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1. GIRIS

Epoksieikozatrienoik asitler (EET)'ler, Arasidonik asit (AA) nin sitokrom P450
(CYP) epoksijenazlar tarafindan sentezlenen endojen lipid metabolitleridir (1).
CYP2C ve CYP2J gen ailelerinden olan epoksijenazlar AA’y1
epoksieikozatrienoik asitler (EET)’e doniistiiriirler. EET’ler epoksit grubu
icerirler ve EET’ler bu grubun yerlestigi karbon atomu numarasina gore
adlandirilirlar. Epoksijenasyonun AA’ nin 4 ¢ift bagindan herhangi birinde
olusmasina gore, 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET ve 14,15-EET olmak Uzere 4
regioizomerik formu vardir (2, 3). EET'ler olustuktan sonra, membran
fosfolipidlerine esterlesme, proteinlere baglanma, B-oksidasyon yoluyla daha kisa
zincir molekullerine metabolize edilme veya ¢ozlinlr epoksit hidrolaz (SEH) ile
metabolize edilme gibi ¢esitli yollarla geri doniistiiriilebilir veya atilabilirler (4).
Bircok dokuda EET metabolizmasi i¢in ana yol, epoksit hidrolaz araciligiyla
dihidroksieikosatetraenoik asidi (DHET) olusturulmasidir (5, 6). EET'lerin
DHET'lere doniisiimii genellikle EET'lerin biyolojik olarak inaktif hale getirildigi
bir siire¢ olarak goriilse de, DHET'lerin koroner dolasimda vazoaktif olduklar1 ve
bobrekte arginin vazopressinin hidroozmotik etkisinin inhibitorleri oldugu
gosterilmistir (7, 8). EET’lerin etkilerinin bir veya birden fazla reseptor
araciligryla oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur (9). EET lerin hiicresel etkileri
icin farkli mekanizmalar ileri siiriilmektedir. Bunlardan birincisi G proteini ile
kenetli, selektif EET reseptorlerinin varligi, ikincisi lipitte ¢Oziinebilen
agonistlerin reseptdrlerine baglanarak etki gostermesi ve sonuncusu da EET lerin

hiicre i¢ine alimmasi ve hiicre iginde iyon kanallari, sinyal proteinleri veya



transkripsiyon faktorleri ile direkt olarak etkilesmeye gecmesidir. EET'lerin ayrica
ADP-ribozilasyon, Gsa aracili etkiler, protein kinaz A (PKA) aktivasyonu ve
tirozin fosforilasyonu dahil olmak {izere hiicre zar1 sinyal mekanizmalarini
etkiledigi gosterilmistir (10). CYP epoksijenazlar ile olusturulan EET'ler, yiiksek
iletkenlige sahip, kalsiyumla aktive olan (BKca) K* kanallarini ve membran
hiperpolarizasyonunu aktive ederek vaskiiler diiz kas gevsemesine neden olurlar
(11, 12). Sigan mezenterik arteriyel Kartp kanallarinin, 11,12-EET tarafindan
giiclii bir sekilde aktive edildigi bildirilmistir (13). Yapilan bir calismada diiz kas
hiicrelerinin plazma membraninda bir EET reseptoriiniin mevcut olabilecegini ve
bu reseptdrin vaskuler diiz kas hicrelerinde Katp kanallarinin aktivasyonunda rol
oynadigini desteklemektedir (14). Son yillarda yapilan arastirmalar, EET lerin
vaskiiler sistemde Onemli biyolojik etkilerinin oldugunu vurgulamaktadir.
EET’ler  kardiyovaskiller  sistemde  vazodilatasyon,  antiinflamasyon,
antiagregasyon gibi etkileriyle dikkat cekmektedir (4). EET agonistlerinin
gelisimi, EET antagonistlerinin kesfine de yol agmistir. 14,15-EEZE ve 14,15-
EEZE metilstlfonamid (14,15-EEZE-SI)’ nin parsiyel agonist aktiviteye sahip
oldugu ve EET'nin neden oldugu gevsemeyi antagonize ettigi belirlenmistir (15).
Gaz kromatografisi/kltle spektrometrisi ile insan jejenumunda arasidonik asitten
intestinal sitokrom P450’nin in vivo epoksidasyonu ile epoksieikosatrienoik
asitlerin varlig1 ilk kez kanitlanmistir. Insan ve sican bagirsaginm, otonomik
ganglion hicrelerinde, epitel hiicrelerinde, diz kas hicrelerinde ve vaskuler
endotelde lokalize olan CYP2J alt ailesine ait bir epoksijenaz icerdigi sonucuna

ulasilmigtir (16). EET lerin gastrointestinal kanalda diiz kas fonksiyonlari iizerine



etkilerinin bakildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sunulan c¢alismada, mide
fundus diiz kasinda epoksijenazlarin etkilerinin ve olusan etkilere K* kanallarinin

ve nitrik oksidin katkisinin arastirilmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MiDE

Mide gastrointestinal sistemin 6zefagus ve duodenum arasinda bulunan
genislemis boliimiidiir. Midede yiyecekler depolanip, kimyasal ve mekanik olarak
sindirime hazirlanir ve sonrasinda duodenuma gonderilir. Mide sivis1 yiyecekleri
yart sivi kivamli kimiise doniistiiriir ve hizli bir sekilde duodenuma ge¢mesini
saglar. Bos mide ince barsaktan biraz daha genisken, yemek alimini takiben 2-3

litre (L) hacme kadar genisleyebilme kapasitesine sahiptir (17).

2.1.1 Mide Anatomisi ve Fizyolojisi

Midenin proksimal ucu diyafragmanin birkag santimetre (cm) altinda
0zofagusla birlesirken distal ucu orta hattin hemen saginda duodenum ile birlesir.
Midenin superomedial simirina kiiglik kurvatur, inferolateral sinirina biiylik
kurvatur ad1 verilir.

Makroskopik olarak mide 4 boliime ayrilir:

Kardia; 6zofagusun hemen distalinde, gastrodzefageal bileskeden sonraki 1-3
cm’lik bolge olarak tanimlanir.

Fundus; midenin gastrodzefageal bileskesinin iistiinde, sol hemidiyafragmanin
hemen altinda kalan kisimdir.

Antrum midenin pilora komsu olan distal 1/3’liik bolgesidir. Bu bolgeler haricinde

kalan kisim ise korpus olarak adlandirilir (17).



2.1.2. Midenin Fonksiyonlar1

Gastrointestinal sistemin temel fizyolojik fonksiyonu besinlerin sindirilmesi
ve absorbe edilip kan dolasimina verilmesidir. Bu gorevleri yerine getirmek igin
gereken fonksiyonlar: motilite, sekresyon, sindirim ve absorbsiyondur.

Mide Peristaltizminin Mekanigi: Peristaltik kontraksiyonlar yavas dalga
veya temel elektriksel ritim denen membran potansiyelindeki periyodik
degisikliklerle meydana gelir. Mide duvarindaki pacemaker hiicreler gastrik yavas
dalgalar1 meydana getirir. Mide peristaltizmi gastrin ve ACh ile regiile edilir.
Ekstraselliiler sividan kalsiyamun (Ca*?) hiicre igine girmesiyle yavas dalga
potansiyeli meydana gelir. Gastrik motiliteyi etkileyen hormonlardan eksitator
etkili olan gastrin, antral distansiyona yanit olarak dolasima verilir. inhibitor etkili
olan ve enterogastronlar olarak bilinen kolesistokinin (CCK) ve sekretin hormonlari
gastrik kontraksiyonlar1 inhibe ederler. CCK, proteinlerin ve yaglarin sindirimine
cevap olarak duodenumdan salgilanir. Sekretin ise asit varliginda duodenumdan

salgilanir. Diiz kaslar {izerinde direkt inhibitor etkilidirler (18).

2.1.3. Midenin innervasyonu

Enterik sinir sistemi (ESS), merkezi sinir sisteminden (MSS) bagimsiz
olarak islev gorebilen, miyenterik pleksus ve submukozal pleksustaki gangliyonlar1
barindiran bir grup néron ve glial hiicreden olusur. MSS, parasempatik ve sempatik
uyarilarla etkisini gosterir. ESS, Cajal hiicreleri ile etkilesim saglayarak ve
gastrointestinal sistemin geri kalaninin motilitesi ile mideyi koordine ederek, mide

bosalmasinin kontroliinii saglar. ESS'nin mide bosalmasinda rolii olmasina ragmen,



caligmalar ESS’nin inhibisyonunun midedeki aktivite dalgalarini tamamen ortadan
kaldirmadigini gostermistir (19).

Sempatik sinir sistemi, mide Uzerinde temel olarak inhibe edici bir etkiye
sahiptir ve ayrica kan damarlarinin vazokonstriksiyonuna neden olur (20).
Parasempatik sistem, vagus siniri aracilifiyla mide {izerinde hem uyarict hem de

inhibe edici etkiye sahiptir (21).

2.1.4. Kolinerjik Norotransmisyon

Otonom sinirlerin gastrik motiliteyi diizenledigi kabul
edilmektedir. Parasempatik sinirlerin mide tizerinde uyarici, sempatik sinirlerin ise
inhibe edici bir etkisi oldugu disiiniilmektedir (20, 22). Bununla birlikte,
calismalar vagus sinirinin mide tizerinde hem inhibitér hem de uyarici etkilerini
muskarinik reseptorler araciligi ile gosterdigini vurgulamaktadir (23, 24). G
proteinleri ile kenetli muskarinik reseptdrler kolinerjik agonistler tarafindan aktive
edilince sinyal iletimi gergeklestirirler (25). Yapilarina, fonksiyonlarina ve
baglanma 6zelliklerine gore 5 tane muskarinik reseptor alt tipi (M1, M2, M3, Ms, Ms
) tamimlanmustir (26). M1, M3 ve Ms alt tipleri genellikle Gq ile M2 ve Maalt tipleri
de genellikle Gi proteini ile baglidir (27). Farelerde yapilan bir ¢alismada, mide
dokusunda kasilmalara M3 reseptorii alt tipinin aracilik ettigi, M2 reseptor alt tipinin
de bu kasilmalara yaklasik %45 oraninda katkida bulundugu saptanmistir (28, 29).
Sicanlarda mide dokusunda yapilan bir ¢alismada ise antrumdaki sirkiiler diiz kasin
kasilmasinda M3 reseptor alt tipinin etkisi oldugu ayrica M2 reseptoriiniin de bu

etkide rolii oldugu vurgulanmistir (30). Mz reseptor alt tipinin gastrointestinal



kanalda postsinaptik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (31). Presinaptik diizeyde
ise uyarici ya da inhibitdr muskarinik otoreseptorler bulunabilecegi vurgulanmistir
(32). Kobay ileumunda longitudinal kas myenterik pleksusu iizerinde yapilan bir
calismada presinaptik konumda bulunan Ms reseptorlerinin  asetilkolin
saliverilmesini inhibe ettigi, presinaptik konumda bulunan M;j reseptorlerinin ise
asetilkolin saliverilmesini arttirdigi gosterilmistir (33). Kobaylarda yapilan bir
calismada ise ileuma ait sirkiiler diiz kasta bulunan presinaptik inhibitér muskarinik
reseptorlerin My alt tipi oldugu one siiriilmiistiir (34). Kobay midesi {izerinde
gerceklestirilen bir ¢alismada ise presinaptik M1 ve M2 reseptorlerinin asetilkolin

saliverilmesini inhibe ettikleri gosterilmistir (35).

2.2. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Sentez ve Metabolizmasi
2.2.1. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Sentezi

Arasidonik asit (AA) in vivo olarak hiicre zar1 gliserofosfolipidlerine
esterlenmis bicimde bulunur. Hiicrede Ca*? artisinin ardindan fosfolipazlar aktive
olur. Fosfolipazlar, fosfolipid (PL) havuzlarindan AA'nin serbest birakilmasini
saglar ve birkag¢ enzim sistemi ile oksidatif metabolizma i¢in AA’nin substrat olarak
kullanilmasina neden olur. AA salinimindan sorumlu ana enzim, grup IVA sitozolik
fosfolipaz A2'dir (sPLA2a). Farkli PLA2 enzimleri eikosanoid iiretimine katkida
bulunabilse de, sSPLA2a insanlarda eikosanoid iiretimi i¢in AA saglamada biiyiik

rol oynar (36).

Siklooksijenaz (COX) enzimleri AA'y1r prostaglandinler, tromboksan ve

prostasiklinin dnclsl olarak gorev yapan prostaglandin H2'ye metabolize ederler



(37). Lipoksigenazlar (LOX'lar), AA'y1 kararsiz hidroperoksi ara metabolitlerine
dontstiirir ve Iokotrienler, hidroksieikosatetraenoik asitler (HETE'ler) ve
lipoksinleri olusturur. Ugiincii fakat daha az bilinen bir yolak da AA’y1 sitokrom
P450 (CYP) enzim sistemi ile orta zincir HETE’lerine, ®-terminal HETE'lerine ve
epoksieikozatrienoik asitlere (EET) metabolize eder. AA’nin bu ii¢ metabolizma
yolagi, ilk sentez adimini katalize eden enzime gore adlandirilir. EET'ler, AA nin
CYP epoksijenazlar tarafindan sentezlenen endojen lipid metabolitleridir (1).
CYP2C ve CYP2J gen ailelerinden olan epoksijenazlar AA’y1
Epoksieikozatrienoik asitler(EET)’e doniistiiriirler. AA’nin allilik oksidasyonu ile
birkag orta zincirli konjuge dienol (5-, 8-, 9-, 11-, 12- ve 15-HETE'ler) olusturulur.
o-terminal hidroksilasyon ile AA'nin (16-, 17-, 18-, 19- ve 20-HETE'ler) C16-C20
alkolleri olusturulur. ®-hidroksilaz, CYP4A ve CYP4F gen ailesinden
olup vazokonstriktor etkili 20-HETE olusumunu saglar. Olefin epoksidasyonu ise
(epoksijenaz reaksiyonu olarak da adlandirilir), birbirlerinin R,S veya S,R
enantiomeri olacak sekilde epoksieikosatrienoik asitlerin (14,15-, 11,12-, 8,9- ve
5,6-EET'ler) iiretimi ile sonuglanir. Ana insan CYP epoksijenazlari, AA'yr dort
EETmin tiimiine doniistirebilen CYP2C8/9/19 ve CYP2J2'dir. EET’ler epoksit
grubu icerirler. Bu grup yan yana bulunan iki karbon arasinda stabil olmayan
oksijen kopriisiinden olusmaktadir. EET’ler bu grubun yerlestigi karbon atomu
numarasina gore adlandirilirlar. Epoksijenasyonun AA’ nin 4 ¢ift bagindan
herhangi birinde olugsmasina gore, 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET ve 14,15-EET
olmak {izere 4 regioizomerik formu vardir. Her bolge izomeri, S/R ve R/S

enantiyomerlerinin bir karisimindan olusur. Her enantiyomer farkli oranda



gevseme yanitt olusturur (2, 3). (Sekil 1) Sican renal arterlerinde 11(R),12(S)-EET
gevsemeye neden olurken, 11(S),12(R)-EET herhangi bir etki gostermemistir (2).
14(S),15(R)-EET si1gir koroner arterlerinde gevsemeye neden olurken, 14(R),15(S)-
EET’nin gevseme yanit1 daha diisiiktiir (38). Bu bulgular, farkl regioizomerik ve
stereoselektif EET'lerin gevseme yanit1 iizerinde farkli etkilere sahip olabilecegi

fikrini desteklemektedir (39).

Membran Fosfolipidleri

Fosfolipaz A2

Arasidonik Asit

N imatik A
enenzimat N-agil-hidrolaz

LOX Sit P450 \
CoxX

AR

PG Lokotrienler EET ler

izoprostanlar

Sekil 1: Arasidonik asit metabolizmasina genel bakis.
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Sekil 2: CYP epoksijenaz yolu metabolizmasina genel bakis. (40).

2.2.2. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Metabolizmasi

EET'ler ¢esitli yollarla hizla metabolize edilir. EET lerin hiicre i¢i seviyeleri
sik1 bir sekilde diizenlenir. EET'ler olusturulduktan sonra, membran fosfolipidlerine
esterlesme, proteinlere baglanma, [-oksidasyon yoluyla daha kisa zincir
molekdllerine metabolize edilme veya c¢o6zindr epoksit hidrolaz (SEH) ile

metabolize edilme gibi ¢esitli yollarla geri doniistiiriilebilir veya atilabilirler (4).

Epoksit hidrolazin en ¢ok calisilan iki formu olan ve memelilerde
aragidonik asit epoksitlerini metabolize ettigi gosterilenler, ¢dziinlir epoksit
hidrolaz (sEH) ve mikrozomal epoksit hidrolazdir. Bu enzimler substratlarinin
yapisina ve hiicresel lokalizasyonlarina goére smiflandirilmiglardir.  sEH ile

mikrozomal epoksit hidrolaz arasinda sEH enzimi daha baskindir (6, 41, 42).

sEH, bir homodimer yapidadir. N-terminal alani, lipid fosfatlar1 hidrolize
eden bir fosfataz aktivitesi sergilerken, C-terminali alani, epoksitleri diollerine

doniistiiren bir epoksit hidrolaz aktivitesi sergiler (43). Bir¢ok dokuda EET
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metabolizmasi i¢in ana yol, epoksit hidrolaz araciligiyla dihidroksieikosatetraenoik
asidi (DHET) olusturulmasidir (5, 6). Bir¢ok organda DHET'lerin varligi, bu yolun
in vivo olustugunu dogrular. Yiiksek sEH aktivitesi igerenler arasinda karaciger,
bobrek, bagirsak ve damar dokusu bulunur. Diisiik sEH seviyeleri testislerde,
akcigerlerde, beyinde ve dalakta bulunur. sEH baskin olarak sitozolde yer alsa da,
sEH enzimatik aktivitesi ve sEH proteininin varhi§i peroksizomlarda da
gosterilmistir (44, 45). Zeldin ve arkadaslari sEH ile EET hidrasyonunun
14(R),15(S)-EET, 11(S),12(R)-EET ve 8(S),9(R)-EET enantiyomerleri icin
stereoselektif oldugunu vurgulamistir. EET’lerin sEH tarafindan metabolize
edilmesi, stereoselektif 6zelliklerin yan1 sira regioizomerik 6zelliklere de baghdir.
14,15-EET regioizomeri, SEH tarafindan tercih edilen substrattir, ardindan 11,12-

EET ve 8,9-EET gelir. Ayrica, 5,6-EET de bu enzim i¢in zayif bir substrattir (46).

EET'lerin DHET'lere doniigiimii genellikle EET'lerin biyolojik olarak
inaktif hale getirildigi bir siire¢ olarak goriilse de, DHET'lerin koroner dolasimda
vazoaktif olduklar1 ve bobrekte arginin vazopressinin hidroozmotik etkisinin

inhibitorleri oldugu gosterilmistir (7, 8).

sEH yolaginin aragtirilmasi, doku ve dolasimdaki EET seviyelerini artiran
SEH inhibitorlerinin ve transgenik sEH fareleri gelistirilmesi, CYP epoksitlerinin
ve diollerin biyolojik etkilerinin tanimlanmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulunmustur
(47, 48). Kuglik molekulld bir inhibitor kullanmak ya da EPHX genlerini silmek,
SEH'nin aktivitesini azaltabilir. sEH aktivitesinin baskilanmasi, EET'lerin

biyoyararlanimini arttirmak i¢in ¢ok énemli bir yontem olarak kabul edilir. Sonug
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olarak seH inhibisyonu EET’lerin hidrolizini engelleyerek EET’lerin seviyesini

artirabilir (49, 50).

Transgenik sEH fareleri ile yapilan bir calismada EET'lerin DHET ’lere
doniigiimiiniin azaldig1 gosterilmis. Bunun yaninda EET’lerin uzun zincirli epoksit
metabolitlerinin ve [ oksidasyon yolu ile olusan kisa zincirli epoksit
metabolitlerinin sentezinin arttigi vurgulanmistir. B-oksidasyon drtinleri biytk
Ol¢iide hiicrelerden atilirken, uzun zincirli metabolitlerin esterlesme yolu ile
cogunlukla endotelyal fosfolipidlere dahil edildigi gosterilmistir. SEH inhibe
edildiginde B-oksidasyon ve zincir uzamasinin ortaya ¢ikmasi, bu siireglerin EET

metabolizmasinin alternatif yollari olarak islev gordiigiinii diistindiirmustiir (51).

EET'ler bobrek ve karaciger dokusunda fosfolipidlerin sn-2 pozisyonuna
esterlenebilir ve bu esterlesme reaksiyonu potansiyel olarak hiicre zar1 kanal
aktivitesini diizenleyerek fosfolipid aracili sinyal iletim siireglerinde bir rol
oynayabileceklerini diisiindiirmektedir. Hiicre i¢i EET’lerin ¢ogu fosfolipidlerde
bulundugundan, EET saliverilmesi bir fosfolipazin Ca*? bagimli aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir. Fosfolipazin tiirii belirlenmemistir, ancak EET'lerin sn-2
konumunda bulunmasi, muhtemelen bir fosfolipaz A2 oldugunu diislindiirmektedir.
Chen ve arkadaslar esterlesmis EET'lerin bir lipid ¢ift tabakasinda kardiyak Ca*?
kanal aktivitesini inhibe ettigini bildirmistir. Bu bulgular, fosfolipidlerdeki
esterlesmis EET'lerin hiicre zar1 iyon tasinmasinin diizenlenmesine katkida

bulunabilecegini gostermektedir (52).

12



Yag asidi baglayici proteinlere (FABP) baglanma, EET'lerin
diizenlenebildigi baska bir potansiyel mekanizmadir. FABP sitozolde
esterlenmemis EET'yi fiziksel olarak baglar, bagladigt EET nin hedef proteinlere
ve enzimlere dagitimimi diizenler. EET'nin bir kismi, yag asidi sentez ve
oksidasyonunda gorev alan Koenzim A'ya bagli bir yolak araciligiyla fosfolipitlere
dahil edilir ve daha sonra fosfolipaz aracili hidroliz ile fosfolipitlerden yavasga
elimine edilir. Esterlesmemis EET'nin bir kism1 DHET'e doniistiiriiliir ve DHET'in
cogu hiicre dis1 siviya saliverilir (53, 54). FABP'nin EET'lere yiiksek afinitesi
vardir ve bu baglanma, EET'lerin DHET ’lere doniistimiinii azaltir. EET'lerin FABP
ile baglanmasi, EET'ler i¢in bir depo gorevi gérmekle birlikte EET'lerin biyolojik
eylemlerinin diizenlenmesine katkida bulunur (55). FABP, DHET'e kiyasla
EET’lere daha fazla afinite gostermektedir. Bu veriler FABP baglanmasinin,
EET’lerin hiicre i¢i tutulmasini kolaylastirabilecegini ve FABP’nin DHET’e
afinitesinin diisiik olmasindan dolayr DHET'lerin hiicrelerden saliverilmesini

kismen agiklayabilmektedir (56).

Yapilan bir ¢alismada domuz koroner arter diz kas hiicrelerinde 11,12
EET’den 11,12 DHET olustuktan sonra B-oksidasyon yoluyla 11,12-DHET'in de
metabolize edildigi gosterilmistir. 11,12 DHET ten vazodilatér aktiviteye sahip
olan bir 16-karbon diol olustugu bulunmus olup EET’lerin B-oksidasyonla kisa
zincirli epoksitlere de doniistiirtildiigi gosterilmistir (7). EET’lerden dolayli olarak
olusan kisa zincirli epoksitler bir A4-cis-¢ift bagi igeren 16 karbonlu metabolitlerdir
ve yapilan ek c¢alismalar ile bu iriinlerin peroksizomal (-oksidasyon ile

olusturuldugunu gostermistir (57).
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Bunlarin disinda 5,6-EET'nin COX tarafindan 5,6-epoksi-prostaglandinlere
metabolize edildigini ve COX metabolizmasinin 5,6-EET aracili biyolojik
eylemlere katkida bulundugu bildirilmistir (58, 59). Bu da COX metabolizmasinin

5,6-EETnin etkilerine katkida bulunduguna dair kanit saglamaktadir.

Prostaglandinlerin aksine, HETE ve EET'ler doku lipidlerinde depolanabilir
ve bir hormonal uyariya cevap olarak saliverilebilir. HETE ve EET'nin lipidlere
baglanmasi, karaciger, bobrekler ve trombositler gibi bazi1 dokularin bu maddeler

icin depo gorevi gormesini saglar (60, 61).

2.3. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Hiicresel Etki Mekanizmalari

EET lerin etkilerinin bir veya birden fazla reseptor araciligiyla oldugunu
gosteren kanitlar mevcuttur (9). EET’lerin hiicresel etkileri igin farkl
mekanizmalar ileri suriilmektedir. Bunlardan birincisi G proteini ile kenetli, selektif
EET reseptorlerinin varligy, ikincisi lipidde ¢oziinebilen agonistlerin reseptorlerine
baglanarak etki gostermesi ve sonuncusu da EET’lerin hiicre igine alinmasi ve
hiicre i¢inde iyon kanallari, sinyal proteinleri veya transkripsiyon faktorleri ile
direkt olarak etkilesmeye ge¢mesidir. EET'lerin ayrica ADP-ribozilasyon, Gsa
aracilt etkiler, protein kinaz A (PKA) aktivasyonu ve tirozin fosforilasyonu dahil

olmak iizere hiicre zar1 sinyal mekanizmalarini etkiledigi gosterilmistir (10).

Hiicre ylizeyinde EET reseptor bolgesinin varligi ilk olarak Wong ve
arkadaglar1 tarafindan, insan U-937 monositlerinin plazma membraninda ve kobay

monontkleer hucrelerinde 14,15-EET i¢in yiiksek afiniteli baglanma bdlgeleri
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gosterilmistir (62, 63). EET'lerin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde spesifik baglanma
bolgeleri veya reseptorler ile etkilesime girerek ADP-ribozilasyon yoluyla Gsa'nin
aktivasyonuna yol a¢tigt vurgulanmaktadir. Bu durum, adenilil siklaz
aktivitelerinin aktivasyonu ile sonug¢lanir. Sonrasinda SAMP olusumunu artar ve
PKA'y1 aktive eder. PKA, vaskiiler Katp kanallarini fosforile ederek aktive eder,
membran hiperpolarizasyonu sonrasinda diiz kaslarda gevseme meydana gelir (15).
EET'lerin Gsa'nin GTP baglama aktivitesini 3.5 kat arttirdigi ve insan U-937
monosit hicrelerinde, kobay mononikleer hucrelerinde hicre ici SAMP

konsantrasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (62, 63).

Kardiyovaskiler sistemde Katp kanallar1 yogun miktarda bulunur ve Katp
kanallarmin vaskiiler tonusun diizenlenmesinde ©nemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (64). Yapilan bir ¢alismada sigan mezenterik arteriyel Katp
kanallarinin, 11,12-EET tarafindan giiclii bir sekilde aktive edildigi bildirilmistir.
11,12-EET ile Katp kanallarinin aktivasyonu mezenterik damar gevseme yanitinin
yaklagik %50'sini olusturmus olup, bu etkilerin PKA ile iliskili oldugu

diistintilmiistiir (13).

EET'lerin gevsetici yanitlarinin sigir koroner arterinde, EET'ye 0zgii
antagonistler olan 14,15-epoksieikoza-5(Z)-enoikasit(14,15-EEZE) ve 14,15-
epoksieikoza-5(Z)-enoik-metilsulfonilimid(14,15-EEZE-mSI) tarafindan inhibe
edildigi gosterilmistir (15). Yapilan bir ¢alismada mezenterik arteriyel Katp
kanallariin 14,15-EET ile aktivasyonunun 14,15-EEZE, anti-Gso antikorlar1 ve
ADP-riboziltransferaz inhibitorleri tarafindan bloke edildigi gosterilmistir. Bu
sonuclar, 14,15-EET'nin izole edilmis kiiciik mezenterik arterlerde giiglii
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vazodilatasyon olusturdugunu ve 14,15-EET'nin etkilerinin 14,15-EEZE ve ADP-
riboziltransferaz inhibitorleri tarafindan 6nemli 6l¢lide azaltildigin géstermektedir.
Ayrica pinasidil (ATP duyarli potasyum kanal acgicis1) aracili Karp kanali
aktivasyonu ve bunun sonucu olusan vazodilatasyon, 14,15-EEZE ve ADP-
riboziltransferaz inhibitorleri ile 6n inkiibasyonla veya yama pipet ¢ozeltisine anti-
Gsa antikorunun eklenmesiyle inhibe edilememistir, dolayisiyla bu bulgular
bilesiklerin etkilerinin spesifik oldugunu ve Katp kanal aktivasyonu ile sonuglanan
EET sinyal yolundaki basamaklara etki ettigini gostermektedir. Ayrica 14,15-
EEZE'ye glibenklamid (Kate kanal inhibitord) ilavesinin ek bir inhibitor etkisi
olmamistir. Bu durum 14,15-EEZE'nin 14,15-EET tarafindan indiiklenen
vazodilatasyonun Katp kanal aktivasyon bilesenini tamamen inhibe etmede yeterli
oldugunu diisiindiirmektedir. Ilaveten ADP-riboziltransferaz inhibitori olan 3-
aminobenzamid ile inklbasyon, 14,15-EET vazodilator etkilerinin dnemli élglde
inhibisyonuna neden olmustur ve bu durum ADP-ribozilasyonun 14,15-EET'nin
etkilerine aracilik ettigini gostermektedir (65). Bu bulgular diz kas hucrelerinin
plazma membraninda bir EET reseptoriiniin mevcut olabilecegini ve bu reseptorin
vaskiler duz kas hucrelerinde Katp kanallarinin aktivasyonunda rol oynadigini

desteklemektedir (14).

EET’lerin hiicresel diizeydeki etkileri incelendiginde bu etkilere aracilik
edebilecegi digiiniilen 3 tip kalsiyum duyarli potasyum kanali mevcuttur.
lletkenliklerine gore bu kanallar yiiksek iletkenlige sahip, kalsiyumla aktive olan
K" (BKca) kanallari, orta iletkenlige sahip, kalsiyum ile aktive olan K* (IKca)

kanallar1 ve disiik iletkenlige sahip, kalsiyum ile aktive olan K" (SKca)

16



kanallaridir. CYP epoksijenazlar ile olusturulan EET'ler, yiiksek iletkenlige sahip,
kalsiyumla aktive olan BKca kanallarini ve membran hiperpolarizasyonunu aktive
ederek vaskiiler diiz kas gevsemesine neden olurlar (11, 12). EET'lerin, 6zellikle
11,12- ve 14,15-EET'nin, hiperpolarizasyon ve gevsemeyi ortaya ¢ikarmak igin
vaskiler duz kas hicreleri Uzerindeki BKca kanallarimi aktive edebileceginin
anlasilmasi, onlarin bir Endotel Kaynakli Hiperpolarizan Faktér (EDHF) sinifi
olarak tanimlanmasina yol agmustir (66, 67). 11,12-EET'nin, domuz koroner
vaskiiler diiz kas hiicresinde SKca, IKca ile birlikte BKca kanalin1 da aktive ettigi
bildirilmistir (68). BKCa kanallarinin aktivasyonuna bagli endojen ADP-
ribozilasyonunun rolii sigir koroner arterlerinde incelenmistir. EET'lerin, ADP-
ribozilasyon ile guanin niikleotid baglayici protein olan Gsa'nin aktivasyonu
yoluyla hiicre i¢i SAMP artisina neden oldugu gosterilmistir. Bu yolun ise 11,12-
EET tarafindan indiiklenen BKca kanallarinin aktivasyonuna aracilik etmede

o6nemli bir rol oynadig1 vurgulanmistir (69).

Mezanterik arterde yapilan bir c¢alismada 11,12-EET ve 11,12-EET
analoglar1 olan 11,12-eter-EET-8-ZE, 11,12-eter-EET-8-ZE-OH ve 11,12-tetra-
EET-8-ZE mezenterik arter gevsemesine neden oldugu gosterilmistir. 11,12-EET
ve 11,12-EET analoglari, mezenterik miyosit protein fosfataz 2A (PP2A)
aktivitesini 3.5 kat arttirmigtir. Protein fosfataz inhibitorii olan Okadaik asit ve EET
inhibitori 14,15-EEZE, PP2A aktivitesinde 11,12-EET aracili artis1 inhibe etmistir.
Bu bulgular, PP2A aktivitesinin BKca kanallarinin aktivasyonu ile iligkili oldugu

ve EET’lerin olusturdugu gevseme yanitina katki sagladigi diistiniilmektedir (70).
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Ote yandan, 5,6-EET ve 8,9-EET'nin fare endotel hiicrelerinde gegici
reseptor potansiyel vanilloid 4 kanallarin1 (TRPV4) aktive ettigi gosterilmistir. Bu
vanilloid kanalm aktivasyonu sonucunda Ca?* akis1 ile beraber endotelyal K* kanali
aktive olur. Endotel hiicrelerinin hiperpolarize oldugu, ardindan vaskiiler diiz kasin
gevsedigi gosterilmistir (68). Yapilan baska bir ¢alismada segici olmayan bir K*
kanal blokorl olan tetraetilamonyum (TEA) ile 5,6-EET'nin vazodilator etkisi
ortadan kaldirilarak, EET'ye bagli vazodilatasyonun K* kanallarinin aktivasyonu ile
ilgili oldugu dogrulanmistir (71). Koroner arterde, mezenterik arterlerde ve aortta
gevseme ve hiperpolarizasyon TEA tarafindan bloke edildigi tespit edilmistir,
ancak glibenklamid tarafindan bloke edilmedigi gosterilmistir. Bu veriler damar
gevseme yanitina ATP'ye duyarli K™ kanallar1 inhibitérii olan glibenklamid’in
degil, se¢ici olmayan K* kanal blokorii olan TEA nin etki ettigini ortaya koymustur

(72-74).

EET’lerin biyolojik aktivitesi, hiicrelerin plazma membraninda bulunan bir
reseptOriin aracilik ettigi bir mekanizma ile iliskilidir. EET’lerin reseptore
baglanmas1 Tlizerine bir sinyal kaskadi baslattigi disiiniilmektedir. EET’ler
reseptore baglandiginda, sAMP tarafindan uyarilan ve aromataz geninin
transkripsiyonuna neden olan mekanizma aktive olur. EET'lerin aromataz
tizerindeki biyolojik etkilerini bu mekanizma ile sagladigi disiiniilmektedir ve

vaskiiler tonusun korunmasina katkida bulundugu vurgulanmaistir (75, 76).

Sican izole aort dokusunda EET’lerin gevsetici etkisini arastirmak igin
yapilan bir calismada, dokular U-46619 (Tromboksan A2 analogu) ve fenilefrin ile
inkiibe edilerek kasilma yanit1 elde edilmistir. EET lerin gevsetici etkisi selektif
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tromboksan (TP) antagonisti olan SQ-29548 ve alfa reseptdr antagonisti olan
prazosin ile karsilagtirilmis olup 14,15-EET, SQ-29548’¢ benzer sekilde bir
gevseme yanitina neden olurken, prazosinin yaptigl gevseme yanitina benzer bir
gevseme yanitt olusturmamistir. Bu nedenle 14,15-EET’nin TP reseptorleri

tizerinden de etkili olabilecegi ileri siirilmiistiir (77).

Yapilan bir calismada, mikrozomlarda EET'lerden olusturulan -
hidroksillenmis 11,12- ve 14,15-EET tlrevlerinin peroksizom proliferator aktive
edilmis reseptdr (PPAR, ) 'yv1 aktive ettigini gostermistir, bu da EET ile uyarilan
gen ifadelenme diizenlenmesinin hiicre i¢i bir mekanizma yoluyla gergeklestigini

diisiindiirmektedir (78).

Tirozin kinaz baglantili kaskadlar aracilifiyla EET biyolojik tepkimelere
aracilik edebilir. Domuz aortu endotelyal hiicre lizatlarindaki tirozin kinaz
aktivitesinin 11,12-EET ilave edildikten sonra 3 kat kadar arttigi gosterilmistir.
Tirozin kinaz aktivitesinde EET ile indiiklenen artis, Ca*? konsantrasyonunda veya
K* kanal aktivasyonunda bir degisiklige neden olmadan gergeklesmistir. Bu
bulgular, aktive edilen tirozin kinazin ¢oziiniir mii yoksa membran baglantili m1
oldugunu gostermemekle birlikte EET lerin hiicresel mekanizmalarinda rol aldigini

desteklemektedir (79).
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2.4. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Periferik Etkileri
2.4.1. Kardiyovaskuler ve Renal Sistem Etkileri

Son yillarda yapilan arastirmalar, EET’lerin vaskiiler sistemde Onemli
biyolojik etkilerinin oldugunu vurgulamaktadir. EET’ler kardiyovaskiiler sistemde
vazodilatasyon, antiinflamasyon, antiagregasyon gibi etkileriyle dikkat
¢cekmektedir. EET olusumundaki bir bozuklugun hipertansiyona neden olabilecegi
diistiniilmektedir. EET’lerin en 6nemli metabolize olma yollarindan biri olan sEH
enzimi iizerinde durulmustur. Bir sEH inhibitoriiniin kan basincini diisiirme
mekanizmasinin, li¢ farkli etkene bagli oldugu vurgulanmistir. Birincisi, EET lerin
renal dolasimda DHET ’lerden daha fazla vazodilatasyon olusturdugu bilinmektedir
(58). Hipertansif sicanlarda meydana gelen Ang Il'ye karst artan renal
mikrovaskuler aktivite, 11,12-EET analogu tarafindan baskilanmaktadir, bu da
endojen EET'deki bir artisin benzer bir etkiye sahip olacagini diislindiirmektedir.
sEH inhibitoriiniin uygulanmasi, EET'lerin hidrolizini azaltir ve bu nedenle daha
yuksek bir endojen EET seviyesi saglar. Bu durum, renal vazokonstriksiyonu azaltir
ve boylece renin-Ang ll-aldosteron bagimli hipertansiyonu azalttig
goriilmiistiir(80). Ikinci bir faktdr, SEH inhibisyonunun, EET'lerin fosfolipidlere
dahil edilmesini arttirarak, hiicre uyarildiginda daha fazla EET mobilizasyonuna
yol agmasidir. EET'nin artan saliverilmesinin vazodilatasyon yanitini gii¢lendirdigi
diisiiniilmektedir (51). Ugiincii faktdr, sEH inhibe edildiginde, artan miktarlarda
EET'nin  B-oksidasyon yoluyla, kisa zincirli epoksi yag asitlerine
doniistiiriilmesidir. Bu kosullar altinda ortamda biriken kisa zincirli epoksi yag
asitlerinin, gili¢lii vazodilatasyona neden oldugu tespit edilmistir (81). Yapilan
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baska bir calismada sEH(Ephx2) gen silme ve sEH inhibisyonunun etkileri
karsilastirilmis ve sEH inhibisyonuna kiyasla sEH geni silinen farelerde EET'lerin
DHET'lere doniisme oraninin daha ytiksek oldugu ve sEH inhibisyonunda 9-HETE,
11-HETE, 15-HETE ve 19-HETE'min plazma konsantrasyonlarinin arttigi
gosterilmistir.  Bu bulgular AA metabolizmasinin  bahsi gecen HETE’lerin
sentezlenme yollar1 olan w-hidroksilaz-LOX yollarina dogru ilerlemesine neden
oldugu diistiniilmektedir. Proinflamatuar faktér olan HETE'lerin seviyesinin
artmast EET’lerin antiinflamasyon ve kardiyoprotektif etkilerini ortadan
kaldirmaktadir (82). Dahl si¢anlarindaki genetik hipertansiyon nedeninin
epoksijenaz aktivitesindeki yetersizlikten kaynaklandigi diisiiniilmektedir ayrica
genetik hipertansiyonu olan farelere sEH gen hasar1 da uygulandiginda diyetlerinde

tuz olup olmamasi farketmeksizin kan basinglarinin diistiigii gézlemlenmistir (83).

Bobreklerde epitelyal transport incelendiginde, 11,12-EET’nin biyolojik
olarak aktif EET regioizomeri oldugu goriilmektedir. 11,12-EET'nin epitelyal
sodyumun geri emilimini engelledigi ve yiiksek diyet sodyumuna yanit olarak kan
basincinin diizenlenmesine katkida bulundugu gosterilmistir (84, 85). AA tiirevi
CYP metabolitleri olan EET'ler ve 20-hidroksiyeikosatetranoik asit (20-HETE)
bobrek metabolizmasinda anahtar rol oynar ve hem renal tiibiiler hem de vaskuler
fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkilidir. ~ CYP enzimleri, tiibiiler epitel
hlcrelerinde yuksek oranda bulunur ve sodyumun tubtler transportunun
diizenlenmesine katilan EET'leri ve HETE'leri sentezler (86). Ayrica gebelik
hipertansiyonu bulunan kadinlarda epoksit metabolitlerinin {iriner atilim1 artmstir.

Bu bulgular, EET'lerin ve sEH'nin kan basincinin diizenlenmesinde aktif rol

21



oynadigini ve hipertansiyonda yeni bir tedavi metodu olabilecegini
diistindiirmektedir (87). Sistemik hipertansiyonda AA’nin vazodilatér etkisinin
mikonazol(epoksijenaz inhibit6rii) ile azaldigi bulunmustur. Asetilkolin nitrik oksit
(NO) bagimsiz renal vazodilatasyona neden olurken mikonazol bu etkiyi

azaltmaktadir (88).

Coziinlir epoksit hidrolazin (sEH) artan aktivitesinin ve diisik EET
seviyelerinin diyabetik nefropatinin altinda yatan nedenlerden biri oldugu
diistiniilmektedir. Streptozotosin kaynakli diyabette sEH gen silinmesinin afferent
renal arteriyol endotel fonksiyonunu iyilestirdigi ve bobrek hasarini azalttig1 rapor
edilmistir (89). Genetik olarak obez Zucker siganlarinin renal ve mezenterik
mikrodamarlarinda CYP2C epoksijenazlarin seviyesinin azalmast bozulmus

vazodilatasyon ile iligkili oldugu bulunmustur (90).

Kisa bir yar1 dmre sahip olan bir bagka regioizomer olan 5,6-EET'nin de
vazodilator bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (59, 91-93). Yang ve arkadaslari
5,6-EET analoglar kullanarak 5,6-EET'nin vaskiiler aktivitesini tanimlamiglar ve
5,6-EET analogunun metil tlirevinin (5,6-EET-Me) sigir koroner arterlerinde doza
baghh gevsemeye neden oldugunu ifade etmislerdir (91). EET regioizomerleri
arasinda 5,6-EET'nin, izole edilmis perfiize tavsan bobrek dokusunun
gevsemesinde giiclii etkisi oldugu ve 5,6-EET aktivitesinin siklooksijenaz
tarafindan bloke edilen tek izomer oldugunu gosteren in vivo bir fizyoloji ¢aligmasi
bulunmaktadir (94). Ayrica, izole edilmis perfiize tavsan bobreginin 5,6-EET'yi

siklooksijenaz metabolitleri 5-hidroksi-PGI1 ve 5,6-epoksi-PGE1'e doniistiirdiigii
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bulunmustur. Ayrica, 5,6-epoksi-PGE1’nin vazodilator etkisini 5,6-EET'ye esdeger

oldugu gosterilmistir (59).

EET agonistlerinin gelisimi, EET antagonistlerinin kesfine de yol agmustir.
EET antagonistleri, vaskiler dokularda EET'lerin biyolojik rollerini belirlemek icin
farmakolojik bir ara¢ olarak kullanilmigtir. Yapilan calismalarda asetilkolin,
bradikinin ve lokal endotel gerim stresine (shear stres) bagli vazodilatasyonun
endotel bagimli oldugu ve siklooksijenaz, nitrik oksit sentaz inhibitorleri ile
azaldig1 gosterilmistir. Bu ajanlarla olusan gevseme yanitinda siklooksijenaz ve
nitrik oksit sentaz inhibitdrleri uygulandiktan sonra kalan gevseme yanitinin
selektif EET antagonisti olan 14-15epoksieikoza-5(Z)-enoikasit tarafindan
tamamen ortadan kalkmis oldugu gosterilmistir (95). 14,15-EEZE ve 14,15-EEZE
metilstlfonamid (14,15-EEZE-SI)’ nin parsiyel agonist aktiviteye sahip oldugu ve
EET'nin neden oldugu gevsemeyi antagonize ettigi belirlenmistir. 14,15-EEZE tim
regioizomerik EET'lerde gevsemeyi engellerken, 14,15-EEZE-SI'nin 14,15-EET
ve 5,6-EET ile indiiklenen gevsemeyi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu caligmalar
ayrica AA’ya yanit olarak prostaglandinlerden bagimsiz vazodilatasyonun 14,15-
EEZE tarafindan inhibe edildigini gostermistir (15, 38). Sigir koroner arterinde
yapilan ¢alismalarda 14,15-EEZE ve 14,15-EEZE-SI, EET lerin gevseme yanitlari
uzerindeki etkilerini azaltmigtir. Prostasiklin analogu iloprost ve NO donoru
sodyum nitroprussid’in etkilerini degistirmemistir. Sonuglar 14,15-EEZE ve 14,15-
EEZE-SI’nin secgici EET antagonisti oldugunu gostermektedir (96, 97). COX ve
NOS inhibitorlerinin varliginda insan meme arterlerinin bradikinin ve asetilkolin

kaynakli gevsemesi 14,15-EEZE ile ortadan kaldirilmistir. Bu bulgular, diiz kas
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hlcresi hiperpolarizasyonu yoluyla bradikinin, metakolin ve asetilkolinin neden
oldugu, NO ve COX'ten bagimsiz gergeklesen vazodilatasyona EET'lerin aracilik
ettigini destekleyen gilicli kanitlar saglamistir(98). Ayrica yapilan bagka bir
calismada adenozin analogu olan adenosin 5'-N-etilkarboksamide gevsemeye
neden oldugu tespit edilmistir. 14,15-EEZE ile yanitin azaldig1 gozlemlenmistir.
EET'lerin AA reseptorlerini aktive eden adenosin analoglarinin aracilik ettigi
gevsemeye katki sagladigi belirlenmistir (99). EET’ler ve antagonistlerinin
kardiyovaskiiler sistemde farkli etkileri degerlendirildiginde, EET lerin iskemik
reperfiizyon hasarinda kardiyak koruyucu etkilerinin 14,15-EEZE ile ortadan
kaldirildigi gosterilmistir (100). Bu bulgular, EET antagonistlerinin EET'lerin
biyolojik etkilerini tanimlamak icin Onemli farmakolojik araglar oldugunu

gostermektedir.

Yapilan bir ¢aligmada, sicanlarda in vivo olarak asetilkolin (ACh) ile
indiiklenen retinal arteriyollerin genislemesinde EET'lerin rolii arastirilmistir.
Vazodilator yanitlari, okiiler fundus goriintiilerinde retina arteriyollerinin ¢apindaki
degisiklik belirlenerek degerlendirilmistir. Bir CYP epoksijenaz inhibitorii olan 17-
oktadesinoik asit ve EET'lerin bir antagonisti olan 14,15-EE5(Z)E'nin intravitreal
enjeksiyonunun, retina arteriyollerinin ACh ile indiiklenen gevsemesini azalttig1
bulunmus ve EET antagonistleri, NO sentazlarin ve siklooksijenazlarin inhibitorleri
olan NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) ve indometasin ile olusan
inhibisyon altinda ACh'ye kars1 olusan gevseme yanitinin zayifladigi goriilmiistir.
14,15-EET nin intravitreal enjeksiyonu sonrasi retina arteriyollerindeki gevseme

yanitinin, BKca kanallarinin bir inhibitorii olan iberiotoksin tarafindan onlendigi
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gOrtlmistiir. Bu sonuglar, ACh'nin EET'lerin iiretimini uyardigini ve béylece BKca

kanallarinin aktivasyonu yoluyla retinal arteriyolleri genislettigini géstermektedir

(101) .

2.4.2. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Urogenital Sistemdeki Etkileri

Sigan izole miyometriyum diiz kasinda yapilan bir ¢calismada, EETlerin
etkilerini incelemek i¢in sicanlardan elde ettikleri miyometriyumda spontan
kontraksiyonlar devam ederken 8,9-EET, 11,12-EET ve 14,15-EET etkisini
degerlendirmisler ve epoksijenazlarin spontan kasilma yanitlarini azalttig1 tespit
edilmis, ayrica miyometriyum dokusunda sEH ve CYP2J2’nin varligit Western Blot

yontemiyle gosterilmistir (102).

Isli ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, sitokrom P450
monooksijenaz inhibitorlerinin ve EET’lerin, izole tavsan korpusunda Elektriksel
Alan Stimiilasyonunun (EAU) aracilik ettigi NO bagimli ve bagimsiz non-
adrenerjik non-kolinerjik (NANK) gevseme yanitlarina katkida bulundugu
gosterilmistir. Etkilerini presinaptik bir mekanizma ile gosterdikleri bildirilmistir

(103).

Sican izole korpus kavernozumunda EETlerin etkisinin gosterildigi bir
caligsmada, fenilefrin ile kasilmis izole dokuda 11,12-EET ile yaklasik %80°’lik bir
gevseme yaniti olustugu tespit edilmistir. Olusan gevsetici etkinin nitrik oksit
sentez inhibitori L-NAME, ATP duyarli potasyum kanal blokdrii glibenklamid,

kalsiyumla aktive potasyum kanal blokorl iberiotoksin ve soluble guanilat siklaz
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inhibitord  1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) eklenmesiyle
azaldig1 saptanmistir. 11,12- EET'nin korpus kavernozum iizerindeki gevsetici
etkisine Katp ve Kca'nin yani sira sGMP/NO yolaginin aracilik ettigi gosterilmistir
(104). Ayrica 14,15-EEZE, siganlarda erektil yanit1 azaltmistir ve buna ek olarak
normal erektil fonksiyon icin NO ile birlikte EET'erin gerekli oldugu

vurgulanmistir (105).

2.4.3. Epoksieikozatrienoik Asitlerin Gastrointestinal Sistemdeki Etkileri

EET lerin gastrointestinal sistemde inflamasyon ile ilgili sureclerde yer
aldigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. EET'ler anti-inflamatuar 6zellikler
sergiler. Kessler ve arkadaslarimin  yapti§i bir c¢alismada sitokinler ve
lipopolisakkarit gibi proinflamatuar mediatorlerin  EET'lerin  olusumunu ve

epoksijenaz aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (106).

Ulseratif kolit hastalarindan izole edilen 6rneklerde EET’lerin diizeylerini
ve Uretimini degerlendirmek amaciyla, lezyonlu dokular ve kontrol grubu olan
saglikli gruplar arasinda Western Blot analiziyle CYP2J2 diizeylerine bakilmistir.
Ulseratif kolitli dokuda CYP2J2 diizeyleri anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur.
Ayn1 zamanda yine EET diizeylerini karsilastirmiglardir ve ilseratif kolitli dokuda

EET dizeylerinin anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugunu saptamislardir (107).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Sican izole Mide Fundus Preparatinin Hazirlanmasi

Deneylerde 250-300 g agirh@indaki 30 adet erkek wistar sigan
kullanmilmistir.  Calisma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmstir (G.U.ET - TTU-2021-7215). Sicanlar standart laboratuvar
kosullarinda [20+£2°C, 12saat aydinlik, 12saat karanlik] tutuldu ve su i¢meleri
serbest, standart laboratuvar hayvan yemi ile beslendi. Sicanlar ketamin/ksilazin
(45 mg/kg /5 mg/kg, i.v.) ile anesteziye edildikten sonra karin orta hat bolgesinden
acilarak mideye ulasildi. Mide fundusu distal kismindan ayrilarak biiyiik kurvatiir
boyunca agilip 6zefagus sfinkteri ile biiyiik kurvatur arasindaki bolge kesilerek
cikarildi. Dokular 6nceden 37 C’ye 1sitilmis %5 CO2, %95 Oz karisimi ile
havalandirilan Krebs soliisyonu bulunan petrilere konulup, petrilerde epidermal
doku bag dokusu dokudan uzaklastirildi. Mide fundusu 3x3x20 mm boyutunda
longitudinal seritler halinde kesilerek ve hazirlandi. Dokular organ askisi
yardimiyla Krebs soliisyonu igeren 20 ml’lik organ banyosuna bir ucu organ
askisina bir ucu da izometrik kuvvet transdiserine (MAY, FDT35, COMMAT Ltd.
Ankara, Tirkiye) bagl olacak sekilde yerlestirildi. Izometrik diiz kas kasilmalar
ve gevsemeleri transdiiserler araciligi ile (BIOPAC, MP35 System Inc, COMMAT

Ltd., Ankara, Tirkiye) kayit edildi.
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3.2 Deney protokolt

Dokulara deneyin baglangicinda 1 g 6n gerim uygulanmig ve 15 dakika ara
ile banyolar yikanip 1saat dengelenmeye birakilmigtir. Spontan tonusun olugmasi
nedeniyle bozulan gerim dinlenme siireci boyunca tekrar 1 g’a ayarlanmistir.
Dinlenme periyodunun ardindan yapilan 6n deneylerde Elektriksel Alan Uyarisi
(EAU) i¢in uygun parametreler belirlenmis, EAU i¢in dokular iki platin elektrod
arasina vertikal olarak ve elektrodlara degmeyecek sekilde asilmistir. EAU aracili
kasilma yanitlar1 120 sn aralikla 10 sn sire ile 60 volt, 1 ms parametrelerinde ve 16

hz de alinmustir.

EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlari, sempatik sinir sisteminin ve
prostaglandinlerin etkisini ortadan kaldirmak i¢in, sempatik sinir sonlanmalarindan
noradrenalin saliverilmesini inhibe eden guanetidin (10® M) ve siklooksijenaz
inhibitori indometasin (10° M) varliginda alinmistir. Guanetidin ve Indometasin
organ banyosuna EAU aracili kasilma yanitlar1 elde edilmeden 20 dk Once

eklenmistir.

Ayt bir seri deneyde kolinerjik kasilma yanitlari, guanetidin (10° M) ve
indometasin (10 > M)’e ek olarak NOS inhibitérii NG-nitro-L-arjinin metil ester
(L-NAME) (10* M) varliginda alimustir. Guanetidin, indometasin ve L-NAME
organ banyosuna EAU aracili kasilma yanitlar1 elde edilmeden 20 dk &nce

eklenmistir.

Maddelerin ¢Ozucisu olan etanol ve dimetil stlfo oksit (DMSQO)’in dokular

tizerinde etkileri degerlendirilmis ve etkileri goriilmemistir.
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3.2.1. EAU Aracili Kasilma Yanitlarinin Tanimlanmasi

Mide fundus seritlerinde EAU aracili kasilma yanitlar1 alindiktan sonra
ortama farkli dokularda farkli agonist ve antagonistler (sempatik sinir
sonlanmalarindan noradrenalin saliverilmesini inhibe eden guanetidin, 10 M;
siklooksijenaz inhibitorii indometasin, 10° M; muskarinik reseptér antagonisti
atropin, 10 M; antikolinesteraz neostigmin, 10° M; Nitrik oksit sentaz inhibit6ri

L-NAME, 10* M ) uygulanarak tanimlama yapildi.

3.2.2. EAU Aracili NO Bagimli ve Bagimsiz Kasilma Yanitlar1 Uzerine EET lerin

Etkisinin Arastirilmasi

Mide fundus seritlerinde guaneditin (10® M) ve indometasin (10° M)
varliginda EAU aracili kontrol kasilma yanitlar1 stabillestikten sonra ortama
kimalatif olarak 11,12-EET (102 - 3x10® M) ve 14,15-EET (10 -10% M )

eklenip NO bagimli EAU aracili kasilma yanitlari iizerine etkisi gozlemlenmistir.

Ayr1 bir seri deneyde mide fundus seritlerinde guaneditin (10 M),
indometasin  (10° M) ve L-NAME (10 M) varliginda EAU aracili kasilma
yanitlar stabillestikten sonra ortama kiimiilatif olarak 11,12-EET (102- 3x108 M)
ve 14,15-EET (10! -10®M ) eklenip NO bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari

tizerine etkisi gozlemlenmistir.
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3.2.3. EAU Aracili NO Bagimli ve Bagimsiz Kasilma Yanitlar1 Uzerine EET lerin

Etkisine 14,15-EEZE nin Katkisinin Arastirilmasi

Mide fundus seritlerinde guaneditin (10° M) , indometasin (10° M) ve
EET antagonisti olan 14,15-epoxyeicosa-5(Z)-enoicasit (14,15-EEZE) (107 M)
varhginda EAU aracili kasilma yanitlari stabillestikten sonra 11,12-EET (102 -
3x10® M) ve 14,15-EET (10 -10® M Yin NO bagimli EAU aracili kasilma

yanitlari {izerine etkisi degerlendirilmistir.

Ayr bir seri deneyde Mide fundus seritlerinde guaneditin (10 M) |
indometasin (10° M), L-NAME (10*M) ve EET antagonisti olan 14,15-EEZE
(107 M) varliginda EAU aracili kasilma yanitlar1 alindiktan sonra 11,12-EET (102
- 3x108 M) ve 14,15-EET(10*!-10® M )’in NO bagimsiz EAU aracili kasilma

yanitlari lizerine etkisi degerlendirilmistir.

3.2.4. EAU Aracili NO Bagimli ve Bagimsiz Kasilma Yanitlar1 Uzerine EET lerin

Etkisine Potasyum Kanal Blokorlerinin Katkisinin Arastirilmasi

Mide fundus seritlerinde guaneditin (10°® M) ve indometasin (10° M)
varliinda EAU aracili kasilma yanitlart stabillestikten sonra ortama kiimiilatif
olarak 11,12- EET(10*2 - 3x10® M) ve 14,15- EET(10! -10® M) eklenip NO
bagimli EAU aracili kasilma yanitlar lizerine etkisi gdzlemlenmistir. Ardindan
ayni protokol potasyum kanal blokorleri; ATP bagimli (Katp) kanal blokord
glibenklamid(10® M), kalsiyumla aktive edilen potasyum (Kca) kanal blokori

iberiotoksin (10 M), voltaj bagimli potasyum kanal (Ky) blokorii 4-AP (10* M)
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varliginda tekrar edilmistir. Her bir potasyum kanal blokoriiniin etkisi ayr1 dokuda

degerlendirilmistir.

Mide fundus seritlerinde guaneditin (10°® M), indometasin (10° M) ve L
NAME (10 M) varhginda EAU aracili kasilma yanitlar1 stabillestikten sonra
ortama kiimulatif olarak 11,12-EET (107*2- 3x10®8 M) ve 14,15-EET (1011-108 M)
eklenip NO bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlari {izerine etkisi gézlemlenmistir.
Ardindan ayni protokol potasyum kanal blokdrleri; ATP bagimli (Katp) kanal
blokorii glibenklamid (10° M), kalsiyumla aktive edilen potasyum (Kca) kanal
blokorii iberiotoksin (10® M), voltaj bagimli potasyum kanal (Ky) blokorl 4-AP
(10* M) varhiginda tekrar edilmistir. Her bir potasyum kanal blokoriiniin etkisi ayri

dokuda degerlendirilmistir.

3.2.5. EAU Aracili NO Bagimli ve Bagimsiz Gruplarda Kasilma Yanitlar1 Uzerine

Sitokrom P450 Mono-Oksijenaz inhibitdrlerinin Etkilerinin Arastirilmasi

Mide fundus seritlerinde guaneditin (10°® M) ve indometasin (10° M)
varliginda EAU aracili kontrol kasilma yanitlar1 elde edildi. Kasilma yanitlar
stabillestikten sonra ortama kiimiilatif olarak sitokrom p450 monooksijenaz
inhibitorleri: non spesifik sitokrom P450 inhibitori mikonazol (10° -10* M ),
spesifik w-hidroksilaz inhibitorii 17- oktadesinoik asit (17-ODYA) (10°- 10° M)
eklenmis ve bu enzim inhibitorlerinin NO bagimli EAU aracili kasilma yanitlar
tizerine olan etkisine bakilmistir. Her bir enzim inhibitdriiniin etkisi ayr1 dokuda

degerlendirilmistir.
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Mide fundus seritlerinde guaneditin (10® M) ve indometasin (10° M) ve
NOS inhibitorii L-NAME (10 M) varliginda EAU aracili kontrol kasilma yanitlari
elde edildi. Kasilma yanitlar1 stabillestikten sonra ortama kiimiilatif olarak p450
monooksijenaz inhibitdrleri: non spesifik sitokrom P450 inhibitéri mikonazol (10°
.10 M), spesifik w-hidroksilaz inhibitorii 17- oktadesinoik asit (17-ODYA) (10°
°-10° M) eklenip bu enzim inhibitorlerinin NO bagimsiz EAU aracili kasilma
yanitlari iizerine olan etkisine bakilmistir. Her bir enzim inhibitoriiniin etkisi ayri

dokuda degerlendirilmistir.

3.2.6. Potasyum Kloriir ve Kalsiyumla Kastirilmig Dokularda Agonist ve

Antagonistlerin Etkilerinin Arastirilmasi

Mide fundus seritleri, ortamda guanetidin (10 M) ve indometasin (10° M)
varliginda 80 mM potasyum kloriir (KC1) ve 2,5 mM kalsiyum (Ca*?) ile kasild.
Kumiilatif olarak 11,12-EET(10%2 - 3x10® M), 14,15 EET (10 -10% ™M),
Mikonazol( 10° -10* M) ve 17 ODYA(10°- 10° M) ve tek doz EET antagonisti
14,15-EEZE(107" M) eklenip kasilma yanitlar1 iizerine etkileri degerlendirilmistir.

Her bir enzim inhibitoriiniin etkisi ayr1 dokuda degerlendirilmistir.

3.2.7. Western Blot Yontemiyle Epoksit Hidrolaz (SEH) ve CYP2J2’nin Varliginin

Tanimlanmasi

Western Blot yontemi ile ilgili ¢alismalar Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji AD laboratuvarinda yapilmastir.
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3.2.7.1. Sigan Mide Fundus Doku Orneklerinden Total Protein Ekstraksiyonu

Epoksit hidrolaz ve sitokrom p450-2J2 (CYP450-2J2) protein ifade
diizeyleri Western Blot (WB) yontemi ile belirlenmistir. 100 mg doku 6rnegi
alinarak, buz iizerinde steril bistiiri yardimiyla kiigiik parcalara ayrildiktan sonra
proteaz ve fosfataz inhibitorleri ile desteklenmis RIPA tamponu kullanilarak
mekanik pargalayict (IKA TI10) yardimiyla parcalanan hiicrelerden protein
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen total protein miktart BCA Protein Assay kiti
kullanilarak belirlenmistir. Kit protokoliine uygun olarak 25 pg ile 2000 pg
konsantrasyon arasinda degisen 7 adet Bovine Serum Albumin (BSA) standardinin
diliisyonlart olusturulmustur. Kit icerisinde bulunan A ve B c¢ozeltileri 50:1
oraninda karistirilarak elde edilen karigim standart protein diliisyonlarina eklenmis
ve 30 dk 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda proteinlerin konsantrasyonlari
SpectraMax M3 (Molecular Devices, ABD) cihazinda 562 nm dalga boyunda
Olgiilerek standart egri hazirlanmig ve bu egri yardimiyla protein miktarlar

belirlenmistir.

3.2.7.2. Western Blot Analizi

Total protein konsantrasyonlart belirlenmis olan protein lizatlarindan, esit
miktarda (30 pg) olacak sekilde protein karigimi alinarak, 4X Laemmli yilikleme
tamponu (%10 SDS, 20% Gliserol, %0.01 Bromofenol mavisi, 0.3125M Tris HCI
pH:6.8) 3:1 oraninda karistirilmistir. Ardindan kuru 1sitict blokta proteinleri

denatiire etmek amaciyla karigim 5 dakika siire ile 95°C’de bekletilmis ve ardindan
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+4 derecede 5 dk sogumasi beklenmistir. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) elektroforez sistemiyle (Biorad), %4’lik yukleme jeli ve %10 luk
SDS-PAGE ayirma jeli kullanilarak dikey elektroforez uygulanmstir. ilk kuyucuga
boyal1 peroksidaz isaretli protein molekiiler agirlik belirteci ve diger kuyucuklara
sirastya denatiire edilmis protein 6rnekleri yiiklenerek elektroforez islemi 100 V’da
1.5-2 saat +4 °C’de yiiriitme islemi gerceklestirilmistir. Bu sekilde proteinlerin

yiiriitme tamponu araciligiyla molekiiler agirliklarina gére ayrilmasi saglanmaistir.

Elektroforez isleminin tamamlanmasmin ardindan, metanol ile aktive
edilmis 0.2 pm poliviniliden florur (PVDF) membrana proteinlerin transferinin
gerceklestirilmesi amaciyla PAGE jel ile membran yiizeyleri arasinda bosluk
kalmayacak sekilde karsi karsiya getirilerek transfer diizenegi olusturulmustur.
Islak transfer sistemi kullanilarak 250 mA sabit akimda 2.5 saat +4 °C’de transfer
islemi gerceklestirilmistir. Birincil antikorlarin 6zgiil olmayan baglanmasini
engellemek amaciyla membranlar, %0,1 Tween-20 eklenmis tris-tamponlu tuz
¢ozeltisi (1X TBST) igerisinde hazirlanmis %3 BSA ¢ozeltisi ile 1 saat oda
sicakliginda bloklama islemine tabi tutulmustur. Bloklama isleminin sonunda
membranlar %3 BSA igeren 1X TBST igerisinde seyreltilmis anti-CYP450-2J2
(1:1000) ile anti-Epoxide hydrolase (1:1000) antikorlar1 ve housekeeping protein
olarak anti-p-actin (1:1000) antikoru ile +4 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi
giin Inkiibasyonun ardindan membranlar, 5 dakika boyunca 3’er defa 1X TBST
cozeltisi ile yitkanmistir. Yikama islemi sonunda membranlar, %3 BSA igeren 1X
TBST icerisinde seyreltilmis anti-tavsan IgG, HRP konjuge sekonder antikoru

(1:2000) ile oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sekonder antikor ile
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inkiibasyonun ardindan membranlar, 5 dakika boyunca 3’er defa 1X TBST
cozeltisinde yikandiktan sonra kemiliiminesan 1sima veren kromojen substrat
(Luminata Forte Western HRP Substrate, Millipore, Almanya) ile muamele
edilmistir. Elde edilen kemiluminesans 1s1ma Kodak Gel Logic 2200 Carestream
(ABD) goriintiileme sisteminde fotografi ¢ekilerek bant goriintiileri kaydedilmistir.
Western blot analizi her bir antikor icin en az 3 tekrarli olacak sekilde

gergeklestirilmistir (108).

3.3 Deneylerde Kullanilan Soliisyon ve Maddeler

Banyo soliisyonu olarak kullanilan Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin bilesimi
(mM), NaCl 118; KCI 4.7; NaHCO3 25; NaH2P0O4-2H20 0.9; CaCl2-2H20 1.26;

MgCI-6H20 0.5; Glukoz monohidrat 11.

80 mM KCI ’lik Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin bilesimi (mM), NaCl 42.7,
KCI180.0 mM; NaHCO3 25; NaH2P0O4-2H20 0.9; CaCl2-2H20 1.26; MgCI-6H20

0.5; Glukoz monohidrat 11.

Atropin sulfat, neostigmin, guanetidin monostulfat, L-NAME hidroklorid,
11,12-EET, 14,15-EET, Mikanazol, 17-ODYA indometasin Sigma Chemical Co
(St. Louis MO, ABD)’den 14,15-EEZE Cayman Chemical Co ( Michigan,

ABD)’den temin edilmistir.

Atropin silfat, neostigmin, guanetidin monosulfat, L-NAME hidroklorid
distile suda, indometasin, mikonazol ve 17-ODYA dimetil stlfoksit (DMSO)’te

¢Ozlinmis olup diistik konsantrasyonlar ise distile su kullanilarak elde edilmistir.
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14,15-EET, 11,12-EET etanol i¢inde ¢oziinmiis olup diisiik konsantrasyonlar1 ise

distile su kullanilarak elde edilmistir.

Western blot yonteminde kullanilan maddeler ve ¢ozeltiler; Anti-Epoxide
hydrolase antibody(Abcam), Anti-CYP2J2 Polyclonal Antibody(MyBiosource),
Beta Actin Monoconal Antibody (Cell Signal Tecn.), RIPA tamponu(Abcam), Tris-
Glycine Buffer(Cell Signal Tecn.), TBS(Cell Signal Tecn.), BCA Protein Assay
Kiti, Bovine Serum Albumin (BSA), Etanol (Sigma, ABD), Laemmli buffer (Sigma,
ABD), Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Thermo Fisher Scientific, Almanya),

Tetrametilendiamin (TEMED) (Thermo Fisher Scientific, Almanya)
3.4 Bulgularin Sunulusu ve Istatistiksel Analiz

Sitokrom P450 yolagi {irlinlerinin ve mono-o0ksijenaz inhibitorlerinin
kontrol yanitlarina olan etkisi ifade edilirken, EAU aracili kasilma yanitlari
kontrol yanitlarinin yiizdesi olarak hesaplanmistir. Verilerin istatistiksel analizi
“IBM SPSS Statistics 22” programu ile bilgisayar ortaminda yapilmistir. Deneysel
sonuclar, ortalama deger + standart hata ile ifade edilmistir. Deney gruplarindan
elde edilen yanitlarin istatistiksel olarak anlamliligini degerlendirmek igin
bagimsiz gruplarda Mann Whitney U testi, gruplar arasi farklilik degerlendirilirken
Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Gruplar arasi farklilikta farkin hangi gruptan
kaynaklandigini bulmak i¢in diizeltmeli p degerine gore Mann Whitney U testi
yapilmistir. p<0.05 ise ortalamalar arasi fark anlamli kabul edilmistir. Western
Blot analizi ile epoksit hidrolaz (sEH) ve CYP2J2’nin varliginin tanimlanmasi

semikantitatif olarak yapilmustir.
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4 BULGULAR
4.1. EAU Aracili Kasilma Yanitlarimin Tanimlanmasi

Guanetidin (10® M) ve indometasin (10° M) EAU aracili kasilma yanitlart
lizerine istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadi. Atropin (10° M) EAU
aracili kolinerjik kasilma yanitlarin1 tamamen ortadan kaldirdi. Neostigmin (107

M) EAU aracili kasilma yanitlarini istatistiksel olarak anlamli oranda arttirdi

(%6227.43 + 8.33).

Ay bir seri deneyde kolinerjik kasilma yanitlari, guanetidin (10° M) ve
indometasin (10° M)’e ek olarak NOS inhibitérii L-NAME (10* M) varliginda
almmustir. L-NAME (10 M) kasilma yanitlarini istatistiksel olarak anlamli oranda

arttirdi (%185.10 + 8.13).

4.2. EAU Aracih NO Bagimh ve Bagimsiz Kasilma Yamtlar1 Uzerine 11,12-

EET nin Etkisi

11,12-EET (10!2-3x108 M), Guaneditin (10° M) ve Indometasin (10° M)
varliginda NO bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarin1 konsantrasyon
bagiml sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%30,25 + 3,60) (10° M,

p <0,05; 10 -3x10® M, p <0,001) (Grafik 1).

11,12-EET (1012-3x10® M), Guanetidin (10°® M), indometasin (10> M) ve

L-NAME (10*% M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili kolinerjik kasilma
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yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti

(%13,87 + 1,09) (108 -3x10 M, p <0,01) (Grafik 1).

EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarinda 11,12-EET’nin olusturdugu
kasilma yanitlarini inhibe edici etkinin NO bagimli grupta, NO bagimsiz gruba gore
daha fazla oldugu saptanmis ve 1012 — 3x10® M konsantrasyonlarinda bu farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir ( p<0,05) (Grafik 1).
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Grafik 1: EAU aracih kolinerjik kasilma yamtlar: iizerine 11,12-EET (10%2-3x10®
M)’nin etkisi. NO bagimh kasilma yamitlar1 guanetidin (10° M) ve indometasin (10° M)
varhginda alindi. NO bagimsiz kasilma yamitlar1 guanetidin (10® M), indometasin (10
M) ve L-NAME (10% M) varhginda alindi. Kasilma yamtlar1 kontrol kasilma
yamitlarinin yiizdesi olarak ifade edildi (Kontrole gore anlamhlik *, p<0.05, **, p<0.01,
*** p<0.001, L-NAME (10* M) varh@inda aym dozdaki gruplara gére anlamhhk #,

p<0.05, ##, p<0.01 n=7).
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4.3. EAU Aracih NO Bagimh ve Bagimsiz Kasilma Yamitlar1 Uzerine 14,15-

EET nin etkisi

14,15-EET (10'11-10® M), Guaneditin (10® M) ve Indometasin (10° M)
varliginda NO bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarin1 konsantrasyon
bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%25,66 + 3,07) (10'9 M,

p <0,01; 108 M, p <0,001) (Grafik 2).

14,15-EET (10'11-10® M), Guanetidin (10 M), indometasin (10 M) ve L-
NAME (10 M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarini
konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%14,65 +

1,39 )(10°° M, p <0,05; 10°® M, p <0,01) (Grafik 2).

EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarinda 14,15-EET nin olusturdugu
inhibe edici etkinin NO bagimli grupta, NO bagimsiz gruba gore daha fazla oldugu
saptanmis ve 10® M konsantrasyonda bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir ( p<0,01) (Grafik 2).
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Grafik 2: EAU aracihi kolinerjik kasilma yamtlari iizerine 14,15-EET (101%-108 M)’in
etkisi. NO bagimh kasilma yamtlar1 guanetidin (10° M) ve indometasin (10° M)
varhiginda alindi. NO bagimsiz kasilma yamtlar1 guanetidin (10 M), indometasin (10
M) ve L-NAME (10% M) varhginda alindi. Kasilma yamtlar1 kontrol kasilma
yamitlarinin yiizdesi olarak ifade edildi (Kontrole gore anlamhlik *, p<0.05, **, p<0.01,
*** p<0.001, L-NAME (10* M) varh@inda aym dozdaki gruplara gore anlamhhik #,

p<0.01, n=6).
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4.4. EAU Aracil NO Bagimh Kasilma Yamtlar1 Uzerine 11,12-EET Etkisinde

14,15-EEZE’nin Rolu

11,12-EET (10*2-3x10® M), Guaneditin (10° M) ve indometasin (10 M)
varliginda NO bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarin1 konsantrasyon
bagimli sekilde istatistiksel olarak anlaml1 oranda azaltt1 (%30,25 + 3,60 )(10° M,

p <0,05; 10® -3x108 M, p <0,001) (Grafik 3).

11,12-EET (102-3x10® M), Guaneditin (10® M) , Indometasin (10° M)
ve 14,15-EEZE (10® M) varliginda NO bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti

(%18,33+ 2,50) (10° M, p <0,05; 10 -3x108 M, p <0,01) (Grafik 3).

EET Antagonisti olan 14,15-EEZE (10 M) varliginda, EAU aracili NO
bagimli kolinerjik kasilma yanitlar iizerine 11,12-EET (102-3x10® M)’nin inhibe
edici etkisi 14,15-EEZE ile inkiibe edilmeyen gruba kiyasla konsantrasyon bagimli
sekilde istatistiksel olarak anlamli 6lciide azalmistir (10 -3x10® M, p <0,05)

(Grafik 3).
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Grafik 3: EET Antagonisti olan 14,15-EEZE (10® M) varhginda, EAU aracih NO
bagimh kolinerjik kasilma yamitlari iizerine 11,12-EET (1012-3x10® M)’nin etkisi. NO
bagimh kasilma yamitlar1 guanetidin (10° M) ve indometasin (10° M) varhgmnda
alindi. Kasilma yanitlar1 kontrol kasilma yamitlarinin yiizdesi olarak ifade edildi
(Kontrole gore anlamhihk *, p<0.05, **, p<0.01,***, p<0.001, 14,15-EEZE (108 M)

varhginda ayni dozdaki gruplara gore anlamhilik #, p<0.05, n=6).
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4.5. EAU Arach NO Bagimsiz Kasilma Yanitlar: Uzerine 11,12-EET

Etkisinde 14,15-EEZE’nin Rolu

11,12-EET (1012-3x10® M), Guanetidin (10°® M), Indometasin (10> M) ve
L-NAME (10% M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili kolinerjik kasilma

yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti

(%13,87 + 1,09 )(10® -3x10® M, p <0,01) (Grafik 4).

11,12-EET (10'*2-3x10® M), Guaneditin (10° M) , Indometasin (10° M),
L-NAME (10* M) ve 14-15 EEZE (10® M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili
kolinerjik kasilma yanitlarim1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak
anlaml1 oranda azaltti( %11,43 + 2,47) (10° M,p <0,05; 10® -3x10® M, p <0,01)

(Grafik 4).

EET Antagonisti olan 14,15-EEZE (10 M) varliginda, EAU aracili NO
bagimsiz kolinerjik kasilma yamitlar1 iizerine 11,12-EET (102-3x10® M) nin
inhibe edici etkisi 14,15-EEZE ile inkiibe edilmeyen grup ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli oranda degismedi (Grafik 4).
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Grafik 4: EET Antagonisti olan 14,15-EEZE (10® M) varhginda, EAU aracih NO
bagimsiz kolinerjik kasilma yamtlar iizerine 11,12-EET (101%-3x10® M)’nin etkisi.
NO bagimsiz kasilma yamtlar1 guanetidin (106 M), indometasin (10° M) ve L-NAME
(10*M) varhginda alindi. Kasilma yamtlar1 kontrol kasilma yamtlarinin yiizdesi

olarak ifade edildi (Kontrole gore anlamhlik *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001, n=6).
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4.6. EAU Aracili NO Bagimh Kasilma Yamtlar1 Uzerine 14,15-EET Etkisinde

14,15-EEZE’nin Rolu

14,15-EET (10'11-10® M), Guaneditin (10® M) ve Indometasin (10° M)
varliginda NO bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarin1 konsantrasyon
bagimli sekilde istatistiksel olarak anlaml1 oranda azaltt1 (%25,66 + 3,07) (10° M,

p <0,01; 10® M, p <0,001) (Grafik 5).

14-15 EET (10%-10® M), Guaneditin (10° M) , indometasin (10> M) ve
14-15 EEZE (10® M) varliginda NO bagimhi EAU aracili kolinerjik kasilma

yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti

(%18,11 + 2,44) (10° M, p <0,05; 108 M, p <0,01) (Grafik 5).

EET Antagonisti olan 14-15 EEZE (10® M) varhginda, EAU aracili NO
bagimli kolinerjik kasilma yanitlar iizerine 14-15 EET (10°1*-10® M)’nin inhibe
edici etkisi 14-15 EEZE ile inkibe edilmeyen gruba kiyasla konsantrasyon bagimli
sekilde istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalmistir (10° -10% M, p <0,05) (Grafik

5).
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Grafik 5: EET Antagonisti olan 14,15-EEZE (10® M) varhginda, EAU aracih NO

bagimh kolinerjik kasilma yanitlar iizerine 14,15-EET (101!-108 M)’nin etkisi. NO

bagimh kasilma yamitlar1 guanetidin (10° M) ve indometasin (10° M) varhginda

alindi. Kasilma yanitlar1 kontrol kasilma yanitlarimin yiizdesi olarak ifade edildi

(Kontrole gére anlamhihk *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001, 14-15 EEZE (10 M)

varh@inda ayni dozdaki gruplara gore anlamhhk #, p <0.05, n=7).
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4.7. EAU Aracal NO Bagmsiz Kasilma Yamtlar1 Uzerine 14,15-EET

Etkisinde 14,15-EEZE’nin Rolu

14,15-EET (10'11-108 M), Guaneditin (10° M) , indometasin (10> M) ve L-
NAME (10*M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarini

konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%14,65 +

1,39) (101° M-10°M, p <0,05; 108 M, p <0,001) (Grafik 6).

14,15-EET (10**-10® M), Guaneditin (10® M), indometasin (10 M), L-
NAME (104 M) ve 14-15 EEZE (10® M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili
kolinerjik kasilma yanitlarim1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak
anlamli oranda azaltt1 ( %13,13 £2,56 ) (10° M, p <0,05; 10 M, p <0,01) (Grafik

6).

EET Antagonisti olan 14-15 EEZE (108 M) varliginda, EAU aracili NO
bagimsiz kolinerjik kasilma yanitlari iizerine 14-15 EET (10"**-10® M)’nin inhibe
edici etkisi 14-15 EEZE ile inkiibe edilmeyen grup ile kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli oranda degismedi (Grafik 6).
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Grafik 6: EET Antagonisti olan 14,15-EEZE (10® M) varhginda, EAU aracih NO
bagimsiz kolinerjik kasilma yamtlari iizerine 14,15-EET (10'*1-10% M)’nin etkisi. NO
bagimsiz kasilma yamitlari guanetidin (10° M), indometasin (10> M) ve L-NAME (10
M) varhginda alindi. Kasilma yamitlari kontrol kasilma yamtlarinin yiizdesi olarak

ifade edildi. (Kontrole gore anlamhilik *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.01, n=6).
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4.8. EAU Aracih NO Bagimh Kasilma Yamtlar1 Uzerine 11,12-EET’nin

Etkisine Potasyum Kanal Blokérlerinin Roli

Glibenklamid (10° M), guanetidin (10® M) ve indometasin (10 > M)
varliginda, artan dozlarda uygulanan 11,12-EET (1012-3x10® M)’nin EAU aracili
NO bagimli kasilma yanitlar iizerindeki 108 ve 3x10® M konsantrasyonlardaki
inhibe edici etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%20,34 + 3,49) (10

8 _3x10°® M, p <0,05) (Grafik 7).

4-AP (10* M), guanetidin (10® M) ve indometasin (10 ° M) varliginda,
artan dozlarda uygulanan 11,12-EET (10?- 3x10® M)’nin EAU aracili NO bagimli
kasilma yanitlari iizerindeki 10® M ve 3x10® M konsantrasyonlardaki inhibe edici
etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%19,97 + 2,56) (108 -3x108 M,

p <0,05) (Grafik 7).

Iberiotoksin (10 ® M), guanetidin (10° M) ve indometasin (10 ° M)
varliginda, artan dozlarda uygulanan 11,12-EET (10?-3x10® M)’nin EAU aracili
NO bagimli kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibe edici etkisinde istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklige neden olmadi (Grafik 7).
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Grafik 7: Potasyum kanal blokorleri, Glibenklamid (10 M), 4-AP (10“ M) ve
iberiotoksin (10 M) varhgnda, EAU aracith NO bagimh kolinerjik kasilma yamtlart
uzerine 11,12-EET (10*2-3x10® M)’nin etkisi. NO bagimh kasilma yamtlari
guanetidin (10 M) ve indometasin (10° M) varhginda alindi. Kasilma yamtlar
kontrol kasilma yamitlarinin yiizdesi olarak ifade edildi ( Glibenklamid (10 M), 4-AP

(10*M) varh@inda aym dozdaki kontrol gruplarina gore anlamhilik * , p<0.05, n=6).
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4.9. EAU Aracih NO Bagimsiz Kasilma Yamtlar1 Uzerine 11,12-EET’nin

Etkisine Potasyum Kanal Blokérlerinin Roli

Glibenklamid (10 M), guanetidin (10® M), indometasin (10 °> M) ve L-
NAME (10*M) varhiginda, artan dozlarda uygulanan 11,12-EET (102-3x10°®
M)’nin EAU aracili NO bagimsiz kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibe edici etkisine

katkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Grafik 8).

4-AP (10 * M), guanetidin (10° M), indometasin (10 ° M) ve L-NAME
(10% M) varliginda, artan dozlarda uygulanan 11,12-EET (102-3x10® M) nin
EAU aracili NO bagimsiz kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibe edici etkisine katkisi

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Grafik 8).

Iberiotoksin (10 ® M), guanetidin (10 M) , indometasin (10 > M) ve L-NAME (10°
M) varliginda, artan dozlarda 11,12-EET (10°2-3x10® M) nin EAU aracili NO
bagimsiz kasilma yanitlar1 iizerindeki inhibe edici etkisine katkisi istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (Grafik 8).
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Grafik 8: Potasyum kanal blokérleri, Glibenklamid (10 M), 4-AP (10* M) ve
iberiotoksin (10 M) varhginda, EAU aracth NO bagmsiz kolinerjik kasilma
yamtlar1 iizerine 11,12-EET (102-3x10® M)’nin etkisi. NO bagimsiz kasilma
yamitlar1 guanetidin (10% M), indometasin (10° M) ve L-NAME (104 M) varhgmda
alindi. Kasilma yanitlar1 kontrol kasilma yamtlarimin yiizdesi olarak ifade edildi

(n=6).
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4.10. EAU Aracih NO Bagimh Kasilma Yamtlar1 Uzerine 14,15-EET’nin

Etkisine Potasyum Kanal Blokorlerinin Katkisi

Glibenklamid’in (10°® M), guanetidin (10® M) ve indometasin (10 > M)
varliginda, artan dozlarda 14,15-EET (101-10® M) nin EAU aracili NO bagimli

kasilma yanitlar1 izerindeki inhibe edici etkisine katkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (Grafik 9).

4-AP (10 M), guanetidin (10°® M) ve indometasin (10° M) varliginda, artan
dozlarda uygulanan14,15-EET (10*-10® M)’nin EAU aracili NO bagimli kasilma
yanitlar iizerindeki 10° M ve 10® M konsantrasyonlardaki inhibe edici etkisini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%12,75 + 1,40)( 10° M, p <0,05; 108 M,

p <0,01) (Grafik 9).

Iberiotoksin (10® M); guanetidin (10® M) ve indometasin (10° M)
varliginda, artan dozlarda iizerine 14,15-EET (10!-10® M) nin EAU aracili NO
bagimli  kasilma yanitlar1 iizerindeki 10° M, 10° M wve 10% M
konsantrasyonlardaki inhibe edici etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti

(911,96 + 2,37) (10" M- 10° M, p <0,05; 10 M, p <0,01 ) (Grafik 9).
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Grafik 9: Potasyum kanal blokérleri, Glibenklamid (10 M), 4-AP (10* M) ve
iberiotoksin (10 M) varhginda, EAU aracith NO bagimh kolinerjik kasilma yamitlart
Uzerine 14-15 EET (101'-10® M)’nin etkisi. NO bagimh kasilma yamtlar1 guanetidin
(10°® M) ve indometasin (10° M) varhiginda alindi. Kasilma yamtlar1 kontrol kasilma
yamtlarimn yiizdesi olarak ifade edildi (4-AP (10* M) , iberiotoksin (10° M) ,

varh@inda aym dozdaki kontrol gruplarina gore anlamhhk *, p<0.05, **, p<0.01,

n=6).
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4.11. EAU Aracih NO Bagimsiz Kasilma Yanitlar Uzerine 14,15-EET’nin

Etkisine Potasyum Kanal Blokorlerinin Katkisi

Glibenklamid (10 M), guanetidin (10® M), indometasin (10 °> M) ve L-
NAME (104 M) varliginda, artan dozlarda 14,15-EET (101t-108 M) "nin EAU
aracilt NO bagimsiz kasilma yanitlart iizerindeki inhibe edici etkisine katkisi

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Grafik 10).

4-AP (10 * M), guanetidin (10° M), indometasin (10 ° M) ve L-NAME
(10*M) varliginda, artan dozlarda 14,15-EET (10'**-10M)’nin EAU aracili NO
bagimsiz kasilma yanitlar1 (zerindeki inhibe edici etkisini istatistiksel olarak

anlamli oranda azaltt1 (%6,16 + 1,24 ) (108 M, p <0,01 ) (Grafik 10).

Iberiotoksin’in (10 ® M), guanetidin (10 M) , indometasin (10 > M) ve L-
NAME (10* M) varliginda, artan dozlarda 14,15-EET (101!-10M)’nin EAU
aracilt NO bagimsiz kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibe edici etkisine katkisi

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Grafik 10).
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Grafik 10: Potasyum kanal blokorleri Glibenklamid (10¢ M), 4-AP (10* M) ve
iberiotoksin (10 M) varhginda, EAU aracth NO bagmsiz kolinerjik kasilma
yamitlar iizerine 14,15-EET (101*-10"® M)’nin etkisi. NO bagimsiz kasilma yamtlar
guanetidin (10 M), indometasin (10° M) ve L-NAME (10* M) varhgnda ahndi.
Kasilma yanitlar1 kontrol kasilma yamtlarinin yiizdesi olarak ifade edildi (4-AP (10

M) varhginda aym dozdaki kontrol gruplarina gore anlamhhk *, p<0.01, n=6)
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4.12. EAU Aracith NO Bagimh Kasilma Yamitlar1 Uzerine Sitokrom P450

Mono-Oksijenaz Inhibitorlerinin Etkileri

Non spesifik sitokrom P450 inhibitérii olan Mikonazol (10°-10* M)
Guaneditin (10° M) ve Indometasin (10° M) varliginda NO bagimli EAU aracili
kolinerjik kasilma yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak
anlamli oranda azaltt1 (%27,42 + 1,94) (10° M, p <0,01; 10*M, p <0,001) (Grafik

11).

Mikonazol (10°-10* M); Guanetidin (10° M), indometasin (10° M) ve L-
NAME (10 M) varliginda NO bagimsiz EAU aracil1 kolinerjik kasilma yanitlarimi
konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltt1 (%19,46 +

0,81) (10 M, p<0,05; 105 M, p <0,01; 10*M, p <0,001) (Grafik 11).

Mikonazol’iin olusturdugu EAU aracili kolinerjik kasilma yanitinin
azalmasmin NO bagimli grupta, NO bagimsiz gruba gore daha fazla oldugu
saptanmis ve 10 * M konsantrasyonda bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir ( p <0,01) (Grafik 11).
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Grafik 11: EAU aracili kolinerjik kasilma yamitlari iizerine Mikonazol (10°-10“ M)’mn
etkisi. NO bagimh kasilma yamtlar1 guanetidin (10° M) ve indometasin (10° M)
varhiginda alindi. NO bagimsiz kasilma yamtlari guanetidin (10°° M), indometasin (10
> M) ve L-NAME (10* M) varhiginda alindi. Kasilma yamitlar1 kontrol kasilma
yanitlarinin yiizdesi olarak ifade edildi (Kontrole gore anlamhhk *, p<0.05, **,
p<0.01, *** p<0.001, L-NAME (10* M) varh@inda aym dozdaki gruplara gore

anlamhlik #, p<0.01, n=6).
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Spesifik o-hidroksilaz inhibitorii 17- ODYA (107°-10° M), Guaneditin
(10 M) ve indometasin (10° M) varliginda NO bagimli EAU aracili kolinerjik
kasilma yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli
oranda azaltt1 (%14,08 £ 1,93) (10 M, p <0,05; 10'M, p <0,01; 10° -10° M, p

<0,001) (Grafik 12).

17- ODYA (10°-10"° M), Guanetidin (10® M), indometasin (10° M) ve
L-NAME (10*% M) varliginda NO bagimsiz EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlarin1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti

(%9,86 + 2,32) (107- 10°° M, p <0,05) (Grafik 12).

17-ODYA’nin olusturdugu EAU aracili kolinerjik kasilma yanitimi
azalmasinin NO bagimli grupta, NO bagimsiz gruba gore daha fazla olmasina

karsin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. (p>0,05) (Grafik 12).
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Grafik 12: EAU aracih kolinerjik kasilma yamtlari iizerine 17- ODYA (10%%-10%)" nin
etkisi. NO bagimh kasilma yamitlar1 guanetidin (10 M) ve indometasin (10° M)
varhginda ahindi. NO bagimsiz kasilma yamitlari guanetidin (10-° M), indometasin (10-
> M) ve L-NAME (10* M) varhiginda alindi. Kasilma yamitlar1 kontrol kasilma
yanitlarinin yiizdesi olarak ifade edildi (Kontrole gore anlamhhk *, p<0.05, **,

p<0.01, *** p<0.001, n=6)

61



4.13. Potasyum Kloriir ve Kalsiyumla Kastirilmis Dokularda Agonist ve

Antagonistlerin Etkileri

Mide fundus seritleri, ortamda guanetidin (10® M) ve indometasin (10° M)
varhiginda 80 mM potasyum kloriir (KCI) ve 2,5 mM kalsiyum (Ca*?) ile kasildu.
Kimdlatif olarak 11,12-EET(10%? - 3x10® M), 14,15-EET(10! -10% M),
Mikonazol( 10 -10* M) ve 17 ODYA(10°- 10 M) ve tek doz EET antagonisti

14,15-EEZE(107 M) eklenip kasilma yanitlar1 {izerine etkileri degerlendirilmistir.

80 mM potasyum Kloriir (KCI) ve 2,5 mM kalsiyum (Ca*?) ile kastirilmis
dokularda; 11,12-EET (101 - 3x10® M), 14,15-EET (10'!-10® M), 14,15-EEZE
(107 M), Mikonazol ( 10°-10* M) ve 17 ODYA ( 10°-10° M) istatistiksel olarak

anlamli bir gevseme yanit1 olusturmamaistir.

4.14. Western Blot yontemiyle epoksit hidrolaz (sEH) ve CYP2J2’nin

varhiginin tanimlanmasi

Mide fundus dokularindan elde edilen protein drneklerinde CYP450-2J2 ve
epoksit hidrolaz proteinlerinin western blot analizi sonuglarina gore her iki
proteinin ifade diizeylerinin var oldugu sonucuna varilmistir. Housekeeping protein

olarak kullanilan B-actinin farklilik gostermedigi gorildii (Sekil 3).
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” Cyp450-2j2 (55 kDa)
* Epoksit hidrolaz (53 kDa)
ey ot G

Sekil 3. Mide fundus dokularindan ekstrakte edilen protein érneklerinden CYP450-

2J2 ve Epoksit hidrolaz protein bantlarimin goriintiisii.
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5. TARTISMA

Calismamizda mide fundus dokusunda EAU aracili kasilma yanitlar1 elde
edildi. EAU aracili kasilma yanitlar1 izerinde siklooksijenaz inhibitorii indometasin
ve sempatik sinir uglarindan noradrenalin saliverilmesini inhibe eden guanetidin
istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadi. Kolinesteraz inhibitorii neostigmin
EAU aracili kasilma yanitlarini arttirirken, muskarinik reseptor antagonisti atropin
bu yanitlar1 tamamen inhibe etti. NOS inhibitérii L-NAME EAU aracili kasilma
yanitlarini arttirdi. Bu sonuglar mide fundus dokusunda EAU aracili kasilma
yanitlarinin kolinerjik sinirlerin uyarisina bagli oldugunu, ayrica NO’nun inhibitor

bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

Tavsan mide fundusunda EAU aracili kasilma yanitlarinin degerlendirildigi
caligmalarda, kasilma yanitlarinin atropin tarafindan tamamen ortadan kalktig1 ve
neostigmin tarafindan arttigi gosterilmistir. Ayrica c¢alismalarda EAU aracili
kasilma yanitlar1 {izerine Tetrodotoksin’in etkisi degerlendirilmis ve yanitlarin
tamamen ortadan kalktigi tespit edilmistir. Bu sonuglar EAU aracili kasilma
yanitlarinin presinaptik norotransmisyonla oldugunu gostermektedir (109, 110).
Calismamizda bu c¢aligmalarla benzer EAU parametreleri kullanilmistir.
Gastrointestinal motilitenin duzenlenmesinde kolinerjik sinir sistemi 6nemli bir
role sahiptir. Mide fundusunda kolinerjik innervasyon oldugu ve kasilmaya
muskarinik reseptorlerin neden oldugu bilinmektedir. Asetilkolinin, gastrointestinal
motilitenin primer diizenleyicisi ve kasilmayi1 saglayan ana norotransmitter oldugu
bilinmektedir. Enterik sinirlerden asetilkolin saliverilmesi, presinaptik olarak
kontrol edilmektedir (29, 32, 35). Literatiir ile benzer sekilde, mide fundusunda elde
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ettigimiz EAU aracili kasilma yanitlarinin sinirsel uyar1 bagh kolinerjik agirima ait

oldugunu gostermektedir.

Sunulan ¢alismada, EET analoglar1 11,12-EET ve 14,15-EET; EAU aracili
kolinerjik kasilma yanitlar1 iizerinde konsantrasyon bagimli olarak inhibe edici
etkiye neden olmustur. Aynit zamanda etkilerinin hangi mekanizma {izerinden
oldugunu arastirmak i¢in EET antagonisti 14,15-EEZE, K* kanal blokérlerinden
ATP bagimhi (Katp) kanal blokoriu glibenklamid, kalsiyumla aktive edilen
potasyum (BKca) kanal blokorii iberiotoksin, voltaj bagimli potasyum kanal (Kv)

blokori 4-AP varliginda 11,12-EET ve 14,15-EET etkisi tekrar degerlendirilmistir.

Aragidonik asit (AA) metabolizma {iriinlerinden prostaglandin ve
l6kotrienler; siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LOX) enzimleri tarafindan
sentez edilirler. Uglincti fakat daha az bilinen bir yolak da AA’y1 sitokrom P450
(CYP) enzim sistemi ile hidroksieikozatetraenoik asit (HETE) ve
epoksieikozatrienoik asit (EET)’e metabolize eder. CYP2C ve CYP2J gen
ailelerinden olan epoksijenazlar AA’y1 epoksieikozatrienoik asitler (EET)’e
dontstiirirler. EET'lerin 1990°larin ortalarina kadar 6zellikle vaskiiler ve bobrek
sistemlerinde 6nemli biyolojik etkiler yarattigi, damarlarda gevseme yanitlarina
neden oldugu, ancak endotelde sentezlendikleri i¢in etkilerinin sinirli oldugu
diisiiniilmekteydi  (87). Literatiirdeki ¢alismalar bu nedenle Oncelikle
kardiyovaskiiler sistem ve hipertansiyon konusunda yogunlagsmigtir. Normotansif
ve hipertansif siganlarda yapilan bir calismada, EET'leri metabolize ederek
dihidroksieikosatrienoik asitlere (DHET'ler) doniistiiren enzim ¢0zunebilir epoksit
hidrolazin (sEH) inhibe edilmesinin, normotansif sicanlarda ve hipertansif
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siganlarda kan basmcimi disiirdiigii gosterilmistir (111). Birgok hipertansiyon
tipinde, vaskiiler sEH ifadelenmesindeki artistan kaynakli olarak EET diizeylerinin
azaldig bildirilmistir (112). Sican izole bobrek arkuat arterlerinde EET’lerin
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada 11,12-EET’nin bobrek arkuat arterinde
gevsetici etkisinin oldugu tespit edilmistir (113). Benzer sekilde bir ¢ok dokuda
EET lerin diiz kaslardaki gevsetici etkileri gozlenmis olup laboratuvarimizda izole
tavsan korpus kavernozumunda yapilan bir ¢alismada, EAU aracili NO bagimli ve
bagimsiz non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) gevseme yanitlarina EET’lerin
katkilarmin oldugu ve etkilerini presinaptik mekanizmayla olusturduklar
gosterilmistir (103). Sigan izole miyometriyum diiz kasinda yapilan bir ¢alismada,
EET’lerin etkilerini incelemek i¢in sicanlardan elde ettikleri miyometriyumda
spontan kontraksiyonlar devam ederken 8,9-EET, 11,12-EET ve 14,15-EET etkisi
degerlendirilmis ve EET lerin spontan kasilma yanitlarin1 azalttig1 tespit edilmistir
(102). EET’lerin gastrointestinal kanaldaki diiz kas fonksiyonlar1 {izerine
etkilerinin bakildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda EET analoglari
olan 11,12-EET ve 14,15-EET; EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarinda

literatiirle uyumlu olarak azaltici etkiye neden olmustur.

NO ve EET sinyal yolaklar1 arasinda bir denge oldugu diisiiniilmektedir.
Fare mezenterinde yapilan bir calismada 8.9-EET ve 14.15-EET; eNOS
aktivasyonu ve NO saliverilmesi ile vazodilatasyona neden olurken, endotel hasari
ve L-NAME uygulamas: vazodilator etkilerinin azalmasina neden olmaktadir
(114). EET’lerin domuz aortik endotel hiicre kiltirinde eNOS aktivitesini ve

ifadelenmesini artirdig1 gosterilmistir (115). Hercule ve arkadaslari, EET'lerin
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vazodilator etkisinin, artan NO saliverilmesi ve endotelyal NOS aktivasyonu ile
iliskili oldugunu one siirmiislerdir (114). Gegici Reseptdr Potansiyel Iyon Kanal 1
(TRPC1) 11,12-EET ile indiiklenen diiz kas hiperpolarizasyonu ve gevsemesinde
kritik bir bilesendir. TRPCl'in inhibisyonu, 11,12-EET ile indiklenen
vazodilatasyonu azaltir. Ayn1t zamanda TRPCI, protein kinaz G (PKG)'nin
fosforilasyonuna neden olur. NO-sGMP-PKG yolunun TRPCI ile iligkili oldugu
gosterilmistir. NO eksikliginin bu mekanizma ile 11,12-EET ile indiklenen duiz kas
hiperpolarizasyonunu ve gevsemesini azalttifi diisiiniilmektedir (116). Farkh
sekilde, sigan bobrek mikrodamarlarinda yapilan bir ¢alismada ise NO'nun,
EET’lerin yaptig1 vazodilatasyonu, K* kanallar {izerindeki etkilerini etkilemeden
dogrudan ve geri doniisiimlii olarak engelledigi gosterilmistir (117). Literatirdeki
bu ¢alismalar goz 6niinde bulundurularak EET’lerin EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlar1 iizerindeki etkilerinin NO ile olan iligkisini degerlendirmek icin L-
NAME’li ortamda degerlendirdik. Calismamizda EET lerin EAU aracili kolinerjik
kasilma yanitlar1 tizerindeki etkileri incelendiginde, 11,12-EET ve 14,15-EET'nin
neden oldugu kasilma yanitindaki azalmanin NO bagimli grupta NO bagimsiz
gruba gore daha fazla oldugu belirlendi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu durum 11,12-EET ve 14,15-EET’nin mide fundus dokusunda
EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlar1 iizerine olan etkisinde, NO’nun kismi
payinin olabilecegini gostermektedir. EET lerin kasilma yanitin1 azaltici etkisi L-
NAME ile tamamen ortadan kalkmadigi i¢in, NO disinda farkli bir gevsetici

mekanizmanin da bulundugunu gostermektedir.
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Epoksieikosatrienoik asitler, endotelde sitokrom P-450 epoksijenazlar
tarafindan gerceklesen aragidonik asit yikiminin metabolik {riinleridir. Ancak
sitokrom P-450 w-hidroksilaz, diiz kas hiicrelerinde arasidonik asidi metabolize
ederek vazokonstriksiyona neden olabilen 20-hidroksieikosatetraenoik asit (20-
HETE) olusturur. Bu nedenle arasidonik asit metabolitlerinin orani, diiz kasin
tonusunu belirler (118). Endojen EET'lerin roliine iliskin arastirmalarda sitokrom
P450 inhibitorleri kullanilmistir. Ancak bu inhibitorlerin spesifik olmayan vaskdiler
etkileri olabilir ve ayrica diger vaskiiler sitokrom P450 enzimlerini de bloke
edebilirler. Bu nedenle, aktivitelerini tam olarak karakterize etmek icin spesifik
EET inhibitorlerinin kullanilmasi gereklidir. Bu enzimleri incelemek i¢in kullanilan
herhangi bir antagonistin oldukg¢a spesifik olmasi gerekmektedir. Gauthier ve
arkadaslar1, bir dizi analog tasarlayip iliretmisler ve bunlardan 14,15 EEZE'nin
anlaml etkileri oldugu bildirmislerdir. 14,15 EEZE'min, 20-HETE’nin etkisi veya
sentezi Uzerinde higbir degisiklige neden olmayan, oldukc¢a spesifik bir
epoksieikosatrienoik asit antagonisti oldugu gosterilmistir. 14,15-EEZE, hiicre zar1
lizerinde veya hiicre i¢i reseptor baglanma bélgesinde dogrudan bir EET antagonisti
gibi etki gostermistir (96, 97). Bu ¢alismalar, 14,15-EEZE'nin, diger gevsetici veya
kasic1 maddelerin aktivitesini etkilemeyen ve arasidonik asit metabolizmasini
degistirmeyen, 4 regioizomerik EET'min secici bir antagonisti oldugunu

vurgulamaktadir.

14,15-EEZE, epoksit hidrolazlar igin bir substrat olabilir ve EET ler ile
epoksit hidrolaz baglama bdolgesi i¢in yarisabilir. Boylelikle EET'lerin DHET 'lere

doniistimiinii azaltabilir. Bu nedenle, 14,15-EEZE'nin EET/DHET oranini artirmasi
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miimkiindiir, ancak bu degisiklik 14,15-EEZE'nin neden oldugu bozulmus vaskiiler
gevseme yanitlarini agiklamayacaktir. Bu sonuglar, 14,15-EEZE’nin EET
tizerindeki antagonizmasinin, EET veya 20-HETE sentezini degistirmesi yoluyla
degil, EET aktivitesinin inhibe edilmesi yoluyla meydana geldigini géstermektedir
(97). Oysa yapilan baska bir ¢alismada 14,15-EEZE'nin bir vazodilator 6zelligi de
tamimlanmustir. Veriler 14,15-EEZE'nin epoksieikosatrienoik asit reseptoru igin bir
parsiyel agonist oldugunu gostermektedir. Bu calismada yiiksek konsantrasyonda
(10*M) 14,15-EEZE etkisi degerlendirilmis ve vazodilatasyon etkisi
gozlemlenmistir (118). Calismamizda EET antagonisti olan 14,15-EEZE
varliginda, EAU aracili NO bagimli kolinerjik kasilma yanitlar1 lizerine 11,12-
EET’nin ve 14,15-EET nin inhibe edici etkisi, 14,15-EEZE ile inkibe edilmeyen
gruba kiyasla azalmistir. Fakat EAU aracili NO bagimsiz kolinerjik kasilma
yanitlar1 tizerindeki 11,12-EET’nin ve 14,15-EET nin inhibe edici etkisinde 14,15-
EEZE varliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamistir bu da bize
14,15-EEZE’nin mevcut konsantrasyonda, NO bagimsiz kolinerjik yanitlarda bir
katkisinin olmadigmi diisiindiirmektedir. Calismamizda 14,15 EEZE’nin 107 M
konsantrasyonda etkisini degerlendirdik daha ytliksek konsantrasyonlardaki etkisini
madde kisithiligindan dolay1 gézlemleyemedik. Yiiksek konsantrasyonda etkisini

degerlendirmek icin ileri caligmalara ihtiyag vardir.

14,15-EET’nin Katp  kanallarmin  aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. EET'lerin, Gsa'nin ADP-ribozilasyonunu kolaylastirmak i¢in belirli
bir bolgeye veya reseptdre baglandigr diisiiniilmektedir. Bu durum Katp

kanallarinin aktivasyonu sonrasinda membran hiperpolarizasyonuna yol agan ve
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bunun sonucunda gevsemeye neden olan mekanizma ile tutarlidir. EET
regioizomerlerinin  timd, Kartp kanallarmin etkili aktivatorleridir.  Kiigiik
mezenterik arterlerde Katp kanallarinin EET tarafindan aktivasyonu fizyolojik
olarak o6nemli bir mekanizmadir ve EET’nin vazorelaksasyon etkilerinin
%50'sinden sorumludur (119). Fukao ve arkadaslari, izole sigan mezenterik
arterlerinde 11,12-EET ile indiiklenen diiz kas hiperpolarizasyonunun glibenklamid
tarafindan bloke edildigini bildirmis ve bu durum Katp kanallarinin etkili oldugunu
diistindiirmistiir (120). Sican izole korpus kavernozumunda EET’lerin etkisinin
gosterildigi bir ¢alismada, fenilefrinle kasilmis izole dokuda 11,12-EET ile yaklagik
%80’lik bir gevseme yanit1 olustugu tespit edilmistir. Olusan gevsetici etkinin NO
sentez inhibitéri L-NAME, ATP duyarli potasyum kanal blokorii glibenklamid,
kalsiyumla aktive potasyum kanal blokorii iberiotoksin eklenmesiyle azaldigi
saptanmigtir. 11,12- EET nin korpus kavernosum iizerindeki gevsetici etkisinin,
SGMP / NO yolagimin yani sira Katp Ve Kca araciligiyla olustugu gosterilmistir
(104). NO ile Katp iliskisini degerlendiren si¢an izole aortasinda yapilan bir
calismada Glibenklamid’in, endoteli saglam dokularda sGMP igerigini arttirdigi
saptanmistir. L-NAME ile inkiibasyon veya endotelin uzaklastirilmasi,
glibenklamidin sGMP artis1 tizerindeki etkisini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi
gosterilmistir (121). Calismamizda da glibenklamidin, NO bagimli grupta, EAU
aracilt kasilma yanitlar1 lizerindeki 11,12-EET’nin azaltic1 etkisini inhibe ettigi
sekilde gosterilmistir. 14,15-EET’de bu etki gozlemlenmemistir. Ancak NO
bagimsiz grupta glibenklamid, hem 11,12-EET hem de 14,15-EET’nin kasilma

yanitlar1 iizerindeki etkisini degistirmemistir. Calismamizin sonuglari, diiz kas
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hlcrelerinin plazma membraninda bir EET reseptoriiniin mevcut olabilecegine ve
duz kas hicrelerinde Katp kanallarinin aktivasyonunda rol oynadigina dair artan

kanit1 desteklemektedir.

EET'ler vaskiler BKca kanallarinin giiglii aktivatorleridir ve membran
hiperpolarizasyonu olusturarak vazodilatasyonuna yol agarlar (122). 14,15-EET
analoglarinin {i¢ sentetik siilfonamid tiirevinin sigir koroner arterlerini gevsettigi ve
olusan gevseme yanitinin K* kanal blokaji yapan iberiotoksin tarafindan inhibe
edildigi saptanmistir (123). Sican izole bobrek arkuat arterlerinde EET’lerin
gevsetici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, 11,12-EET ile inkiibe edildiginde
sAMP seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. 11,12-EET nin bobrek arkuat arterindeki
gevsetici etkisinin adenilat siklaz inhibitori olan SQ-22536 ve PKA inhibitor( ile
azaldig1 gosterilmistir. Ayrica BKca kanal inhibitorii iberiotoksin varliginda da
gevsetici etkisinin anlamli oranda azaldig1 tespit edilmis olup, EET lerin etkilerini
hem adenilat siklaz hem de BKca kanallar iizerinden olusturdugu tespit edilmistir
(113). Bazi1 caligmalar NO'nun vaskiiler diiz kaslar1 hiperpolarize etme kapasitesine
sahip oldugunu ve sican renal arteriyollerinde BKca kanallarinin aktivasyonunun
NO’nun neden oldugu gevseme yanitinin yaklasik %50'sine katkida bulundugunu
gostermistir (124-126). Calismamizda da 11,12-EET’nin etkisine iberiotoksinin
katkis1 gosterilememis olmasina ragmen, iberiotoksinin 14,15-EET’nin EAU
aracilt NO Bagimli kasilma yanitlarim1 azaltmasini anlamli olarak inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu sonu¢ bize NO ile BKca kanallarinin kismi olarak iligkili

olabilecegini literatiir ile uyumlu olarak gostermistir.
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S1gir koroner arter diiz kas dokusunda yapilan bir ¢alismada 11,12-EET'nin
gevsetici etkisi gosterilmistir. Gevsetici etkinin voltaj bagimli K* kanallar1 ile
etkilesimini degerlendirmek i¢in 4-aminopiridin varli§inda gevseme yanitlari tekrar
degerlendirilmis ve gevseme yanmitinda anlamli bir degisiklik olmadigi
gozlenmemistir (127). Kobay koroner arterinde yapilan bir arastirmada, voltaj
bagimli K* kanallarini (Ky) bloke eden 4-AP, 11,12-EET yanitlarinin neden oldugu
gevsemeyi anlamli olarak etkilememistir fakat 11,12-EET’nin neden oldugu
gevseme yanitlarinin iberiotoksin tarafindan biiyiik dl¢iide azaltildigi gosterilmistir
(128). Sigan retinal arterinde yapilan bir calismada NO’nun, iki mekanizma
aracilig ile KV kanallarmin aktivasyonu ve prostaglandin iiretiminin arttirilmasi
yoluyla siganlarin retinal damar sistemi lizerindeki gevsetici etkisi gosterilmistir.
Calismamizda 4-AP, guanetidin ve indometasin varliginda, artan dozlarda 11,12-
EET’nin EAU aracili NO bagimli ve 14,15-EET nin EAU aracili NO bagiml ve
bagimsiz kasilma yanitlar1 {izerindeki inhibe edici etkisini azalttifi
gozlemlenmistir. EET regioizomerlerinin giicli ve altta yatan mekanizmalar tim

dokularda ayni degildir.

14,15-EET, 11,12-EET ve 14,15EEZE’nin postsinaptik etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in 80 mM KCL ve 2,5 mM Ca*? ile kastirilmis dokularda
etkileri degerlendirildi ve gevsetici etkileri olmadigi saptanmistir. Bu durum
EET’lerin ve EET antogonisti olan 14,15EEZE’nin postsinaptik etkilerinin

olmadigini, etkilerini presinaptik olarak olusturduklarini gostermektedir.

Gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi ile insan jejenumunda aragidonik
asitten intestinal sitokrom P450’nin in vivo epoksidasyonu ile epoksieikosatrienoik
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asitlerin varhig ilk kez kanitlanmistir. Insan ve sigan bagirsaginin, otonomik
ganglion hcrelerinde, epitel hucrelerinde, diiz kas hicrelerinde ve vaskiler
endotelde lokalize olan CYP2J alt ailesine ait bir epoksijenaz igerdigi sonucuna
ulasilmistir. Buna gore, gastrointestinal sistemde, eikosanoidlerin biyosentezine
katkida bulunabilir ve EET olusumunun 6nemli kaynaklar1 olabilir. Ozellikle,
bagirsakta total EET'nin 40 ng/g bagirsak oldugu rapor edilmistir. Toplam miktara
14,15-EET, 11,12-EET ve 8,9-EET’nin sirasiyla %31, %36 ve %33 oraninda
katkida bulundugu gosterilmistir (16). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak
mide fundus dokularindan elde edilen protein 6rneklerinde CYP450-2J2 ve epoksit
hidrolaz proteinlerinin western-blot analizi sonuglarina gore her iki proteinin
ifadelenmesinin mevcut oldugu gosterildi. Kararsiz yapilar1 nedeniyle, EET'lerin
ekzojen ilaglar olarak gelistirilmesi miimkiin goziikmemektedir. Fakat gen tedavisi,
SEH inhibitorii ve EET analoglar1 ile endojen EET'lerin seviyesini artirmak
miimkiindiir. Bu nedenle EET’lerin mekanizmasiin anlasilmasi igin detayh
arastirmalar yapilmistir. Bunlar arasinda sEH inhibitérii en umut verici tedavi
olabilir. sEH inhibitorii, kan basincini diistirmedeki etkinligi agisindan klinik bir
caligmada faz 2 agsamasinda test edilmistir (129). Bununla birlikte, klinik kullanima
gecmesi i¢in hala uzun bir yol ve bu konular ele almak i¢in daha fazla ¢alismaya

ithtiyac vardir.

Sitokrom P450 inhibitorl olan Mikonazol ve w-hidroksilaz inhibitori olan
17-ODYA sadece epoksijenaz inhibitérleri degillerdir. ilag metabolizmas, steroid
sentezi ve NO sentezi ile ilgili ¢ok sayida enzimin yapisinda bulunan hem kismina

baglanarak enzimlerin aktivitesini inhibe etmektedirler. Bunun disinda, hiicre ici
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kalsiyum saliverilmesi ve Ca*? disindaki diger iyon kanallar iizerinde dogrudan
etkileri oldugu da diistintilmektedir (130). Mikonazolln bilinen spesifik bir etkisi
olmadig1 i¢in kendisinin ve metabolitlerinin etkilerinin ve bunlarin altinda yatan
mekanizmalarin  anlagilmas:  zorlasmaktadir (131). Mikonazolin EET’lerin
aktivitesi tizerinde inhibe edici etkisi olmasina ragmen, c¢alismamizda mide
fundusunda EAU araciligiyla ortaya cikan kasilma yanitlarmi azaltmistir.
Mikonazol’iin bu etkisi, etkisinin spesifik olmamasindan veya epoksijenaz
aktivitesi lizerindeki inhibitor etkisinin yeterli olmamasindan kaynaklanabilir.
Benzer sekilde EAU aracili kasilma yanitlarini azaltmasi, kasici bir sistemin etkisini
azaltirken bunu dengelemek adina bilinmeyen bir mekanizma ile gevsetici bir
sistemi uyarmasindan kaynaklanabilmektedir. Mikonazoliin net etkisinin
bilinmemesi ve kullandigimiz mikonazol konsantrasyonlarinm (10°-10* M)
maddenin 6zgullik/etki yolaklarin1 degistirebilmesi, bu durumun ag¢iklamasi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Mikonazoliin neden oldugu EAU aracil1 kolinerjik
kasilma yanitlarinin hem NO bagimli hem de NO bagimsiz grupta azaldig1 ve ayrica
bu azalmanin NO bagimli grupta NO bagimsiz gruba gore daha fazla oldugu
calismamizda saptanmistir. Mikonazol’iin postsinaptik etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in 80 mM KCL ve 2,5 mM Ca' ile kastirilmis dokularda
etkileri degerlendirildi ve gevsetici etkilerinin olmadig1 gosterilmistir. Bu bulgular
15181nda, Mikonazol’iin EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlar1 izerine inhibe edici

etkisinin presinaptik oldugu ve NO ile etkilesiminin olabilecegi diistiniilmektedir.

17-ODYA’nin  spesifik ®-hidroksilaz inhibitérii oldugunu gosteren

calismalar mevcuttur (131). Sigan renal mikrozomlarinda yapilan bir ¢aligmada, 17-
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ODYA’nin CYP epoksijenazi da inhibe ettigi gosterilmistir (132). Arasidonik
asidin CYP hidroksilaz tarafindan katalize edilen bir w-hidroksilasyon triini olan
20-Hidroksiyeikosatetraenoik asit (20-HETE), diiz kas tonusunu arttirir. 17-ODYA
ile w-hidroksilazin inhibisyonu sonucunda AA’dan EET sentezini artirabilir veya
genel AA havuzunda EET tiretimine dogru bir kayma olusabilir (133). Ek olarak,
CYP yolunun inhibisyunu AA'nmin CYP olmayan metabolitlerinin etkilerinin
goriilmesine neden olabilirmektedir (131). Isli ve arkadaslarmnin tavsan korpus
kavernozumunda yapmis olduklar1 g¢alismada, 17-ODYA’nin EAU ile olusan
gevseme yanitlarinda artisa neden oldugu gosterilmistir 17-ODYA’nin etkisine
NO’nun katkisi arastirilmis ve NO’nun katkisinin olmadigr tespit edilmistir (103).
Literatirde 17-ODYA’nin etkilerinin mide fundus tizerinde degerlendirildigi bir
calisma bulunmamaktadir. Sunulan ¢alismada 17-ODYA, EAU aracili NO bagimli
ve NO bagimsiz gruplarda EAU aracili kasilma yanitlarin1 benzer oranda
azaltmistir. 17-ODY A’nin mide fundus dokusunda EAU aracili kasilma yanitlari
lizerine olan etkilerinde literatiirle uyumlu olarak NO’nun katkisinin olmadigini
gosterilmistir. 17-ODY A’nin postsinaptik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in 80 mM
KCL ve 2,5 mM Ca*? ile kastirilmis dokularda etkileri degerlendirildi ve gevsetici
etkilerinin olmadig gosterilmistir. 17-ODYA’nin EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlar1 iizerine inhibe edici etkisinin presinaptik oldugu ve NO ile etkilesiminin

olmadig1 gosterilmistir.

Calismamizda, mide fundus diiz kasinda EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlar1 izerinde epoksieikozatrienoik asitlerin etkilerinin ve olusan etkilere hangi
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mekanizmalarin katkisinin oldugu arastirilmistir. Ayni zamanda sitokrom P450
mono-oksijenaz inhibitorlerinin etkileri degerlendirilmis olup mide fundus
dokusunda epoksitlerin etkilerine K* kanal blokdrleri ve EET antagonisti olan 14-
15 EEZE’nin katkisinin arastirildigl ilk c¢alismadir. Konunun gastrointestinal
sistemde goriilen motilite bozukluklar1 {izerine olan etkileri degerlendirildiginde
ileriye yonelik tedavi ve calismalara 151k tutmasi agisindan 6nemli bir referans
niteligi tasimaktadir. Sunulan ¢alismada, sitokrom P450 monooksijenaz
inhibitorlerinin EAU tarafindan indiiklenen kolinerjik kasilma tepkileri tUzerindeki
etkisi de arastirnlmistir. Fakat CYP metabolitlerinin diger olas1 etki
mekanizmalarini aragtirmak ve epoksijenaz sistemi ile ilgili diger faktorlerin mide
fundus dokusu iizerindeki olas1 katkilarini tanimlamak i¢in daha fazla ¢alismaya

ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

1. 11,12-EET ve 14,15-EET, NO bagimli ve bagimsiz EAU aracili kolinerjik
kasilma yanitlarim1 konsantrasyon bagimli sekilde istatistiksel olarak anlamli
oranda azaltti. Bu sonuglar EET’lerin kasilma yanitlar1 iizerinde inhibe edici bir
etkisinin oldugunu gostermektedir. 11,12-EET ve 14,15-EET nin NO bagiml ve
bagimsiz EAU aracili kasilma yanitlarim1 azaltici etkileri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmasi, EET lerin bu etkisinde NO’nun katkis1 oldugunu

disiindirmektedir.

2. 14,15-EEZE; 11,12-EET ve 14,15-EET nin NO bagimli EAU aracili kolinerjik
kasilma yanitlar1 iizerindeki inhibe edici etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda
azaltmasina ragmen NO bagimsiz grupta istatistiksel olarak anlaml1 bir degisiklige
neden olmadi. Bu sonuglar 14,15-EEZE’nin EET’lerin inhibe edici etkilerini

antagonize ettigini ve bu etkinin NO ile iliskili oldugunu gostermektedir.

3. Glibenklamid, 11,12-EET’nin EAU aracili NO bagimli kasilma yanitlari
tzerindeki inhibe edici etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti. 11,12-
EET’nin EAU aracili NO bagimsiz kasilma yanitlari tizerindeki inhibe edici etkisini
Glibenklamid istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmemistir. Bu sonuglar
bize 11,12- EET’nin NO bagimli inhibe edici etkisini Katp kanallar1 ile iliskili bir
sekilde gergeklestirdigini diisiindiirken NO bagimsiz inhibe edici etkisinin Katp
kanallar1 ile iligkili olmadigin1 gostermektedir. Glibenklamid’in, artan dozlarda
14,15-EET nin EAU aracili NO bagimli ve bagimsiz kasilma yanitlari tizerindeki

inhibe edici etkisine katkis1 istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu sonuglar
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14,15-EET’nin NO bagimli ve NO bagimsiz inhibe edici etkisinin Katp kanallar

ile iliskili olmadigini géstermektedir.

4. 4-AP; 11,12-EET ve 14,15-EETnin EAU aracili NO bagimli kasilma yanitlari
uzerindeki inhibe edici etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda azaltti. 11,12-
EET’nin NO bagimsiz kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibe edici etkisi Uzerine
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmazken 14,15-EET’nin NO
bagimsiz kasilma yanitlar1 {izerindeki inhibe edici etkisi Uizerinde istatistiksel olarak
anlamli oranda azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar 11,12-EET nin EAU aracili
NO bagimli kasilma yanitlari tizerindeki inhibe edici etkisinin ve 14,15-EET nin
EAU aracili hem NO bagimli hem de NO bagimsiz kasilma yanitlar tizerindeki
inhibe edici etkisinin Ky kanallari ile iliskili oldugunu, 11,12-EET ‘nin EAU aracili
NO bagimsiz kasilma yanitlari iizerindeki inhibe edici etkisinin ise Ky kanallar ile

iligkili olmadigin1 gostermektedir.

5. Iberiotoksin, 11,12-EET nin EAU aracili NO bagimli ve NO bagimsiz kasilma
yanitlar1 iizerindeki inhibe edici etkisini istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamamistir. Bu sonuglar 11,12- EET’nin kasilma yanitlarindaki inhibe edici
etkisinin BKca kanallar ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. Iberiotoksin, 14,15-
EET’nin EAU aracili NO bagimli gevseme yanitlari {izerinde istatistiksel olarak
anlamli oranda azalmaya neden olmasina ragmen NO bagimsiz kasilma yanitlar
uzerindeki inhibe edici etkisine katkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu
sonuglar 14,15-EET’nin NO bagimli kasilma yanitlart iizerindeki inhibe edici
etkisinin BKca kanallari ile iligkili oldugunu ancak, NO bagimsiz inhibe edici
etkisinin BKca kanallari ile iligkili olmadigini gostermektedir.

78



6. Mikonazol’lin olusturdugu EAU aracili kolinerjik kasilma yanitinin azalmasinin
NO bagimli grupta, NO bagimsiz gruba gore daha fazla oldugu saptanmis ve bu
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmigtir. 17-ODYA’nin
olusturdugu EAU aracili kolinerjik kasilma yanitini azalmasinin NO bagimli
grupta, NO bagimsiz gruba gore daha fazla olmasina karsin istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamaktadir.

7.11,12-EET, 14,15-EET, 14,15-EEZE, Mikonazol ve 17-ODY A: potasyum klortir
ve kalsiyumla kastirilmis dokularda istatistiksel olarak anlamli bir gevseme yaniti
olusturmamiglardir. Bu durum maddelerin postsinaptik etkilerinin olmadigini,

etkilerinin presinaptik mekanizma ile olusturduklarini géstermektedir.

8. Mide fundus dokularindan elde edilen protein 6rneklerinde CYP450-2J2 ve
epoksit hidrolaz proteinlerinin western blot analizi sonuglarina gore her iki
proteinin ifade diizeylerinin var oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonu¢ mide fundus

dokusunda EET iiretiminin gerceklestigini gostemektedir.
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8.0ZET

Sican Izole Mide Fundusunda Epoksijenazlarin Etkilerinin ve

Mekanizmalarinin Arastirilmasi

Bu calismada izole sican mide fundus diiz kasinda epoksijenazlarin
etkilerinin ve olusan etkilere hangi mekanizmalarin katkisinin oldugunun
arastirilmasi amaclanmistir. Eriskin erkek wistar sicanlardan izole edilen mide
fundus dokular1, Krebs soliisyonu igeren organ banyosuna bir ucu organ askisina
bir ucu da izometrik kuvvet transdiiserine bagli olacak sekilde yerlestirilmistir. NO
bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlar1 guanetidin ve indometasin
varliginda, NO bagimsiz yanitlar ortama ek olarak NOS inhibitori L-NAME
eklenerek elde edildi. 11,12-EET ve 14,15-EET, EAU aracili NO bagimli ve
bagimsiz kolinerjik kasilma yanitlarini azaltmistir. NO bagimli ve NO bagimsiz
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir. Bu bulgu, etkilerine
NO’nun katkisinin oldugunu gostermektedir. 11,12-EET’nin NO bagimli EAU
aracili kolinerjik kasilma yanitlarim1 azaltic etkisi 14,15-EEZE, Glibenklamid ve
4-AP varliginda azaldi. 14,15-EET nin NO bagimli EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlarini azaltici etkisi 14,15-EEZE, 4-AP ve iberiotoksin varliginda azaldi. NO
bagimsiz gruplarda sadece 14,15-EET’nin EAU aracili kolinerjik kasilma
yanitlarin1 azaltict etkisi 4-AP varliginda azaldi. Mikonazol ve 17-ODYA, tlim
gruplarda EAU aracili kolinerjik kasilma yanitlarii azaltict etki gosterdi.
Mikonazoliin etkisi, NO bagimli ve NO bagimsiz gruplar arasinda istatistiksel
olarak farklidir. 11,12-EET, 14,15-EET, 14,15-EEZE, Mikonazol ve 17-ODYA:
potasyum kloriir ve kalsiyumla kastirilmis dokularda gevseme yaniti olugturmada.
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Western blot analizi ile CYP450-2J2 ve epoksit hidrolaz proteinlerinin
ifadelenmesinin oldugu gosterildi. Bu sonuclar, EET’lerin ve sitokrom p450
monooksijenaz inhbitorlerinin EAU kolinerjik kasilma yanitlar1 {izerine olan
etkilerinin presinaptik mekanizma ile oldugunu, etkilerine NO’nun ve potasyum
kanallarinin  katkis1 bulundugunu, endojen olarak sentez edildiklerini ve

reseptorlerinin var oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Mide fundus, nitrik oksit, epoksijenazlar, potasyum kanal

blokorleri
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9. YABANCI DIiLDE OZET (SUMMARY)

Investigation of the Effects and Mechanisms of Epoxygenases in

Isolated Rat Gastric Fundus

This study aimed to investigate the effects of epoxygenases in isolated rat
gastric fundus smooth muscle and which mechanisms contribute to the effects.
Gastric fundus tissues isolated from adult male Wistar rats were placed in an organ
bath containing Krebs solution with one end connected to the hanger and other end
connected to the isometric force transducer. NO-dependent EFS-mediated
cholinergic contractile responses were obtained in the presence of guanethidine and
indomethacin, and to obtain NO-independent responses NOS inhibitor L-NAME
was also added. 11,12-EET and 14,15-EET reduced the EAU-mediated NO-
dependent and independent cholinergic contractile responses. There is a statistical
difference between NO-dependent and NO-independent groups. This shows that
NO contributes to their effects. The reducing effect of 11,12-EET on NO-
dependent EFS-mediated cholinergic contractile responses decreased in the
presence of 14,15-EEZE, Glibenclamide and 4-AP. The same reducing effect of
14,15-EET (NO-dependent group) decreased in the presence of 14,15-EEZE, 4-AP
and iberiotoxin. In NO-independent groups, only the effect of 14,15-EET on
reducing EFS-mediated cholinergic contractile responses was reduced in the
presence of 4-AP. Miconazole and 17-ODY A decreased EFS-mediated cholinergic

contractile responses in all groups. The effect of miconazole is statistically different
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between NO-dependent and NO-independent groups. 11,12-EET, 14,15-EET,
14,15-EEZE, Miconazole and 17-ODYA did not induce a relaxation response in
tissues contracted with KCI and Ca?*. Western blot analysis demonstrated the
expression of CYP450-2J2 and epoxide hydrolase proteins. These results show that
the effects of EETs and cytochrome p450 monooxygenase inhibitors on EFS-
mediated cholinergic contractile responses are mediated by a presynaptic
mechanism, NO and potassium channels contribute to their effects, they are

synthesized endogenously and their receptors exist.

Keywords: Gastric fundus, nitric oxide, epoxygenases, potassium channel blockers
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