulunandan farklidir, ¢linkii kalmodulin ile baglanabilen bir otoinhibitor alani
vardir. Boylece kalmodulin daha fazla Ca®* baglayarak hiicre disina normale gore 10

kat daha fazla Ca** ¢ikisinin olmasini saglar. Na*/ Ca®* pompasi da plazma membrani
tizerinde bulunur ve hiicre i¢i kalsiyumunun azaltilmasina yardimct olur. Plazma zarinda
bulunan reseptorle ¢alisan ve voltajla calisan Ca®* kanallari, daha dnce belirtildigi gibi
Ca” influksu (ige-giris) ve diiz kas kasiimasinda énemlidir. Bu kanallarin inhibisyonu da
gevsemeyi saglayabilir (78).

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun azalmasimnin sonucu olarak, kasilmay1
saglayan kalsiyum-kalmodulin-bagimli siiregler ters yonde etki eder ve gevseme baslar.
Burada miyozin bas kismindaki hafif zincirin fosforilasyonu birinci adimdir (Sekil
2.3) (79). Hafif zincirin fosforilasyonu iki enzim tarafindan kontrol edilir. Bunlardan biri,
kalsiyum-kalmodulin kompleksi tarafindan aktive edildiginde, hafif zinciri fosforile eden
MHZ kinazdr. ikinci enzim ise MHZ fosfatazdir ve hafif zincirdeki fosfat grubunu gikarir
ve boylece miyozin ve aktin arasindaki etkilesimi engeller. Hiicrede kasilma
aktivasyonunun baglamasiyla birlikte, kalsiyum-kalmodulin komplekslerinin olusumu
miyozin hafif zincir fosforilasyon-defosforilasyonun dengesini fosforilasyon lehine
degistirir ve kasilma gerceklesir. Bununla birlikte, hiicrede kasilma aktivasyonu sona
erdiginde, ortaya ¢ikan kalsiyum akis1 azalir ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu MHZP

defosforilasyonunu ve gevsemesini destekler (80-82).



GEVSEME

T
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Q
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1" ()
MiyozinII pLC,-S19
+
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vt

Aktomiyozin p- S19
e

ATP ADP + P,
KASILMA
Sekil 2.3. Diiz kas gevseme mekanizmasi (MHZK: miyozin hafif zincir kinaz, MHZP: miyozin hafif zincir

fosfataz, ATP: adenozin trifosfat, ADP: adenozin difosfat, p-S19: fosforilaz serin 19) (79 numarali

kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmistir)

Hiicre i¢i kalsiyum seviyesini azaltmanin ve bdylece diiz kas gevsemesi saglamanin
ti¢ yolu vardir:

Birinci yol, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin ylikselmesinden sorumlu uyarani ortadan
kaldirmaktir. Kasilma i¢in uyarici, hiicre disi potasyum seviyesi gibi membran
depolarizasyonu (Sekil 2.4) olusturan bir agonist ise, agonistin uzaklastirilmasi membran
repolarizasyonunun gergeklesmesine izin verecektir. Bu repolarizasyon voltaj-duyarli
kalsiyum kanalinin (voltage-operated channel, VOC) kapanmasina neden olacak ve hiicre
dis1 kalsiyum akig1 kesilecektir. Bununla birlikte, uyaran belirli bir membran reseptdriine
baglanan bir agonist ise (Sekil 2.4) o zaman agonistin reseptorden ayrilmasi, hiicre ici
kalsiyum seviyesinin yiikselmesinden sorumlu ikinci haberci molekiillerin iiretimini

durduracaktir (6rn., inozitol monofosfat (IP) ve diagilgliserol).
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Sekil 2.4. Diiz kaslarda agonistin uzaklastirilmas1 sonucunda kas gevsemesi (MHC: miyozin hafif zincir)

(78 numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmistir)

Gevsemenin saglanabilecegi ikinci bir yol, hiicre i¢i kalsiyumun uzaklastirilmasidir.
Diiz kas hiicrelerinin, hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunu kontrol eden cesitli
mekanizmalar1 vardir. ATP'ye bagimli kalsiyum pompalart da bu mekanizmalarda rol
oynar. Hiicre zarinda bulunan bu pompalar kalsiyumun hiicre digina taginmasini saglar
(Sekil 2.5). Bu kalsiyum hareketi konsantrasyon farkina (gradient) kars1 oldugu icin enerji
gereklidir. Bu enerji ATPaz aktivitesine sahip pompa tarafindan saglanir. Sarkoplazmik
retikulumun membraninda bulunan benzer kalsiyum pompalari, kalsiyumu tekrar serbest
birakilincaya kadar depolandig1 organele dondiiriir. Hiicreden kalsiyumu ¢ikarabilen ikinci
bir membran sistemi sodyum-kalsiyum pompasidir (Sekil 2.5). Bu sistem, hiicreye giren iki
sodyum iyonu karsiliginda bir kalsiyum iyonunu hiicre disina tasir. Bu degisim hiicrenin

zar potansiyelini degistirmediginden enerji gerektirmez (83-85).

11



Ca** Ca** Ca“ N ¢
' hiicre dis1 sivi

sarkoplazmaik retikulum >arl\ophzmanl\ renkulum \
Car* o Ca** e

hiicre dis1 sivi

inaktif miyozin fosforile miyozin

inaktif miyozin  fosforile miyozinin azalmasi

kas kasilmasi kas
gevsemesi

Sekil 2.5. Diiz kasta sarkoplazmik retikulum aracili kalsiyum seviyesinin kontrolii ile kas kasilma
mekanizmast (CaM: Kalmodulin, MHZK: miyozin hafif zincir kinaz, ATP: adenozin trifosfat, ADP: adenozin

difosfat) (86 numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmistir)

Diiz kas gevsemesinin ortaya ¢ikabilecegi {igiincii bir yol ise, diiz kas hiicresi i¢indeki
cAMP veya cGMP (siklik guanozin monofosfat) seviyelerinin ylikselmesidir. Adrenerjik
agonistler (epinefrin, izoproterenol), dopamin ve bazi prostaglandinler (PGE ve PGIL,)
dahil olmak iizere ¢esitli agonistler spesifik reseptorlerine baglanarak adenilat siklaz
enzimini aktive eder.

Aktivasyonda, adenilat siklaz ATP'yi cAMP'ye doniistiiriir, bu da daha sonra
cAMP'ye bagimli protein kinazi aktive eder. Bu kinaz, sirasiyla;

(1) kinazin kalsiyum-kalmodulin kompleksi ic¢in afinitesini azaltan miyozin hafif
zincir kinaz fosforilasyonunu,

(2) hiicre membran1 ve sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyum pompalarinin aktivasyonunu,
(3) potasyumun hiicre digina ¢ikmasini saglayan potasyum kanallarmin agilmasini saglar

(78).

2.3.1. Vaskiiler diiz kas gevsemesi

Vaskiiler diiz kas gevsemesinde de oOnemli olan nokta hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun diismesidir. Vaskiiler diiz kas kasilma/gevsemesini diizenleyen ve
endotelden saliverilen ¢esitli faktorler de bulunur. Bazi durumlarda endotel-kaynakli

prostasiklin, adenilat siklazi uyararak ve cAMP seviyesini yiikselterek vaskiiler diiz kas
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hiicrelerinin endotel-bagimli gevsemesine sebep olabilir (87-89). Prostasiklin (PGL) kisa
yarilanma Omriline sahip bir prostaglandin tipidir ve lokal etki yaparak platelet
aktivasyonunu inhibe eder ve vazodilatasyonu uyarir. Bu vazodilatasyon, PGIL;'nin diiz kas
hiicresindeki spesifik reseptorlerine baglanmasi ile saglanir. PGI,, reseptoriine baglanip
aktive ettikten sonra adenilat siklaz enzimi aktive olur ve bu enzimin etkisi ile cAMP
olusumu artar (90, 91). Guanilat siklaz, guanozin trifosfati (GTP) cGMP'ye doniistiiriir ve
bu da sonrasinda cGMP-bagiml1 protein kinaz1 (PKG) aktive eder (Sekil 2.6).

Endotel; otonom ve duyusal sinirlerden saliverilen ndrotransmiterler (6rn.,
asetilkolin, norepinefrin), dolagimdaki hormonlar (6rn., vazopressin, anjiotensin),
trombositler ve koagiilasyon sisteminden kaynaklanan maddeler (6rn., serotonin,
ADP) veya endotel hiicrelerinin kendisi ya da damar duvarindan saliverilen mediyatérler
(6rn., bradikinin, ADP/ATP, histamin) ile uyarildiginda damar diiz kasinda gevseme
saglayabilir (Sekil 2.6) (92). Kan akis1 kendi dogal seyrinde kardiyovaskiiler sistemde
endotel hiicrelerini belirli bir stres altinda birakarak vazodilatasyona sebep olur. Bu durum
kan akiginin endotel hiicrelerde yarattig: fiziksel etkisidir ve siyrilma baskisi (shear stress)
olarak adlandirilir. Siyrilma baskisi, endotel hiicrelerinden vazodilatorlerin saliverilmesini
ve kan basincinin siirdiiriilmesini saglar. Ozellikle vazodilatorler olan nitrik osit (NO),
endotel kokenli hiperpolarize edici faktér (EDHF) ve PGI, saliverilmesi siyrilma baskis1

etkisiyle olur ve damar diiz kas gevsemesi gergeklesir (93, 94).

shear stress (siyrilma
baskisr)

Sekil 2.6. Damar diiz kasinin endotel hiicresi etkisi ile gevsemesi (ADP: adenozin difosfat, EDHF: endotel-kdkenli
hiperpolarize edici faktor, PGI2: prostasiklin, VEGF: vaskiiler endotelyal bilyiime faktorii, O2: oksijen molekiilii, NO:
nitrik oksit, eNOS: endotel kokenli nitrik oksit sentaz, Ca’*: kalsiyum, ATP: adenozin trifosfat, cAMP: siklik
adenozin monofosfat, cGMP: siklik guanozin monofosfat, GTP: guanozin trifosfat, PKG: protein kinaz G, PKA:

protein kinaz A, K*: potasyum) (95)

Bu endotel-kaynakli yanitlarin primer aracisi olarak 1980'de Furchgott ve Zawadzki

tarafindan endotel-kaynakli gevsetici faktor (EDRF) tanimlanmis (96) ve daha sonra
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serbest radikal nitrik oksit olarak isimlendirilmistir (96-98).

NO diiz kaslarda gevseme mekanizmasi agisindan olduk¢a yogun ¢aligilan araci bir
molekiildiir. Nitrik oksit esas olarak L-arjininden ii¢ enzimin etkisiyle sentezlenir. Bu ii¢
izo-enzim; noronal nitrik oksit sentaz (nNOS - NOS-1), indiiklenebilir NOS (iNOS -
NOS-2) ve endotelyal (non-spesifik) NOS (eNOS - NOS-3)'dur. Bu sentez islemi icin
ayrica bir¢cok kofaktdére de ihtiya¢ duyulur. Bunlar arasinda flavin-adenin diniikleotidi,
flavin mononiikleotidi ve tetrahidrobiopiterin (BH4) sayilabilir (99, 100). NOS-1 esas
olarak beyin dokusunda eksprese edilirken buna ek olarak ¢ogu organin epitel hiicrelerinde
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de eksprese edildigi gosterilmistir. NOS-3'lin esas
kaynag1 endoteldir ve onun disinda kardiyak miyositler, insan plasenta dokusu ve
bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinde de varligi gosterilmistir. NOS-1 ve NOS-3 aktivitesinin
diizenlenmesinde kalsiyumla aktive olan kalmodulin 6nemli rol oynar. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun artigina bagli olarak her iki enzimin aktivitesi de artar. NOS-2'nin ise
esas olarak makrofajlarda eksprese oldugu gosterilmis olsa da herhangi bir hiicre veya
dokuda bakteriyel lipopolisakkaritler, sitokinler gibi uyaranlarin varliginda da eksprese
olabilir (99-105). Endotelden NO saliverilmesi kalsiyum akis1 ile iligkilidir (106, 107);
ancak NO saliverilmesi ayn1 zamanda hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunda bir
artis olmaksizin da gerceklesebilir (107). NO gibi nitrovazodilatorler (nitrogliserin,
nitroprussiyat) guanilat siklazi aktive ederek gevseme saglar. Bu enzim, GTP’yi cGMP'ye

doniistiiriir, bu daha sonra cGMP'ye bagimli protein kinazi aktive eder. Bu kinaz, sirastyla;

1. sarkoplazmik retikulum i¢inde kalsiyumun sekestrasyonunun uyarilmast

2. kalsiyumun hiicre digina aktif atiliminin uyarilmast,

3. hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesinin engellenmesi,

4. reseptor-aracili kalsiyum kanallarindan kalsiyum akiginin ige girisinin azaltilmasi

yollariyla arteriyel gevsemeyi saglar (82, 90, 91).

Bu bilgiler ve 6n-deney sonuglar 151¢inda "Asitretin damar diiz kasindaki gevsetici
etkisini nitrerjik sistem aracilifiyla meydana getirir" hipotezi ile yola ¢iktifimiz tez
calismamizin amact asitretinin sican izole torasik aorta preparatinda diiz kas gevsetici

etkisini ve bu etkinin mekanizmasini ortaya koymaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (EK-1, proje no: DA18/27) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca
desteklendi (Proje Onay Tarihi: 17.09.2018). Hayvan deneyleri g¢alismalar1 Helsinki
Deklarasyonu ve Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii (USA-NIH) tarafindan yayilanan
Laboratuvar Hayvanlarmin Kullanimma ve Bakimina Iliskin Rehber’e uygun olarak
gerceklestirildi.

Bu caligmada, 355 + 15 g agirhiginda 34 adet erkek Sprague Dawley sigan
kullanildi. Sicanlar Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinden temin edildi. Ortama aligmalarin1 saglamak i¢in deneylerin baglamasindan 7
giin 6nce Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Arastirma
Unitesine getirilen siganlar, sicaklig1 (25+2°C) ve bagil nemi (%32+7) sabit, vantilator ile
havalandirilan, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii uygulanan bir odada, 8'erli
gruplar halinde, standart sican kafeslerinde barindirildi. Tiim gruplara standart sican yemi

ve musluk suyu verildi (ad libitum).

3.2. izole Organ Banyosu Deneyleri

3.2.1. Torasik aorta halka preparatinin hazirlanmasi

Sicanlarda ketamin ve ksilazin anestezisi altinda (100 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
ksilazin, i.p) orta hat abdominal insizyon yapildiktan sonra, sternumun her iki yanindaki
kikirdaklarin kesilmesi ile toraks bosluguna ulasildi. Kalbin sol ventrikiiliinden 6-8 ml kan
almarak sigan sakrifiye edildi. Torasik aorta, aortik arktan itibaren diseke edilerek
cikartildi, 1 cm’lik proksimal boliimii, i¢inde soguk Krebs-Henseleit fizyolojik soliisyonu
bulunan petri kab1 igerisine alindi. Etrafindaki yag ve bag dokular1 dikkatlice
temizlendikten sonra ~3 mm uzunlugunda halka seklinde 2 adet aorta preparat1 hazirlandu.
Damar halkalarinin birinde, liimeninden gegirilen bir cam ¢ubugun kendi ekseni etrafinda
her iki yone 20’ser kez g¢evrilmesi suretiyle endotel uzaklastirildi. Endoteli korunmak
istenen diger aorta halkasinda, endotelin zedelenmemesi icin islemler dikkatle

gergeklestirildi.
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3.2.2. izometrik gerim degisikliklerinin kayit edilmesi

Izole edilen torasik aorta halka preparatlar1 iginden gegirilen iicgen seklindeki iki
adet celik tel aracilifiyla, Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ([mM]: NaCl, 118.2; KCI, 4.7;
MgSO.7H,0, 1.2; CaCly, 2.5; KH,PO4, 1.2; NaHCO, 25; glukoz, 11.1) igeren, 10 ml’lik
cift ceketli cam organ banyolarinda, bir ucu izometrik kuvvet-yer degistirme transdiisirina
(BioPac, FDT 05, MAY, Tiirkiye) bagli, digeri ucu ise organ askisina sabitlenmis sekilde
asildi ve termostatik kontrollii bir su sirkiilatorii (WBC3044V3, MAY, Tiirkiye)
aracilifiyla 37°C sabit sicaklikta tutuldu (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. izole organ banyosuna asilmis bir sigan izole torasik aorta halka preparati. Cézelti, deney

boyunca siirekli olarak %95 O, ve %5 CO, karigimi ile gazlandirild.

izole organ banyolar1 icine eklenerek uygulanan test maddelerine yanit olarak diiz
kas preparatlarinda olusan izometrik gerim degisiklikleri, bilgisayar aracili bir fizyolojik
veri toplama ve kaydetme sistemi (BIOPAC MP100, MAY, Tirkiye) kullanilarak
kaydedildi. Tiim preparatlar 1 g gerim altinda 60 dakika boyunca dinlenme siirecine
birakildi. Bu siiregte preparatlar her 15 dakikada bir taze ¢ozelti ile yikandi.

Izole organ banyosu diizeneginde 0,01 mM asetilkolinin (ACh) olusturdugu gevseme
yanitlarmin fenilefrin On-kasilmasinin %20’sinden fazla oldugu preparatlarda endotelin
korundugu (endotel+) kabul edilirken; gevseme gerceklesmeyen preparatlar endotel (-)

olarak kabul edildi (108).
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3.2.3. Endotel (+) / endotel (-) aorta halkalarinda fenilefrin ile olusturulan

kasilma yanitlari iizerine asitretinin etkisinin gosterildigi calismalar

Ardisik olarak artan konsantrasyonlarda (107°-10* M) fenilefrin (o,;-adrenerjik
agonist) kullanilarak konsantrasyon-kasilma cevabi1 egrisi elde edildi. Ardindan,
maksimum kasilma cevabinin %60-80’ini olusturan konsantrasyon submaksimal fenilefrin
konsantrasyonu olarak kabul edildi (109). Preparatlarda endotelin uzaklastirilmasi
submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile kasilan preparata ACh (10” M) uygulanarak
gevseme cevabi olusup-olugsmamast yoluyla test edildi. Sonrasinda, endotel (+) ve

endotel (-) preparatlarda submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile kasilma yanitlarini

takiben artan konsantrasyonlarda asitretin (10210 M) ile gevseme yanitlari elde edildi.

3.2.4. Asitretin ile inkiibasyonun fenilefrin kasilma yanitlarina etKisinin

gosterildigi calismalar

Asitretinin, fenilefrinin alfa-1 adrenerjik reseptére baglanmasi {izerine etkisini
incelemek icin ii¢ farkli konsantrasyonda (1078, 107, 10 M) asitretin ile 20 dakikalik
inkiibasyondan sonra artan konsantrasyonlarda (107'2-10* M) fenilefrin kullanilarak
konsantrasyon-kasilma cevabi egrisi elde edildi ve asitretinin alfa-1 adrenerjik reseptor

antagonistik etkisinin olup olmadigini ortaya koymak tizere egriler karsilastirildi.

3.2.5. Asitretinin damar gevsetici etkisinde retinoik asit reseptorlerinin roliiniin

gosterildigi calismalar

Asitretinin retinoik asit reseptorleri lizerinden meydana gelebilecek olasi etkilerini
incelemek icin retinoik asit reseptorlerinin (RAR ve RXR) antagonistleri (sirasiyla AGN
193109 [10° M] ve HX-531 [10™ M]) ile 120 dakikalik inkiibasyon periyodundan sonra
submaksimal konsantrasyonda fenilefrin kullanilarak kasilma cevabi alindi ve ardindan
asitretin (10"2-10"* M) ile elde edilen gevseme cevaplarindaki degisiklikler incelendi.
Protokolde kullanilan RAR ve RXR konsantrasyonlari ve inkiibasyon stireleri hiicre

kiltiirii caligmalarini igeren mevcut literatiire gore belirlendi (110).
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3.2.6. Asitretinin damar gevsetici etkisinde nitrik oksidin roliiniin gosterildigi

calismalar

Asitretinin damar diiz kasin1 gevsetici etkisinde nitrik oksitin olast roliinii ortaya
koymak icin eNOS inhibitérii [L-NAME (10* M)] ile 30 dakika inkiibasyon (110)
sonrasinda submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile kasilma yaniti alindi ve ardindan

asitretinin artan konsantrasyonlarinda (10'2-10* M) gevseme yanitlar1 incelendi.

3.2.7 Asitretinin damar gevsetici etkisinde adenilat siklaz ve guanilat siklazin

roliiniin gosterildigi calismalar

Damar diiz kas gevseme mekanizmasinda rolii olan adenilat siklaz ve guanilat siklaz
enzimlerinin inhibe edilmesinin asitretinin meydana getirdigi gevseme yanitlarina etkisini
incelemek amaciyla adenilat siklaz inhibitorii (SQ22536; 10° M) (111) ve guanilat siklaz
inhibitorii  (oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; ODQ; 10°° M) (112) ile 30 dakikalik
inkiibasyondan sonra submaksimal konsantrasyonda fenilefrine bagli kasilma yanitlari

alind1 ve ardindan artan konsantrasyonda asitretin ile (10"%-10* M) gevseme yanitlar elde

edildi.

3.2.8. Asitretinin damar gevsetici etkisinde potasyum kanallarinin roliiniin

gosterildigi calismalar

Damar diiz kas gevseme mekanizmasinda rolii olan potasyum kanallarinin inhibe
edilmesinin asitretinin meydana getirdigi gevseme yanitlarina etkisini incelemek amaciyla
non-spesifik potasyum kanal blokérii (tetraetilamonyum - TEA; 107 M) (113) ile 30
dakikalik inkiibasyondan sonra submaksimal konsantrasyonda fenilefrine bagli kasilma
yanitlart alind1 ve ardindan artan konsantrasyonda asitretin ile (10"-10"* M) elde edilen
gevseme yanitlar1 kaydedildi.

Asitretinin  ¢Oziiciisii olan dimetilsiilfoksit (DMSO) (10‘12—10‘4 M konsantrasyon
araliginda uygulanacak olan asitretini ¢6zmek i¢in kullanilan miktarlarda) ile tiim deney

protokolleri tekrarlandi.
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3.2.9. izole organ banyosunda kullanilan test maddeleri

Asitretin (Retinoik asit tlirevi, Sigma, Almanya)

Fenilefrin hidrokloriir (FE; a;-adrenoseptor agonisti, Sigma, Almanya)

Asetilkolin kloriir (ACh; segici olmayan kolinerjik agonist, Sigma, Isvicre)

AGN 193109 (AGN; pan-retinoik asit reseptor antagonisti, Sigma, Almanya)

HX-531 (retinoid X reseptdr antagonisti, Sigma, Almanya)

No-Nitro-L-arginin-metil-ester-hidrokloriir (L-NAME; endotelyal NO sentaz
inhibitori, Sigma, Almanya)

SQ 2256 (adenilat siklaz inhibitori, Sigma, Almanya)

Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ); ¢oziinebilir guanilat siklaz inhibitorti,
Sigma, Almanya)

TEA (tetractilamonyum, non-spesifik potasyum kanal blokdrii, Sigma, Almanya)

DMSO (dimetilsiilfoksit, ¢oziicli, Sigma, Almanya)

ODQ, AGN193109, HX-531ve SQ22536, dimetilsiilfoksit (DMSO, %100 saflikta)
icinde ¢Oziindii. Ayrica baska bir ¢oziiclislinlin olmadigi literatiir bilgileri ile desteklenerek
asitretin i¢cin de ¢oOzilicii olarak DMSO kullanildi. Kullanilan test maddeleri stok
cozeltilerden seyreltilerek her deney giiniinde taze olarak hazirlandi. Kullanilan tiim test
maddelerinin konsantrasyonlar1 organ banyosundaki son konsantrasyon olacak sekilde
hesaplandi. izometrik gerim degisikligi cevaplart miligram olarak kaydedildi. Asitretin
gevseme Yyanitlari, submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile elde edilen kasilma

yanitlariin yuizdesi (%) olarak ifade edildi.

3.2.10. istatistiksel analiz

Calismada gruplar arasinda zamana gore doz karsilastirmalarini incelemek igin
tekrarli dl¢timlerde iki-yonliit ANOVA testi sonrasinda post-hoc Bonferroni testi kullanildi.
Analizler sonucunda elde edilen bulgular ortalama =+ ortalamanin standart hatasi (x+S.E.M)
olarak ifade edildi, sonuclarin yorumlanmasinda istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edildi. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS siiriim 25.0 programi kullanildi.

Calisma ilact asitretinin temininde yasanan sorunlar nedeniyle Ej.s ve ECsg
degerlerinin hesaplanmasi ve analizi gerceklestirilememis; beklenen sekilde sigmoid

yapiya sahip konsantrasyon-yanit egrilerinin elde edilmesi de miimkiin olmamustir.
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4. BULGULAR

4.1 Endoteli Korunmus ve Uzaklastirlmis Aorta Halkalarinda Fenilefrin ile

Olusturulan Kasilma Yanitlar1 Uzerine Asitretinin Etkisi

Alfa;-adrenoseptor agonisti fenilefrin ile submaksimal 6n-kasilma cevabi elde edilen
aorta preparatlarmin bulundugu banyo ortamina kiimiilatif artan konsantrasyonlarda (107~
10* M) eklenen asitretin, hem endoteli korunmus (endotel +) hem de endoteli
uzaklastirilmis (endotel -) aorta halkalarinda gevseme yanitina neden oldu. 10"%-3x10° M
konsantrasyon araliginda asitretinin meydana getirdigi gevseme cevabi, endotel (+)
preparatlarda endotel (-) olanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazlaydi
(p<0,05; Sekil 4.1).

Asitretin ile izlenen bu gevseme etkisinin konsantrasyona bagimli olarak arttig1
goriildii. Onceden belirtildigi {izere maksimum etkinin izlenebilecegi konsantrasyonlarda
asitretinin uygulanmasi miimkiin olmadig1 i¢in E, degeri elde edilemedi. Yine bu

durumun bir sonucu olarak elde edilen egriler sigmoid yapiya sahip degildi.

20 - Asitretin, log [IM]

12 -1 10 9 -8 T 6 -5 4

-20
40 4 —e—Endotel (+)
—8—Endotel {-)
60

lzom etrik Gerim Degjgikligi
{(Subm aksim al Fenilefrin Kaslm ammn Yizdes)

80 A

100 A

120 -

Sekil 4.1. Endotel (+) ve endotel (-) sigan izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin
on-kasilma cevabi1 iizerine artan konsantrasyonlarda (1072 —10* M) uygulanan asitretinin etkisi (n=10).
*p<0,05; anlamli olarak endotel (-) gruptan farkli (tekrarli 6lgiimlerde iki yonliit ANOVA sonrasi post-hoc

Bonferroni testi). Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasim1 géstermektedir.

20



Benzer sekilde asitretinin ¢oziiciisi DMSO’nun artan miktarlari (10"°-10* M
asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen) ile deney tekrarlandiginda; endotel (-)
preparatlarda 10" - 107 M konsantrasyon araliginda kasilma yanit1 izlendi ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise kasilmayr gevseme yaniti takip etti. Endotel (+)
preparatlarda ise tiim konsantrasyonlarda (10" - 10* M) belirgin bir gevseme yaniti

meydana geldigi goriildii (p<0,05; Sekil 4.2).

DMSO, ¢éziiciisii oldugu asitretinin konsantrasyonulog [V]

20 1 42 1 0 9 8 T 6 5 4

-20 1

40 —o— Endotel (+)

—&— Endotel(-)

60 1

-80 1

- 100 A

120 -

Sekil 4.2. Endotel (+) ve endotel (-) sigan izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin
on-kasilma cevabi iizerine artan miktarlarda uygulanan 10"%10™ M asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen
DMSO’nun etkisi (n=10). *p<0,05; anlaml1 olarak endotel (-) gruptan farkli (tekrarli 6l¢iimlerde iki yonlii

ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.
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Endotel (+) preparatlarda asitretin ve c¢oziiciisii olan DMSO'nun submaksimal
fenilefrin On-kasilmasi iizerine gevsetici etkileri karsilastirildiginda; asitretin ve DMSO

konsantrasyon-cevap egrileri arasinda sadece 10 M konsantrasyonda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptandi (p<0,05; Sekil 4.3).

Endotel{+)
Asitretin / DMSO, log [M]
20 1 (DMSO igin asitretin konsantrasyonuna kargilik gelen miktar)
12 -1 -10 9 -8 -7 6 -5 4
r%\ 0 L L A L L L L L L L L L L L A 1
-
= £ 20 1
&b E
S 40 —&— Asitretin
= o
B g ——DMSO
£z 60
EE 8 A
E
Z 100 A
L3
120 -

Sekil 4.3. Endotel (+) sigan izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n- kasilmasi
iizerine uygulanan asitretin ve DMSO'nun artan konsantrasyonlarda etkisi (n=10). *p<0.05, anlamli olarak
DMSO’dan farkl (tekrarli 6lgiimlerde iki yonli ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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Endotel (-) preparatlarda benzer karsilastirma yapildiginda ise; 10"°-10* M
konsantrasyon araliginda asitretinin DMSO yanitlarindan farkli olarak belirgin gevseme

yanitt meydana getirdigi gozlendi (p<0,05; Sekil 4.4).

Endotel (-}
Asitretin / DMS0, log [M]
20 A (DMSO igin asitretin konsantrasyonuna karsilik gelenmiktar)
12 -1 10 9 -8 T 6 -5 4
E 0
-
55 20
#E
o B 40 A —&— Asitretin
= el
£ g —=—DMSO0
== 60 A
B E 80 -
=
Z 100 -
*
-120 -

Sekil 4.4. Endotel (-) sican izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n- kasilmasi
lizerine uygulanan asitretin ve DMSO'nun artan konsantrasyonlarda etkisi (n=10). *p<0.05, anlamli olarak
DMSO’dan farkl (tekrarli 6lgiimlerde iki yonliit ANOV A sonrast post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasini gostermektedir.

4.2. Asitretinin  Damar Gevsetici Etkisinde Alfa-1 Adrenoseptorlerin bloke

edilmesinin rolii

Asitretinin damar diiz kas1 gevsetici etkisinde alfa-1 adrenerjik reseptorlerin roliiniin
arastirildigr deneylerde, asitretin yoklugunda ve asitretinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile
(10, 107 ve 10° M) (n=6) 20 dakika inkiibasyon sonrasi alfa-1 adrenerjik reseptdr agonisti
fenilefrinin artan konsantrasyonlar1 uygulanarak (10'10—3><10‘4 M) endotel (+) ve (-)
torasik aorta preparatlarinda konsantrasyon-kasilma cevabi egrileri elde edildi ve egriler
arasindaki fark arastirildi. Egriler karsilagtirildiginda asitretinin  gevsetici etkisinde
fenilefrin kasilmalarina aracilik eden aj-adrenerjik reseptorlerin bloke edilmesinin rolii

olabilecegini destekleyecek bir fark saptanmadi (veri gosterilmedi).

23



4.3. Asitretinin Damar Gevsetici Etkisinde Retinoik Asit Reseptorlerinin Rolii
4.3.1. Asitretinin damar gevsetici etkisinde RAR’1n rolii

Endotel (+) aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin On-kasilmasi sonrasi
asitretinin artan konsantrasyonlar1 (10>~10* M) ile elde edilen gevseme yanitlari iizerine
RAR antagonisti AGN193109’un (10° M; 2 saat inkiibasyon) etkisinin arastirildig

deneylerde sadece asitretinin kullanilan en yiiksek konsantrasyonu olan 10 M

konsantrasyonda anlamli bir fark saptandi (p<0,05; Sekil 4.5).

20 1 Endotel (+)
Asitretin, log [M]

. 12 -1 -10 9 8 i 6 5 4

-20 1

40 -

60 1

80 |
—e— AGN193109 (+)

—8—AGN193109()

lzometrik Gerim Degigikligi
(Subm aksim al Fenilefrin Kaslm ammn ¥ iz des)

-100 1

120 -

Sekil 4.5. AGN193109 (RAR antagonisti, 10° M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=3) ve edilmeyen (n=10)
endotel (+) sigan izole torasik halka aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi {izerine artan
konsantrasyonlarda uygulanan asitretinin etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “AGN193109 ile inkiibasyon (+)”
grubundan farkli (tekrarli 6l¢imlerde iki yonlii ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasini gostermektedir.
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Endotel (-) sican aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi sonrasi

asitretinin artan konsantrasyonlar1 (10>~10* M) ile elde edilen gevseme yanitlari iizerine

RAR antagonisti AGN193109’un (10> M; 2 saat inkiibasyon) etkisinin arastirildig:

deneylerde ise asitretinin meydana getirdigi gevseme yanitlarinda iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05; Sekil 4.6).

lzom etrik Gerim Degigklig
(Subm aksim al Fenilefrin Kashn asminY (e desi)

20 1

Endotel(-)
Asitretin, log [M]

12 -1 -10 9 = T £ 5 4

20 1

40 1

60 1

-80 1

-100 4

120 ¢

—8—AGN193109(+)
——AGN193109 ()

Sekil 4.6. AGN193109 (RAR antagonisti, 10° M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=3) ve edilmeyen (n=10)

endotel (-) sican izole torasik halka aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi iizerine artan

konsantrasyonlarda uygulanan asitretinin etkisi. Dikey sapmalar ortalamanin

gostermektedir.
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4.3.2. Asitretinin damar gevsetici etkisinde RXR'in rolii

Endotel (+) sigan torasik aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi
sonrasi asitretinin artan konsantrasyonlar1 (10"2~10* M) ile elde edilen gevseme yamitlari
{izerine RXR antagonisti HX531’in (10 M; 2 saat inkiibasyon) etkisinin arastirildig

deneylerde sadece 10™ M konsantrasyonda anlaml bir fark saptand1 (p<0,01; Sekil 4.7).

20 - Endotel (+)
Asitretin, log [IV]

12 -1 -10 9 8 7 6 -5 4

1 —-—m53100
—a—HX531()

120 -

Sekil 4.7. HX531 (RXR antagonisti, 10 M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen (n=10) endotel (+)
sican izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin On-kasilmasi {izerine artan
konsantrasyonlarda uygulanan asitretinin etkisi. *p<0,01; anlamli olarak “HX531 ile inkiibasyon (+)”
grubundan farkli (tekrarli 6lgtimlerde iki yonlii ANOVA sonrast post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasin1 gdstermektedir.
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Endotel (-) sican aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi sonrasi
asitretinin artan konsantrasyonlar1 (10>~10* M) ile elde edilen gevseme yanitlari iizerine
RXR antagonisti HX531in (10° M; 2 saat inkiibasyon) etkisinin arastirildigi deneylerde

ise asitretinin meydana getirdigi gevseme yanitinin 3x10°-10° M konsantrasyon

araliginda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 saptandi (p<0,05; Sekil 4.8).

Endotel{-)
Agsitretin, log [IM]
-12 -11 -10 9 -8 - 6 -5 4

20 1

-20

40 1

enilefrin Kamlm ammin Y izdes)

60 1

80 -
—e—HX531(+)

—W—HX531()

-100 A

120 -

Sekil 4.8. HX531 (RXR antagonisti, 10 M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen (n=10) endotel (-)
sican izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin ©On-kasilmasi {izerine artan
konsantrasyonlarda uygulanan asitretinin etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “HXS531 ile inkiibasyon (+)”
grubundan farkli (tekrarli 6lgtimlerde iki yonlii ANOVA sonrast post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasin1 gdstermektedir.
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4.3.3. Asitretin coziiciisii DMSO’nun damar gevsetici etkisinde RAR"In rolii

Endotel (+) sigan torasik aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi
sonrasi asitretinin ¢ziiciisii olarak kullanilan DMSO’nun artan miktarda (10'*-10* M
asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen) banyo ortamina eklenmesi ile elde edilen
gevseme yanitlar1 iizerine RAR antagonisti AGN193109’un (10” M; 2 saat inkiibasyon)
etkisinin arastirildigi deneylerde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p>0,05; Sekil 4.9).

Endotel (+)

20 1 DMSO (goziiciisi oldugu asitretin konsantrasyonu, log [M])

-12 -1 -10 9 8 T 6 5 4

20 1

40 1

60 1

80 -
—o—AGN103100 (+)

—8— AGN193109 (-)

Izom etrik Gerim Degaklig
(Subm aksim al Fenilefrin Kaslm ammn ¥ iz desi)

-100 1

20

Sekil 4.9. AGN193109 (RAR antagonisti, 10° M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=3) ve edilmeyen (n=10)
endotel (+) sigan izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi {izerine artan

miktarlarda uygulanan DMSO'nun etkisi. Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.
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Benzer protokol endotel (-) preparatlarda uygulandigit zaman; AGN193109
inkiibasyonu yapilmayan grupta DMSO ile disiik konsantrasyonlarda (107'*-107 M)
kasilma ve yiiksek konsantrasyonlarda (3x10°~10 M) gevseme yanit1 izlendi. Bu sonucun
aksine AGN193109 inkiibasyonu sonrasmmda DMSO'nun artan miktarda (10"°-10* M
asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen) eklenmesi ile 3x10™'' M konsantrasyondan
itibaren gevseme yanitlari elde edildi. AGN193109 varliginda veya yoklugunda elde edilen

yanitlar arasinda 3x10®*-10° M konsantrasyon araliginda istatistiksel olarak anlaml fark

saptand1 (p<0,05; Sekil 4.10).

Endotel (-)
20 4 DMSO (goziiciisii oldugn asitretin konsantrasyonu, log [M])
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Sekil 4.10. Submaksimal fenilefrin ile 6n-kasilmis endotel (-) si¢an izole torasik aorta halka preparatlarinda
AGN193109 (RAR antagonisti, 107 M) varliginda (n=3) ve yoklugunda (n=10) artan konsantrasyonlarda
uygulanan DMSO ile elde edilen izometrik gerim degisikligi yaniti egrileri. *p<0,05; anlamli olarak
“AGN193109 ile inkiibasyon (+)” grubundan farkli (tekrarli 6lgiimlerde iki yonlii ANOVA sonrasi post-hoc

Bonferroni testi). Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasini1 gostermektedir.
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4.3.4. Asitretin coziiciisii DMSO’nun damar gevsetici etkisinde RXR'"in rolii

Endotel (+) sigan torasik aorta preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi
sonrasi asitretinin ¢oziiciisii olarak kullamlan DMSO’nun artan miktarda (10"2-10* M
asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen) banyo ortamina eklenmesi ile elde edilen
gevseme yanitlar lizerine RXR antagonisti HX531’in (10 M; 2 saat inkiibasyon) etkisinin

arastirilldig1 deneylerde iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05; Sekil 4.11).

Endotel {(+)
20 1
DMSO (géziiciisii oldufu asitretin konsantrasyoma, log [IVI])
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Sekil 4.11. HX531 (RXR antagonisti, 10° M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen (n=10) endotel
(+) sican izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin On-kasilmasi {izerine artan

miktarlarda uygulanan DMSO'nun etkisi. Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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Ote yandan, ayni protokol endotel (-) preparatlarda uygulandigi zaman; HX531
inkiibasyonu yapilmayan grupta DMSO ile disiik konsantrasyonlarda (10'*-107 M)
kasilma ve yiiksek konsantrasyonlarda (3x10°~10 M) gevseme yanit1 izlendi. Bu sonucun
aksine HX531 inkiibasyonu sonrasinda DMSO'nun artan miktarda (10"%-10* M asitretin
konsantrasyonuna karsilik gelen) eklenmesi ile tiim konsantrasyonlarda gevseme yanitlari
elde edildi. HX531 varliginda veya yoklugunda elde edilen yanitlar arasinda tiim
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05; Sekil 4.12).

Endotel (-)
DMSO (gdziiciisii oldugu asitretin konsantrasyomu, log [M])
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Sekil 4.12. HX531(RXR antagonisti, 10 M) ile 2 saat inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen (n=10) endotel (-)
sigan izole torasik aorta haska preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi {izerine artan miktarlarda
uygulanan DMSO'nun etkisi. *p<0,05; anlaml1 olarak “HX531 ile inkiibasyon (+)” grubundan farkli (tekrarlt
Olgtimlerde iki yonli ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar ortalamanin standart

hatasin1 gostermektedir.
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4.4. Asitretinin Damar Gevsetici Etkisinde Nitrik Oksidin Rolii

Endotel (-) si¢an izole torasik aorta halka preparatlarinin nitrik oksit sentaz (e-NOS)
inhibitéri L-NAME (10'4 M) ile 30 dakika inkiibasyonu sonrasi asitretinin artan
konsantrasyonlarinin (102210 M) banyo ortamina eklenmesiyle elde edilen gevseme

yanitlarinda tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlendi

(p<0,05; Sekil 4.13).

Endotel (-)
Asitretin, log [IV]
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Sekil 4.13. L-NAME (NOS inhibitorii, 10* M) ile 30 dakika inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen (n=10)
endotel (-) si¢an izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmast iizerine artan
konsantrasyonlarda uygulanan asitretinin etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “L-NAME ile inkiibasyon (+)”
grubundan farkli (tekrarli 6l¢iimlerde iki yonlii ANOV A sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasini gostermektedir.
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DMSO'nun diisiik konsantrasyonlarda (10"2~10" M) olusturdugu kasilma ve yiiksek
konsantrasyonlarda (3x10°-10* M) olusturdugu gevseme yanitlarindan farkli olarak L-
NAME inkiibasyonunu (10 M, 30 dakika) takiben DMSO'nun artan miktarda (10'*~10"
M asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen) eklenmesi ile 3x10™'° M konsantrasyondan
itibaren gevseme yanitlar1 elde edildi. Yapilan analizde; L-NAME varliginda veya

yoklugunda elde edilen yanitlarda 3x10°-10° M konsantrasyon araliginda istatistiksel

olarak anlamli fark saptand1 (p<0,05; Sekil 4.14).

Endotel (-)
DMSO (géziiciisii oldugu asitretin konsantrasyomu, log [M])
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Sekil 4.14. L-NAME (NOS inhibitorii, 10* M) ile 30 dakika inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen (n=10)
endotel (-) sigan izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi lizerine artan
miktarlarda uygulanan DMSO'nun etkisi. *p<0,05; anlaml1 olarak “L.-NAME ile inkiibasyon (+)” grubundan
farklt (tekrarli Olglimlerde iki yonli ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir.
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4.5. Asitretinin Damar Gevsetici Etkisinde Adenilat Siklaz / Guanilat Siklaz
Enzimlerinin Rolii

Adenilat siklaz inhibitorii SQ22536 (10° M) ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra
fenilefrinle on-kasilma gerceklestirilen endotel (-) sican torasik aorta preparatlarinda
asitretinin artan konsantrasyonlariyla elde edilen gevseme yamtlar, 107°-10* M

konsantrasyonlar1 araliginda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (p<0,05; Sekil

4.15).

Endotel (-}
Asitretin, log [IV]
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20 -

-20 4

asmn ¥z des)

aikligi

40 -

60 4

lzom etrik Gerim Deg

80 4

100 - |

120 -

Sekil 4.15. SQ22536 (adenilat siklaz inhibitorii, 10° M) ile 30 dakika inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen
(n=10) endotel (-) sican izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi
iizerine uygulanan asitretinin artan konsantrasyonlarda etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “SQ22536
inkiibasyon (+)” grubundan farkli (tekrarli 6l¢iimlerde iki yonlii ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi).

Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasini gdstermektedir.
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DMSO'nun diisiik konsantrasyonlarda (10"2-107 M) meydana getirdigi kasilma ve
yiiksek konsantrasyonlarda (3x10°-10* M) olusturdugu gevseme yanitlarindan farkli
olarak SQ22536 inkiibasyonunu (10"5 M, 30 dakika) takiben DMSO'nun artan miktarda
(10'-10* M asitretin konsantrasyonuna karsilik gelen) eklenmesi ile 107 M
konsantrasyondan itibaren gevseme yanitlar1 elde edildi. SQ22536 varliginda veya

yoklugunda elde edilen yanit egrileri arasinda 3x10'%-10° M konsantrasyon araliginda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05; Sekil 4.16).

Endotel (-}
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Sekil 4.16. SQ22536 (adenilat siklaz inhibitorii, 10° M) ile 30 dakika inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen
(n=10) endotel (-) sican izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi {izerine
artan miktarlarda uygulanan DMSO etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “SQ22536 ile inkiibasyon (+)”
grubundan farkli (tekrarli Slgiimlerde iki yonlii ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey

sapmalar ortalamanm standart hatasini gostermektedir.
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Ote yandan, endotel (-) preparatlarda guanilat siklaz inhibitorii (oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-one; ODQ; 10° M) ile 30 dakika inkiibasyon sonrasi submaksimal
fenilefrin kasilmasi {izerine asitretin ile elde edilen gevseme yanitlarinda anlamli azalma,
hatta 10"2-10° M konsantrasyon arahiginda kasilma cevabi yoniinde bir degisiklik
saptandi. ODQ varliginda veya yoklugunda elde edilen yanit egrileri arasinda tiim

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,05; Sekil 4.17).

Endotel(-)
Asitretin, log [IV]
20 1

9 -8
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Sekil 4.17. ODQ (guanilat siklaz inhibit6ri, 10° M) ile 30 dakika inkiibe edilen (n=6) ve edilmeyen
(n=10) endotel (-) si¢an izole torasik aorta halka preparatlarinda submaksimal fenilefrin 6n-kasilmasi
lizerine uygulanan asitretinin artan konsantrasyonlarda etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “ODQ inkiibasyon
(+)” grubundan farkli (tekrarli Slglimlerde iki yonlii ANOVA sonrast post-hoc Bonferroni testi). Dikey

sapmalar ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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Guanilat siklaz inhibitori ODQ (10'6 M, 30 dakika) ile inkiibasyonun fenilefrin ile

On-kasilma olusturulmus endotel (-) torasik aorta preparatlarinda DMSO’nun olusturdugu

cevaba etkisinin arastirildig1 deneylerde ise; DMSO’nun artan miktarlariyla (10"%-10* M

asitretin ~ konsantrasyonuna  karsilik gelen miktarlarda) elde edilen diisiik
konsantrasyonlarda (10'12—10'7 M) kasilma, yiiksek konsantrasyonlarda (3)(10'6—10'4 M)
gevseme seklindeki yanitlarda, 3x10"%-3x107 M konsantrasyon araliginda, ODQ ile

inkiibasyon sonrasi kasilma yanitinin ortadan kalktigi ve 3x10° M konsantrasyondan

itibaren de gevseme yanititnin meydana geldigi gozlendi. iki egrinin kiyaslamasinda ise

3x10712-10% M konsantrasyon araliginda anlamli farklilik izlendi (p<0,05; Sekil 4.18).

Endotel (-}
DMSO (géziicisi oldugu asitretinin konsantrasyomnu, log [M])
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Sekil 4.18. Fenilefrin ile On-kasilma gerceklestirilmis endotel (-) sigan izole torasik aorta halka
preparatlarinda DMSO’nun artan miktarlarinin olusturdugu cevap iizerine guanilat siklaz inhibisyonunun
etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “ODQ (guanilat siklaz inhibitori, 107 M) ile inkiibasyon (+)” grubundan
farkli (tekrarli ol¢iimlerde iki yonli ANOVA sonrast post-hoc Bonferroni testi). Dikey sapmalar

ortalamanin standart hatasim1 gostermektedir.
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4.6. Asitretinin Damar Gevsetici Etkisinde Potasyum Kanallarinin Rolii

Endotel (-) preparatlarda non-spesifik potasyum kanal blokdrii tetraetil amonyum
(TEA, 10 M, 30 dakika) ile inkiibasyon sonrast submaksimal fenilefrin kasilmasi iizerine
asitretin ile elde edilen gevseme yamitlarinda anlamli azalma, hatta 10'2-10° M
konsantrasyon araliginda kasilma cevabi yoniinde bir degisiklik saptandi. TEA varliginda

veya yoklugunda elde edilen yanit egrileri karsilastirildiginda; tiim konsantrasyonlarda

istatistiksel olarak anlamli fark elde edildi (p<0,05; Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Fenilefrin ile On-kasilma gercgeklestirilmis endotel (-) sican izole torasik aorta halka

preparatlarinda asitretinin artan konsantrasyonlarinin olusturdugu cevap iizerine non-spesifik potasyum
kanal blokajinin etkisi. *p<0,05; anlamli olarak “TEA (tetraetilamonyum - 102 M) ile inkiibasyon (10 M)

(+)” grubundan farkli (tekrarli 6l¢iimlerde iki yonli ANOVA sonrasi post-hoc Bonferroni testi). Dikey

sapmalar ortalamanin standart hatasin1 gdstermektedir.
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Ote yandan, fenilefrinle 6n-kasilma olusturulmus endotel (-) preparatlarda TEA ile

inkiibasyon sonrasinda DMSO (10'>-10* M asitretin konsantrasyonuna karsilhik gelen
miktarlarda)’nun artan miktarlarinin meydana getirdigi yanitlarda anlamli degisiklik

izlenmedi (p>0,05; Sekil 4.20).

Endotel (-}
DMSO (gdziiciisii oldugu asitretinin konsantrasyonu, log [M])

20 -
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Sekil 4.20. Fenilefrin ile On-kasilma gerceklestirilmis endotel (-) sican izole torasik aorta halka
preparatlarinda DMSO’nun artan miktarlarinin olusturdugu cevap iizerine non-spesifik potasyum kanal

blokajinm etkisi (tetraetilamonyum - 102 M). Dikey sapmalar ortalamanin standart hatasin1 gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, sigan torasik aorta preparatinda bir retinoik asit tlirevi olan
asitretinin damar diiz kasmi gevsetici etkisinin ve mekanizmasinin ortaya konmast
amagclandi. Gergeklestirilen deneylerde asitretin ile onun ¢oziiclisii olarak kullanilan
DMSO'nun endoteli korunmus (endotel +) ve endoteli uzaklastirilmis (endotel -) sican
izole torasik aorta preparatlarinda diiz kas fonksiyonlar1 {izerine olan etkileri karsilagtirmali
olarak degerlendirildi. Endotel (+) sigan torasik aorta preparatlarinda fenilefrin ile elde
edilen 6n kasilma yanitlarim1 takiben hem asitretin hem de DMSO ile benzer gevseme
yanitlar1 elde edildi. Endotel (-) si¢an izole torasik aorta preparatlarinda ise asitretin
DMSO cevaplarindan farkli olarak belirgin diizeyde gevseme yanitina yol acti. Asitretinin
bu etkisi sigan izole torasik aorta preparatlarinda gevsemenin endotelden bagimsiz
olabilecegi seklinde yorumlandi. Literatiirde, DMSO’nun damar diiz kasindaki gevsetici
etkisi ile ilgili yapilan calismalarda (114, 115); esas olarak endotel (+) si¢an torasik
aorta preparatlarinda olmak tizere endotel (-) preparatlarda da gevsemeye neden oldugu
gosterilmistir. DMSO’nun bu etkisi, endotel (+) preparatlarda NO/cGMP sinyal
yolagmin uyarilmasi ve endotel (-) preparatlarda ise Ca*® kanallarmin duyarhiligmin
azalmasi ile iligkilendirilmektedir. Calismamizda da, bu bilgilerle uyumlu olarak 6zellikle
endotel (+) preparatlarda DMSO’nun damar gevsetici etkisi izlendi. Endotel (-)
preparatlarda ise DMSO’nun gevsetici etkisi sadece yiiksek konsantrasyonlarda tespit
edildi. Sonu¢ olarak endotel (4) preparatlarda asitretininin gevsetici etkisinde
¢Oziiciisii olan DMSO'nun da rolii oldugu kanaatine varilirken; endotel (-) preparatlarda
asitretin ile elde edilen gevsetici etkinin DMSO'dan bagimsiz oldugu gdsterildi ve
calismada asitretinin gevsetici etki mekanizmasin1 ortaya koymak icin endotel (-)
preparatlarla devam edilmesine karar verildi. Asitretine 0zgli bu gevsetici etkinin
mekanizmasini ortaya koymak iizere damar diiz kasinin gevsemesinde rolii olan cesitli
mekanizmalarda islev goren reseptdr, enzim veya iyon kanallarinin antagonistleri ya da
inhibitdrleri varliginda deneyler gerceklestirildi.

Oncelikle asitretinin alfa-1 adrenerjik reseptdrler iizerindeki etkisi incelendi. Ug
farkli konsantrasyonda yapilan asitretin inkiibasyonu sonrasinda fenilefrin ile
konsantrasyon-kasilma egrileri elde edildi. Egriler arasinda fark olmadigi saptanarak
asitretinin gevsetici etkisinde alfa-1 adrenoseptorlerinin asitretin ile bloke edilmesinin,

fenilefrin aracili kasilma yanitlarinin ortadan kalkmasi ile, meydana gelen gevseme
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yanitlarinda rolii olmadigina karar verildi. Ardindan, asitretinin damar diiz kasindaki
gevsetici etkisine retinoik asit reseptorlerinin olasi katkisinin belirlenmesi adina RAR ve
RXR varliginda gevseme yanitlar1 incelendi. RAR antagonisti varlifinda asitretin ile
elde edilen gevseme yanitlarinda bir degisiklik izlenmedi. Bunun aksine RXR antagonisti
ile inkiibasyon sonrasinda asitretin ile elde edilen gevseme yanitlarinin belirli
konsantrasyon araliginda anlamli olarak arttig1 goriildii. Calismanin devaminda damar diiz
kas gevsemesinde rolii oldugu bilinen mekanizmalar1 antagonize ya da inhibe (bloke)
eden non-spesifik nitrik oksit sentaz inhibitérii (Nw-Nitro-L-arginine-methyl-ester-
hydrochloride-L.-NAME), adenilatsiklaz inhibitorii (SQ22536), guanilat siklaz inhibitori
(oxadiazolo4,3-aquinoxalin-1-one; ODQ) ve non-spesifik potasyum kanal blokori
tetraetilamonyum (TEA) On uygulamalarinin asitretin ile olusan gevseme yanitlari
tizerindeki etkisi incelendi. Bu deneylerin sonucunda; endotel (-) sican torasik aorta
preparatlarinda asitretinin gevseme yanitlarinda, ¢oziiciisi olan DMSO ile elde edilen
yanitlardan farkli ve anlamli olarak daha fazla miktarda azalma izlendi. Sonuglarimiz;
asitretinin damar diiz kasindaki gevsetici etkisinde nitrik oksit yolagi, adenilat ve guanilat
siklaz enzimlerinin rol aldigi yolaklar ve/veya potasyum kanallarinin rolii olabilecegini
distindiirdii.

Retinoidlerle ilgili caligmalarin biiyiik kism1 gorme stirecindeki rolleri (116) lizerine
yogunlagmakla birlikte; retinoid yapiya sahip A vitamininin miktarinda meydana gelen
degisikliklerin epitel hiicrelerinin farklilagsmasini dramatik bi¢imde etkiledigini gosteren
caligmalar da mevcuttur (117). Ayrica retinoid metaboliti olan ATRA (all-trans retinoik
asit)'nin da epitel hiicre farklilasmasinda gii¢lii bir sinyal molekiilii oldugunu ortaya koyan
caligmalar yapilmustir (118). Ozetle retinoidler gérme, epitel yiizeylerin korunmasi,
bagisikligin yetkin hale getirilmesi, iireme ve embriyonik biiylime ve gelisme gibi birgok
onemli isleve sahiptir (117). Ote yandan, fazlalig1 embriyonik malformasyonlar (119),
azalan kemik mineral yogunlugu ve artan kirik riski (120) ile iligkilendirilmistir.

On yillardir bilinen etkilerinin yanisira; birinci nesil bir retinoik asit tiirevi olan
tretinoin (ATRA)’nin anti-inflamatuvar (121), anti-kanser (122) ve immiino-modiilatér
(123) etkileri de gosterilmistir. Ayrica ATRAmin anti-proliferatif ve anti-oksidan etkileri
de bulunmaktadir (124). Retinoidlerin ayn1 zamanda aterosklerotik plagin stabilitesinin
korunmasini saglayan; hiicre proliferasyonunu inhibe edici, elastin sentezini artiran ve
fibroblastlardan metalloproteinaz inhibitérii {iretimini uyaran etkileri oldugu da

gosterilmistir (125).
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Retinoik asit ve tlirevlerinin damar diiz kas1 ve endotel iizerindeki etkilerine dair ¢ok
sayida caligmanin yanisira, bu tez ¢alismasinda asitretinin ¢oziiclisii olarak kullanilan
DMSO ile ilgili olarak da ozelikle son yillarda dikkat g¢ekici calismalar yiiriitilmiistir.
Kaneda ve arkadaslari tarafindan sican aorta preparatinda DMSO'nun endotele bagimli
sekilde cGMP miktarin1 ve buna bagli NO saliverilmesini artirarak gevseme cevabi
olusturdugu gosterilmistir (115). Calismamizda, belirtilen ¢alismanin sonuglari ile tutarlt
olarak, DMSO’nun sican torasik aorta preparatlarinda endotele bagimli bir gevseme yaniti
meydana getirdigi saptandi. Endotel (+) preparatlarda elde edilen bulgularin aksine;
endotel (-) preparatlarda DMSO ile diisiikk konsantrasyonlarda kasilma ve yiiksek
konsantrasyonlarda gevseme yanit1 elde edildi. Calismamizda elde ettigimiz bulgular
15181nda; DMSO'nun endotele bagimli bir gevsetici etkiye sahip oldugu sonucuna ulasildi.

Wang ve arkadaslarinin sican mezenterik arteri ile gerceklestirdikleri ¢alismada;
endotelin uzaklastirilmasinin ATRA ile elde edilen damar diiz kasi gevseme yanitlarini
ortadan kaldirildig1 gosterilmistir ki bu da ATRA-aracili gevseme yanitlarinin endotele
bagimli oldugunu diisiindiirmektedir (110). Bu bulgularin aksine; tez calismamizda si¢an
torasik aorta preparatinda sentetik bir retinoik asit tiirevi olan asitretinin endotelden
bagimsiz gevsetici etkisi oldugu saptandi.

Calismamizda endotel (-) aorta preparatlarinda RAR antagonisti AGN193109 ile
inkiibasyonun ardindan asitretin ile elde edilen gevseme yanitlarinda degisiklik
izlenmezken; RXR antagonisti HX531 ile inkiibasyon sonrasinda belirli konsantrasyonlar
araliinda anlamhi artis gozlenmistir. Elde ettigimiz sonuglarin aksine, Wang ve
arkadaslarinin  ¢alismasinda RAR antagonisti (BMS492) ve RXR antagonistinin
(UV13003) kombine olarak uygulanmasi sonrasinda ATRA ile elde edilen gevseme
yanitlar1 ortadan kalkmigtir. Arastirmacilar, RAR ve RXR''n ATRA aracili gevseme
yanitlarinda rolii olabilecegini ifade etmislerdir (110). RAR ve RXR antagonistleri ile elde
ettigimiz sonuglar1 daha tutarli ve aciklanabilir hale getirmek adina ileride
gerceklestirilecek kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi gerekli goriilmektedir.

Calismamizin bir sonraki asamasinda, NOS enzimini non-spesifik olarak inhibe eden

L-NAME (10'4 M) kullanildi. L-NAME ile 30 dakika inkiibasyon sonrasinda, asitretinin

artan konsantrasyonlar1 (10"°~10* M) ile endotel (-) aorta preparatlarinda elde edilen
gevseme yanitlarinda anlamli azalma saptandi. Endotel (-) aorta preparatlarinda asitretin ile
elde edilen gevseme yanitlarinin tamamen ortadan kalkmasi, asitretinin damar diiz kas

gevsetici etkisinde nitrik oksidin bir rolii olabilecegini ve gevsetici etkinin endotelyal NOS
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kaynakli olmadigin1 ve gevsemeyi meydana getiren NO'nun ndronal NOS kaynakli
olabilecegini diislindiirdii. Forstermann'in ndronal NOS'un spinal kord, sempatik
gangliyonlar, adrenal bezler, periferik sinirler, bircok organin epitel hiicreleri, bobrek
makiila densa hiicreleri, pankreasin adacik hiicreleri ve vaskiiler diiz kasta da ifadelendigini
ortaya koydugu caligmasi bu ¢ikarimimizi desteklemektedir (100). Retinoik asitin, nitrik
oksit iiretimi izerindeki etkilerini inceleyen, farkli sonuglarin bildirildigi c¢ok sayida
calisma mevcuttur. Cho ve arkadaslarinin sigir aorta endotel hiicrelerinde ATRA'nin
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) fosforilasyonu iizerine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, ATRA uygulanmasimin eNOS ifadelenmesi ve NO sentezinde azalmaya
yol actig1 gosterilmistir (126). Bir bagka hiicre kiiltiirii ¢alismasinda ise ATRA'min
endotelyal hiicreler tarafindan NO {iiretimi {izerindeki etkileri arastirilmis ve asimetrik
dimetilarjinin (ADMA) metabolizmasindan sorumlu enzimlerin diizenlenmesinin bu
etkilere katkida bulunup bulunmadigi arastirllmistir. ATRA varligi/yoklugunda inkiibe
edilen fare endotelyoma (sEnd.1) hiicrelerinin endotel yapilarinda nitrik oksit sentezinin
arttig1 ve bu etkinin meydana gelmesinde dimetilarjinin dimetil aminohidrolaz (DDAH)
enziminin indiiklenmesinin rol oynadig1 gosterilmistir (127). ATRAnin vaskiiler endotel
hiicrelerince nitrik oksit iiretimindeki roliiniin incelendigi diger bir ¢alismada insan dermal
mikrovaskiiler endotel hiicreleri, insan umbilikal arter endotel hiicreleri ve sigan akciger
vaskiiler endotel hiicrelerinde ATRA ve RAR agonisti olan AM580in endotelyal NOS
fosforilasyonunu, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) aktivitesini ve NO {iiretimini anlamli olarak
artirdigl; L-NAME ile 6n-uygulama yapilmasinin ise bu artisi inhibe ettigi gosterilmistir.
Ote yandan PI3K inhibitdrii Wortmannin uygulanmasi ile de NO artis1 tamamen ortadan
kalkmistir. Tiim bu sonuclar 1s18inda arastirmacilar ATRA'nin, vaskiiler endotelyal
hiicrelerde RAR aracili PI3K / Akt yolag:1 aktivasyonu sonucu eNOS fosforilasyonu ile
NO iiretimini artirdig1 ¢ikariminda bulunmuslardir (128). Literatiirde genel olarak endotel
kokenli NO ile iliskili bir etkiye sahip oldugu gosterilen ATRA'nin aksine bizim
calismamizda ise asitretinin sigan torasik aorta preparatinda endotel kaynakli degil néronal
ya da indiiklenebilir NOS'un meydana getirdigi NO aracilig1 ile cGMP / guanilat siklaz
lizerinden bir gevseme yanit1 olusturabilecegine dair sonuglar elde edildi. Endotel (-) sican
izole torasik aorta preparatlarinda asitretin ile olusan konsantrasyona bagimli gevseme
yanitinin L-NAME tarafindan ortadan kaldirilmasi, bu siirecte endotel dis1 nitrik oksit
sentezinin katkist oldugunu diisiindiirdii. Nitekim literatiirde, eNOS (NOS3)'e ek olarak
arterlerin ¢evresinden NOS (NOS1)'in de oldukc¢a fazla miktarda eksprese edildigi ortaya

konmustur (129). Ayrica sinir lifleri ve mast hiicrelerinde nNOS tarafindan iiretilen
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NO'nun mikrodamarlar ¢evresindeki varligr da gosterilmistir (130, 131). Yapilan diger
calismalarda nNOS'un, eNOS geni silinmis (knock-out) farelerde, eNOS kaybini telafi
edebildigi ve bu sekilde de NO sentezinde bir degisiklik yasanmaksizin NO aracilidi ile
vazodilatasyonun devam ettirilebildigi  gOsterilmistir. Yine ayn1 calismalarda
immiinohistokimyasal teknikler kullanilarak yabanil tip farelerdeki vaskiiler dokuda ve
eNOS nakavt farelerdeki koroner arterlerin endotelinde nNOS varlig1 ortaya konmustur
(132, 133). Literatiirdeki tiim bu sonu¢lar nNOS'un vaskiiler diiz kas gevsemesini saglayan
NO'nun iiretilmesinde eNOS'a bir alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir. Tiim bu
bulgular endotel (-) preparatlarda asitretin ile elde ettigimiz gevseme yanitlarinda endotel
dis1 bir kaynaga sahip NO'nun rolii olabilecegi 6nerimizi destekler niteliktedir.

Calismamizin daha sonraki asamasinda damar gevsemesinde rol oynadigi bilinen
ikinci haberci molekiiller olan cAMP ve cGMP’nin sentezinde gorev yapan adenilat siklaz
ve guanilat siklaz enzimlerinin inhibitorlerinin (sirasiyla SQ22536 ve oxadiazol [4,3- a]
quinoxalin-1-one [ODQ]) endotel (-) preparatlarda asitretinin gevsetici etkisini ortadan
kaldirdig1 saptandi. Bu sonuglar hem adenilat siklaz hem de guanilat siklaz {irlinlerinin ve
bunlarin dahil oldugu ileri yolaklarinda asitretinin damar gevsetici etkisine aracilik ediyor
olabilecegini diisiindiirdii. Nelson ve arkadaslar1 sigan vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde,
vaskiiler diiz kasta eksprese oldugu bilinen ¢ok sayida adenilat siklaz enzimi arasinda
adenilat siklaz 6'nin, vazodilatasyon mekanizmasinda ve vaskiiler diiz kas hiicresinin
membran potansiyelini diizenlemede anahtar rol oynadigini bildirmistir (134). Bir diger
hiicre kiiltiirii calismasinda Lipskaia ve arkadaglari, P19 teratokarsinom kok hiicrelerinin
bazal diizeyde kalsiyum ile stimiile edilen bir adenilat siklaz aktivitesine sahip olduklarini
ve bu aktivitenin de retinoik asit ile indiiklenme sonrasinda 10 kattan fazla arttigimni
gostermislerdir (135). Wilkinson ve arkadaslarinin yaptiklari bir diger hiicre kiiltiirii
calismasinda ise cesitli retinoidlerle inkiibe edilen kobay keratinosit hiicreleri adenilat
siklaz agonistleri ile uyarilmis ve tiim retinoidlerin kobay hiicre serilerinde cAMP
olusumunu artirdigr gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, retinoidlerin etkisine
cAMP'nin de aracilik ettigi ¢ikariminda bulunulmustur (136). Bizim caligmamizda da,
literatiirle uyumlu olarak, asitretinin damar gevsetici etkisi spesifik adenilat siklaz
inhibitorii (SQ22536) ile tamamen ortadan kalkti. Bu bulgu adenilat siklaz enziminin
ve/veya bu enzimin Uriinii olan cAMP’nin de asitretinin meydana getirdigi gevseme
yanitlarina aracilik eden siirece katkida bulundugunu gostermektedir.

Literatiirde retinoidlerin adenilat siklaz ve cAMP yolag iizerinden etkilerine

dair izole organ banyosu calismasi bulunmazken; cGMP ve guanilat siklaz {izerinden
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vaskiiler etkileri ile ilgili tek bir organ banyosu c¢aligsmasina rastlanmistir (110). Wang ve
arkadaglarinin bu calismasinda erkek Sprague Dawley siganlarin mezenterik arterleri
tizerinde ATRAnin etkileri incelenmis ve endotel (+) preparatlarda ATRA'nin olusturdugu
gevseme yanitlarinin guanilat siklaz inhibitérii ODQ ©n uygulamasi ile inhibe oldugu
gosterilmistir. Ayn1 c¢alismada in vivo olarak da ATRA'nin hipertansiyon tizerindeki
etkilerine bakilmak {izere spontan hipertansif sicanlara intraperitoneal yoldan
uygulanan ATRA'nin kan basinci degerlerinde anlamli azalma sagladigi gdsterilmistir
(110). Benzer sekilde bizim c¢alismamizda endotel (-) sigan izole torasik aorta
preparatlarinda ODQ 6n- uygulamasi ile asitretin gevseme yanitlar1 ortadan kalkti. Elde
ettigimiz bu bulgu da literatiirle uyumlu olarak asitretinin damar diiz kasi gevsetici
etkisinde guanilat siklaz enziminin ve/veya bu enzimin {iriinii olan cGMP’nin katkist
oldugunu gosterdi.

Calismamizin son basamaginda, endotel (-) preparatlarda non-spesifik potasyum
kanal blokorii tetraetilamonyumun asitretin ile elde edilen konsantrasyona bagimli
gevseme yanitlarini inhibe ettigi izlendi.Wang ve arkadaslarinin ¢alismasinda, endotel (+)
mezenterik arter preparatinda ATRA ile elde edilen gevseme cevabi kalsiyumla-aktive olan
potasyum kanallarinin inhibisyonu (karibdotoksin - 10° M) ile ortadan kalkarken; voltaj
bagimli potasyum kanallarmin blokaji (4-aminopiridin - 10* M) veya ATP-duyarli
potasyum kanallarmin blokaji (glibenklamid - 10” M) ile ortadan kalkmadig: bildirilmistir
(110). Bu bulgular, caliyjmamizda elde ettigimiz gevseme yanitlarinin non-spesifik
potasyum kanal blokorii olan TEA ile ortadan kalkmasi ile uyum gostermektedir. Vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde potasyum kanallarinin acilmasi, damar gevsemesini saglar.
Vazodilatasyonun gerceklesmesi K* kanallarinin agilmasi ve adenilat siklaz aktivasyonu

sonucunda protein kinaz A (PKA) aktivasyonu ve artan miktarda cAMP varlig: ile

iligkilidir (137, 138). K" kanallar1 esas olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunmaktadir.
Ancak son yillarda yapilan calismalarda bazi tiplerinin endotel hiicrelerinde de bulundugu
gosterilmistir (139, 140). Kullandigimiz TEA'nin ise 6zellikle vaskiiler diiz kasta yer alan
K" kanallarina afinitesi daha yiiksektir. Bu bilgi, asitretinin neden oldugu gevseme yanitlari
lizerine potasyum kanal blokorii TEA'nin etkisini incelemek {izere ¢alismamizda endotel
(-) aorta preparatlarini se¢mis olmamizi destekler niteliktedir. Tez c¢alismamizin son
basamagi, literatlirde yapilan bir ¢aligmada yorumlandig: sekilde (137), asitretinin endotel
kaynakli olmayan nitrik oksit araciliiyla potasyum kanallarinin aktive olmasiyla vaskiiler

diiz kas gevsemesinde rolii oldugunu gostermektedir.
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Bu tez ¢alismasinda asitretinin, endotelden bagimsiz olarak, birden fazla mekanizma
tizerinden damar diiz kasinda gevseme yanitt meydana getirdigi ortaya kondu. Asitretinin
damar diiz kas1 iizerindeki gevsetici etkisi ilk kez bu tez ¢alismasi ile gosterildi. Adenilat
siklaz ve guanilat siklaz enzimlerinin inhibe edilmesi sonucunda asitretin aracili gevseme
yanitlarinin ortadan kalkmasi, bu yanitlarda cAMP ve/veya ¢cGMPnin rolii oldugunu
diisiindiirmektedir. Damar diiz kas gevsemesinde rolii oldugu bilinen farkli potasyum kanal
alt tiplerinin aktivasyonlarinda cAMP ve c¢cGMP'in rolii oldugu bilinmektedir (137).
Caligmamizda potasyum kanallarmin non-spesifik olarak inhibe edilmesi sonucunda
asitretin ile elde edilen damar diiz kas gevseme yanitlarinin ortadan kalkmasi da bu
bilgilerle uyumlu olarak cAMP ve/veya cGMP'nin araciligi ile potasyum kanallari
tizerinden bir etkinin s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica hem guanilat
siklaz enziminin inhibisyonu sonucunda hem de L-NAME ile inkiibasyon sonrasinda
asitretinin gevseme yanitlarinin ortadan kalkmasi birbirleri ile iligkili gériinmektedir. NO
aracilt gevsemede guanilat siklaz ve onun meydana getirdigi cGMP rol oynadigi igin
asitretinin NO aracili bir mekanizma ile damar diiz kasinda gevseme yanit1 olusturmasi
mimkiindiir. Tim bu capraz iligkilerin tam olarak ortaya konulmasi ve net olarak
belirlenebilmesi i¢in ileride yeni ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Asitretinin damar
gevsetici  etkisinde RAR ve RXR katkisinin incelendigi deneylerin sonuglar1 ele
alindiginda; deney hayvani sayisinin  daha fazla oldugu yeni ¢alismalarin
gerceklestirilmesi sonucunda standart hatalarin azalmasi ve istatistiksel analizin daha
dogru yapilabilmesi miimkiin olacaktir. Ayrica, etken madde teminindeki gii¢liik sebebiyle,
antagonistlerle inkiibasyonun ardindan asitretin ve DMSO ile elde edilen konsantrasyon-
cevap egrilerine dair sonuglarin, g¢alismanin baslangicinda bir defa belirli hayvanin
ortalamasi olarak elde edilen asitretin ve DMSO konsantrasyon-cevap egrilerinin sonuglari
ile kiyaslanmis olmas1 ¢alismamizin bir diger kisitliligidir. Son olarak, asitretinin yetersiz
miktarda temini sebebiyle damar diiz kas gevsemesinde rolii olabilecek tiim

mekanizmalarin ayrintili olarak degerlendirilmesi de miimkiin olamamustir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

A- Asitretinle ilgili sonuclara ait 6zet bilgi:

Endotel (-) preparatlarda fenilefrin On-kasilmasi sonrasinda asitretin ile
konsantrasyona bagimli ve c¢oziiciisinden bagimsiz gevseme yanitlar1 elde edildi.
Calismamiz literatiirde bu sonucu saptayan ilk ¢alismadir.

Asitretin ile elde edilen gevseme yanitlarinda alfa-1 adrenoseptorlerin ve retinoik
asit reseptorlerinin rolil yoktur.

Asitretin ile elde edilen gevseme yanitlari retinoid X reseptorlerinin antagonisti
varliginda belirli konsantrasyon araliginda artti.

Endotel (-) preparatlarda asitretin ile elde edilen gevseme yanitlar1 NOS, adenilat
siklaz enzimi, guanilat siklaz enzimi inhibisyonu ile ortadan kalkti.

Endotel (-) preparatlarda asitretin ile elde edilen gevseme yanitlar1 potasyum
kanallarinin non-spesifik blokaj1 sonucunda ortadan kalkti.

Asitretinin endotel (-) preparatlarda meydana gelen gevseme yanitinda nitrik oksit

ve potasyum kanallariin rol oynadig gosterildi.

B - Asitretinin coziiciisii DMSO ile ilgili sonuclara ait 6zet bilgi:

Endotel (+) preparatlarda DMSO ile belirgin gevseme yaniti elde edilirken; endotel
(-) preparatlarda diisiik konsantrasyonlarda kasilma yiliksek konsantrasyonlarda ise
gevseme izlendi.

Endotel (-) prepararatlarda RAR ve RXR antagonisti varliginda DMSO ile elde
edilen kasilma cevabinin ortadan kalktig1 izlendi.

Endotel (-) preparatlarda L-NAME, adenilat siklaz inhibitorii ve guanilat siklaz
inhibitériiniin DMSO’nun meydana getirdigi kasilma yanitlarim1 belirli konsantrasyon

araliginda ortadan kaldirdig: goriildii.

C. Bu bilgiler 151g81nda ileriye yonelik yapilmasi planlanan calismalar;

Bulgularimiz asitretinin damar diiz kas1 gevsetici etkisi nedeniyle klinik uygulamalar i¢in
aday bir molekiil olabilecegini diisiindlirmektedir. Ancak, gergeklestirilecek in vivo ve in

vitro caligsmalarla asitretinin damar diiz kas1 gevsetici etkisinin mekanizmasinin daha
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ayrintili gésterilmesi,

Endotel (+) preparatlarda DMSO ile meydana gelen gevseme yanitlarina ait mekanizmanin
ortaya konmasi.

Endotel (+) preparatlarda DMSO ile meydana gelen diisiik konsantrasyonlarda kasilma ve
daha yiiksek konsantrasyonlarda ortaya c¢ikan gevseme yanitlarina ait mekanizmanin

gosterilmesi.
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