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OZET

Endotelyal disfonksiyon ve buna bagli olarak nitrik oksit (NO) yetmezligi
hipertansiyonun baslangicinda ve gelisiminde 6nemli rol oynar. Kendiliginden hipertansif
siganlarda nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin daha az bulundugu ve NO iiretiminin daha
disiik oldugu gosterilmistir. NOS enziminin kronik inhibisyonu sonucu olusturulan
hipertansiyon modeli ise diger hipertansiyon modelleri arasinda yerini almigtir.
Karbonmonoksit (CO) son yillarda vaskiiler tonusa katkisi, fonksiyonlar1 ve NO’ya
benzerlikleri agisindan iizerinde durulan gevsetici mediyatorlerden biridir. NO iiretiminin
azaldig1 veya olmadig1 kosullar altinda CO kompansatuar etki gosterebilmektedir. Diizenli
fiziksel aktivitenin kan basmncini diisiiriicti etkisi ¢esitli deneysel hipertansiyon modellerinde
gosterilmistir. NOS enziminin inhibisyonuna dayali hipertansiyon modelinde egzersizin kan
basincini anlamli diizeyde diisiirdiigli bizim laboratuarimizda da gdsterilmistir. Diizenli
egzersizler sonucu olusan vaskiiler diizenlemelerde hemoksijenaz/ karbonmonoksit (HO/CO)
sistemi de etkilenmektedir. Fakat NOS inhibisyonuyla olusturulan hipertansiyon modelinde
egzersizin vaskiiler dokularda HO/CO sistemine etkisi bilinmemektedir. Bu verilerden yola
cikarak bu calismada diizenli ylizme egzersizinin normotansif ve hipertansif sicanlarin
vaskiiler dokularindaki HO/CO sistemine etkisi arastirildi. Bu amagla hayvanlar kontrol,
egzersiz, hipertansif ve hipertansif egzersiz olmak {izere 4 gruba ayrildi. Hipertansiyon,
secici olmayan NOS enzim inhibitoriiniin [Nw-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) 25
mgkg'.giin'] hayvanlarm igme suyuna ilavesiyle olusturuldu ve 6 hafta boyunca
siirdlirildi. Egzersiz gruplarinda antrenman protokolii hipertansiyonla eszamanli olarak
haftada 5 giin, giinde 1 saat ylizme olarak uygulandi. Tiim gruplarin kan basineci periyodik
olarak invaziv olmayan tail cuff yontemle kuyruktan oOlgiilerek takip edildi. Caligmanin
sonunda gastroknemius kasi diren¢ ve mezenter yatak direng damarlar1 telli miyografa,
torasik aort halkalar1 ise organ banyosu diizenegine alinarak CO’nun endojen ve ekzojen
damar yanitlart incelendi. Siganlarin antrene olduklarini kanitlamak igin vastus lateralis
kasmin kirmizi kas liflerinde sitrat sentaz enzim aktivitesi Olglildii. Ayrica izole edilen
damarlardan HO-1 ve HO-2 enzim ekspresyonu da Western blot analiziyle saptandi. Deney
sonundaki kan basinci degerleri her iki hipertansif grupta kontrole gore yiiksek bulunurken,
hipertansif egzersiz grubunda hipertansif gruba gore 6nemli 6l¢iide kan basincinin diistiigi
gbzlendi. Sitrat sentaz enzim aktivitesi egzersiz ve hipertansif egzersiz grupta kontrollerine
kiyasla anlamli sekilde yiiksekti. Damar segmentlerinin endojen CO gevseme yanitlart
egzersiz yapan kontrol sicanlarda torasik aortadaki artigin diginda gruplar arasinda fark
gostermedi. Torasik aorta HO-1 ekspresyonu her iki egzersiz grubunda anlamli yiiksekti.
Ekzojen CO’ya verilen gevseme yanitlarinda gruplar arasinda fark yoktu. Torasik aortada
CO etkisini hem sGC hem de K kanallar1 aracihifiyla gosterirken gastroknemius ve
mezenter diren¢ damarlarinda K™ kanallar1 ile gdsterdi. Arastrmamizin sonuglarina gore
NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde diizenli fiziksel aktivitenin damar gevseme
yanitlarina olumlu etkisinin saptanamamasi bu modelde HO/CO sisteminin kompansatuar
olarak is gormedigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler:  hipertansiyon, L-NAME, egzersiz, karbonmonoksit, hemoksijenaz,
nitrik oksit, nitrik oksit sentaz, miyograf



ABSTRACT

Endothelial dysfunction and nitric oxide (NO) deficiency play an important role in
emergence and development of hypertension. It has been reported that spontaneously
hypertensive rats feature less nitric oxide synthase (NOS) enzyme and reduced NO
generation. Chronic inhibition of NOS enzyme in rats has become an animal model of
hypertension beside others. Carbon monoxide (CO) is one of the relaxing mediators that
have been highlighted in respect of its contribution to vascular tonus, functions and
similarities to NO. CO may show a compensatory effect under the conditions in which NO
production is reduced or not present. The blood pressure reducing effect of regular physical
activity has been demonstrated in various experimental hypertension models. It has also been
demonstrated in our laboratory that exercises during hypertension based on chronic NOS
inhibition, reduce blood pressure significantly. In vascular arrangements that occur as a
result of regular exercise, heme oxygenase/carbon monoxide (HO/CO) system is also
affected. However, in hypertension model with NOS inhibition, the effect of the exercise to
HO/CO system in vascular tissues is not known. Based on these data, the effect of regular
swimming exercise on HO/CO system in the vascular tissues of normotensive and
hypertensive rats was studied. For this purpose, animals were divided into 4 groups as
control, exercise, hypertensive and hypertensive exercise. Hypertension was induced by oral
administration of a non-selective NO synthase inhibitor [Nw-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME), 25 mgkg'.day'] dissolved in drinking water of animals, for a period of 6
consecutive weeks. Training protocol in exercise groups was performed as swimming for 1
hour daily and 5 days in a week, concomitantly with hypertension in exercising hypertensive
group. Blood pressure of all groups was measured periodically by a non-invasive tail cuff
method. Endogenous and exogenous responses of CO were examined in isolated
preparations of gastrocnemius resistance and mesentery resistance arteries mounted to a
wired myograph, and thoracic aort rings to organ bath equipment. In order to prove that rats
were trained, citrate synthase enzyme activity was measured in red muscle fibers of vastus
lateralis muscle. Furthermore, HO-1 and HO-2 expression in isolated arteries were
determined by Western blot analysis. While blood pressure values were found to be high in
both hypertensive groups compared to control group at the end of the examination, it was
observed that blood pressure declined significantly in hypertensive exercise group compared
to hypertensive group. Citrate synthase enzyme activity increased significantly in exercise
and hypertensive exercise groups compared to their control groups. Endogenous CO
relaxation responses of vessel rings were not different between the groups apart from the
increase in thoracic aorta in control rats that performed exercise. Thoracic aorta HO-1
expression was significantly higher in both exercise groups. There was no difference
between the groups in vasodilation in responses to exogenous CO in vessel rings. While CO
demonstrated its effect in thoracic aorta by means of both sGC and K channels, it did so by
means of K' channels in gastrocnemius and mesentery resistance arteries. According to the
results of our study, the lack of a positive effect of regular physical activity on relaxation
responses in NOS inhibition hypertension model proves that HO/CO system does not
function in compensatory manner in this hypertension model.

Key words:  hypertension, L-NAME, exercise, carbon monoxide, hemeoxygenase, nitric
oxide, nitric oxide synthase, myograph
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GIRIS

Endotel kaynakli nitrik oksit (NO), bilinen en gii¢lii endojen vazodilatordiir
ve dolasim sisteminin O6nemli bir diizenleyicisidir. NO {retimi ve etkisini
gostermedeki bozukluklar vaskiiler hastaliklarin baglangicinda ve gelisiminde 6nemli
rol oynar. NO’nun azalmas1 veya eksikligi hipertansiyon olusumuna katkida bulunan
etkenlerden biridir (1). Hipertansiyonun 6nemli hipotezlerinden biri haline gelen
endotelyal disfonksiyon ve buna bagli olarak NO yetmezligi hem insan hem de
hayvanlarda gosterilmistir (2). Hipertansif ratlar asetilkolin aracili endotel kaynakli
gevsemeye hem iletim hem de rezistans arterlerinde daha az gevseme yanit1 verirler
(3). Spontan hipertansif sicanlarda (SHR) endotelyal disfonksiyonun
gostergelerinden biri olan nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin daha az bulundugu ve
NO iretiminin de daha diisiik oldugu gosterilmistir (3-4). NOS enziminin
inhibisyonuna dayali hipertansiyon modeli ise son yillarda en sik kullanilan ve
digerlerine gore daha yeni ortaya konmus bir modelidir. Bu model kardiyovaskiiler
homeostaziste ¢cok dnemli bir yeri olan NO eksikligine dayanir (5).

Karbonmonoksit (CO) son yillarda vaskiiler tonusa katkis1 ve fonksiyonlar
acisindan, ayrica NO’ya benzerlikleri bakimindan {izerinde durulan gevsetici
mediyatorlerden biridir (6). Hemoksijenaz (HO) enziminin hem molekiiliini CO,
biliverdin ve demire yikmasi sonucu CO endojen olustugunda veya ekzojen olarak da
verildiginde, CO’nun pek ¢ok dokudan izole edilen damarlarda gevsemeye neden
oldugu gosterilmistir (7). CO, dogrudan vazodilator etkisinin yani sira miyojenik
uyaranlara ve konstriktor agonistlere damar diiz kasinin duyarliligini azaltarak da
anti-hipertansif mekanizmalara katkida bulunur (8-9). SHR’1n yaninda anjiyotensin
I (Ang II) ile wuyarilmis hipertansiyon, bir bdbrek-bir klip renovaskiiler
hipertansiyon, portal hipertansiyon ve pulmoner hipertansiyon modellerinde
hemoksijenaz (HO) aktivitesi ve/veya ekspresyonunun artmasi sonucu olusan CO
iretiminin artmasi 6nemli bir kompansatuar etki gostermektedir (10-11). HO’nun
ekspresyonunun artarak CO’nun kompansatuar olarak etki gosterdigi hipertansiyon
modellerinden biri de NOS inhibisyonu hipertansiyon modelidir. NOS-inhibisyonu
sonucu torasik aort, sol ventrikiil, bobrek ve ¢izgili kas dokularinda HO-1 ve HO-
2’nin  mRNA’sinin artmasinin yaninda siklik guanozin monofosfat (cGMP)
diizeyinin de arttifn gosterilmistir (12). NO ve CO arasindaki iliski bir¢ok
arastirmaya konu olan ve i¢inde ¢ok celigkili sonuglar barindiran bir etkilesimdir.
Baz1 delillere gére CO, NO icin bir yedekleme molekiilii olarak gorev
yapabilmektedir (7, 10, 13).

Diizenli fiziksel aktivitenin hipertansif insanlardaki kan basincini diisiirticti
etkisi 1950’11 yillardan beri bilinmektedir (14). Egzersizin bu olumlu etkisi ¢esitli
hayvanlarda uygulanan deneysel hipertansiyon modellerinde de gosterilmistir (15-
17). NOS inhibisyonuyla olusturulan deneysel hipertansiyon modelinde hem kosu
bandi hem de ylizme egzersizlerinin kan basincini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diisiirdiigii ilk olarak bizim laboratuvarimizda gosterilmistir (18-20). Onceki



caligmalarimizin sonuglari, egzersizin NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde kan
basincini diisiiriicii etkisinin mekanizmasinda ¢izgili kas NOS aktivitesinde artis ve
damar duvarindaki olumlu yapisal degisiklikler yaninda c¢izgili kas direng
damarlarinin kimyasal (asetilkolin) ve fiziksel uyaranlara kars1 (kan akimi artisi,
shear stress) daha fazla gevseme yanit1 verdigini gostermistir (18, 20).

Diizenli egzersizler sonucu olusan vaskiiler diizenlemelerde HO/CO sistemi
de etkilenmektedir. Kosu band1 egzersizi sonucu normotansif sicanlarda aort HO-1
ve HO-2 proteinlerinin ekspresyonu ve HO’nun aracilik ettigi gevsemenin arttigi
gosterilmistir (21). Diizenli fiziksel aktivite yapan spontan hipertansif sicanlarda ise
ekzojen CO’ya verilen gevseme yanmiti artmakta ve bu durum K' kanallarma
baglanmaktadir (22). Ancak diizenli fiziksel aktivitenin NOS-inhibisyonu
hipertansiyon modelinde HO/CO sistemine etkisi bilinmemektedir.

Bu ¢alismanin amaci NOS inhibisyonu ile hipertansif hale getirilen siganlarda
diizenli fiziksel aktivite sonrasi vaskiiler dokuda goriilen gevseme yanitlarinin
diizelmesinde CO’nun roliinii ortaya koymaktir. Bu amagla Nw-nitro-L-arginin metil
ester (L-NAME) ile hipertansif hale getirilen sicanlarda yilizme egzersizi sonrasi
torasik aorta, gastroknemius kasi direng arteri ve mezenter yatak direng arterlerinin
damar tonusuna CO’nun katkis1 ve CO iiretiminden sorumlu olan HO-1 ve HO-2
enzimlerinin protein diizeyi arastirilmistir. Hem CO’nun, NO i¢in bir yedekleme
molekiilii olabilmesi hem de HO/CO siteminin egzersizle up-regiile olabilmesinden
dolay1, damar yanitlarinda CO’nun gevsetici etkisinin NOS-inhibisyonlu hipertansif
sicanlarda diizenli ylizme egzersizi sonucu artmasini beklemekteyiz.



GENEL BIiLGILER

2.1. Hipertansiyon

2.1.1. Hipertansiyonun Tanim ve Simiflandirilmasi

Kan basinct kalbin kani sistemik dolagima pompalamasi sirasinda arteryel
sisteme giren kanin arterler iizerinde olusturdugu basinci anlatir ve "Kan basinci =
kardiyak atim x periferik vaskiiler diren¢" formiilii ile ifade edilir. Sistemik arteriyel
kan basincinin normal sayilan siirlarin {izerinde seyretmesine hipertansiyon denir
(23-24).

Kan basincr sistolik (biiyiik tansiyon) ve diyastolik (kiigiik tansiyon) olarak
iki degerden olusur. Insanlarda kabul edilen normal kan basinci degerleri sistolik kan
basinct (SKB) i¢in 120 mmHg ve diyastolik kan basinc1 (DKB) i¢in 80 mmHg’dur.
Diger yonden SKB i¢in 140 mmHg’dan, DKB i¢in de 90 mmHg’dan yiiksek degerler
yiiksek kan basinct degerleri olarak kabul edilir. Hem SKB hem de DKB’nin arttig1
durum kombine hipertansiyon olarak tanimlanirken, DKB’nin 90 mmHg altinda
oldugu fakat sadece SKB’nin yiiksek oldugu (SKB>140 mmHg) duruma ise izole
sistolik hipertansiyon denir (25).

Erigkinlerde kan basinci derecesinin siniflandirilmasi nitel olmakla birlikte,
pratikte hekimlerin tedaviye yaklagimima kolaylik saglamak i¢in kan basinct
derecelerinin dikkate alinmasi yararhidir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Birlesik
Komite (JNC, Joint National Committee) VII. Raporu’nda 18 yas ve lizeri
eriskinlerde kan basinci dort sinifa ayrilmistir (Tablo 2.1). Bu smiflandirma anti-
hipertansif ilag almayan ve akut olarak hasta olmayanlar i¢in kullanilir.
Siniflandirmada kullanilan kan basinci degerleri, 6lgme tekniklerine uygun olarak en
az iki farkli muayenede alinan iki Ol¢iim sonucunun ortalamasidir. Sistolik ve
diyastolik kan basinglar1 farkli smiflara diiserse, kisinin kan basinci durumunu
degerlendirmek i¢in daha yiiksek olan kan basinci derecesi dikkate alinmaktadir (26).

Tablo 2.1. JNC VII. Raporuna gore 18 yas ve lizeri erigkinlerde kan basinct siniflandirmast

Sinif SKB(mmHg) DKB(mmHg)
Normal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89
Evre 1 Hipertansiyon 140-159 90-99
Evre 2 Hipertansiyon >160 >100




2.1.2. Hipertansiyonun Epidemiyolojisi

Hipertansiyon, insanlarin ¢ogunun yasamlarinin bir siirecinde karsi karsiya
kaldiklar1 tibbi ve toplumsal 6nemi giderek artan bir hastalik haline gelmektedir.
Hipertansiyon iilkeden {ilkeye prevelanst degismekle birlikte tiim diinyada morbidite
ve mortalite nedenleri arasinda en 6nde gelen sorunlardan biridir. 2000 yilinda
diinyada erigkin niifusun % 26,4inde (erkeklerde %26,6 ve kadinlarda %26,1)
hipertansiyon bulunmaktadir ve bu oranin 2025 yili itibariyle % 29,2’ye c¢ikacagi
ongoriilmektedir (27). Diinyada yaklasik olarak 1 milyar kisinin hipertansiyon
hastas1 oldugu ve yilda 7,1 milyon kisinin hipertansiyon ve hipertansiyona bagl
sebeplerden 6ldiigii tahmin edilmektedir (28).

Hipertansiyon her yasta goriilen bir hastalik olmasina ragmen toplumlara ve
toplumdaki yas gruplarina gore goriilme sikligr farklidir. Yagla birlikte hipertansiyon
prevalansi artmaktadir. Buna gore 40 yasin iizerindeki bireyler icin hipertansiyon
siklig1 %15’in civarindayken, 65 yasindan sonra %20 degerini asar. Erkekler icin
hipertansiyon riski kadinlara gore daha fazladir. Fakat hipertansiyon ileri yastaki
kadinlarda, aym yastaki erkeklere goére daha 6nemli bir saglik sorunu olarak goriliir.
Ayrica siyah 1rktaki insanlarda, hipertansiyonun goriilme sikligi diger toplumlarin
yaklasik olarak iki katidir (29). 65 yasinda hipertansiyonu olmayan kisilerin sonraki
20 y1l i¢inde hipertansiyona yakalanma riski %90’ 1n {izerindedir (30).

Ulkemizde yapilan TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk
Faktorleri) calismasi ile 2003-2004 yaz aylarinda 2267 kisinin izlendigi kohort
aragtirmasinda kan basinci degisimleri agisindan cinsiyet ve yas katmanlart goz
Oniine alinmistir. Kohortun 33 yasimmi askin katilimcilardan anti-hipertansif ilag
kullanan ya da kan basinct >140 ve/veya 90 mmHg olanlarin prevalans: erkeklerde
%38, kadinlarda ise %46 bulunmustur. Buna gore, iilkemizde halen 5.2 milyon erkek
ile 6.6 milyon kadinda hipertansiyonun var oldugu tahmin edilmektedir (31).
Ulkemizde yapilan bir diger ¢alisma ise Tiirk Hipertansiyon ve Bébrek Hastaliklart
Dernegi'nin 2003-2004 yillar arasinda yaptig1 PatenT (Tiirk Hipertansiyon Prevalans
Calismasi, Prevalence, awareness and treatment of hypertension in Turkey)
calismasidir. Bu ¢alisma Tiirkiye’de 7 bolge ve 26 ilde, 18 yas {izeri 4910 kisi ile
yapilmis olup, hipertansiyon prevalansit % 31,8 bulunmustur. PatenT ¢aligmasinda
hipertansiyon prevalans1 kadinlarda % 36,1 iken erkeklerde % 27,7 olarak
saptanmigtir. Hipertansiyonlu bireylerin sadece % 40,7 sinin hastaliklarinin farkinda
oldugu, hastalarin sadece % 31,1’inin anti-hipertansif tedavi aldigi, tedavi alanlarin
ise sadece % 20,7’sinde kan basincinin kontrol altinda oldugu tespit edilmistir (32).

2.1.3. Hipertansiyonun Etiyolojisi ve Etiyolojik Siniflandirmasi

Hipertansiyon bir ¢esit kan basinci diizenlenmesi bozuklugudur ve birgok
nedenden dolay1 ortaya ¢ikar. Hipertansiyonun etiyopatolojisi hakkindaki bilgiler
hala tam olarak netlesmemistir. Bununla beraber kan basinci yiiksekligi temelde
primer ve sekonder hipertansiyon olarak ikiye ayrilir. Hipertansiyon olgularinin
yaklasik %95’nin nedeni tam olarak bilinmez. Bu tip hipertansiyona ‘primer’ veya
‘idiyopatik’ veya en sik kullanilan terimle ‘esansiyel hipertansiyon’ da denilmektedir
(33). Kan basincinin olusmasini saglayan iki ana komponentten birincisi kalbin
pompalama giicii, ikincisi ise periferik arter direncidir. Bu komponentlere bir¢ok
faktoriin katkisinin oldugu bilinmektedir. Bu iki ana komponentin birisinde veya her



ikisinde olusan patolojiler hipertansiyona neden olmaktadir (25). Primer
hipertansiyonun patogenizinde rol oynadig: ileri siirlilen bazi faktorler sunlardir (25,
29, 34-36).

Genetik faktorler

Fazla sodyum alimi, renal sodyum atiliminda defekt
Periferik direng artis1

Kalp debisi artis1

Obezite

Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi
Renin-anjiotensin sisteminin rolii
Stress ve asirt sempatik aktivite
Hiicre zar1 degisiklikleri
Endotelyal disfonksiyon

Serbest oksijen radikalleri

Olasi diger mekanizmalar

Sekonder hipertansiyon ise belirli bir nedene baglh olarak gelisen
hipertansiyondur ve mevcut olgularin %5°1 bu gruptadir. Bu durumda sekonder
hipertansiyon bagka bir hastaliga ikincil olarak gelisen kan basinci artisidir. Baslica
nedenleri arasinda renal, kalp, endokrin, ndrolojik ve vaskiiler anomaliler sayilabilir.
Neden olan hastalik tedavi edildiginde hipertansiyon diizelebilir. Hipertansiyon
hikayesi bulunmayan eriskinlerde veya gencglerde ayrica anti-hipertansif tedaviye
zayif cevap veren hipertansiyonlu bireylerde kan basincindaki artis sekonder
hipertansiyon ihtimalini giiclendirmektedir (37).

Giliniimiizde hipertansiyon tedavisinde ¢ok ¢esitli ve yararli ilaglar yaygin
olarak kullanilmakla birlikte, hastanin beslenmesi ve yasam tarzi ile ilgili gerekli
onlemler alinmalidir. Buradaki amag kan basincini diisiirmek, diger risk faktorlerini
ve klinik durumlari kontrol altina almak ve daha sonradan kullanilmasi gerekebilecek
anti-hipertansif ila¢ sayisi ve dozunu azaltmaktir. Kan basincini veya
kardiyovaskiiler riski diisiiren yasam tarzi onlemleri sunlardir; sigarayr birakmak,
fazla kilolu bireylerde kilo vermek, alkol tiiketimini azaltmak, tuz aliminm1 azaltmak,
meyve ve sebze tiiketimini arttirmak ve doymus ve toplam yag alimini azaltmak (38-
39). Kan basincinin diismesine katkida bulunan énemli bir faktor ise diizenli yapilan
egzersizdir. Egzersiz ile birlikte yasam biciminde yapilan degisiklikler,
hipertansiyonun kontroliinde koruyucu etkiye sahiptir.

2.1.4 Egzersiz ve Hipertansiyon

Yiiksek prevalanst ve yol actigi morbitide ve mortalite riski artisina bagl
olarak, hipertansiyon biitiin diinyadaki en onemli saglik sorunlarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Yasla birlikte hipertansiyonun goriilme sikligindaki artistan
sorumlu en 6nemli nedenlerden biri sedanter yasamdir. Uzun ve saglikli bir yasam
siirmek i¢in egzersizin 6nemi her gecen giin daha iy1 anlasilmaktadir.

Hipertansiyon ve yasam tarzi arasindaki iliski uzun zamandan beri
bilinmektedir. Yapilan gozlemsel ve deneysel ¢alismalar sonucunda, bu iliskinin



onemi ve altinda yatan mekanizmalar1 biiyiik Olgiide anlasilmistir (40).
Epidemiyolojik calismalar sonucunda fiziksel aktivite ve hipertansiyon arasindaki zit
iliski gosterilmistir. Ayrica klinik calismalar egzersizin yiiksek kan basincini
diisiiriici etkisini dogrulamaktadir. 1990’11 yillarin sonunda da JNC’nin (Joint
National Committee of the USA) agiklamalarina gore hipertansiyonda korunma ve
tedavi i¢cin artmis fiziksel aktivite Ozellikle tavsiye edilmektedir (41). Benzer
aciklamalar Diinya Saglik Orgiitii ve Amerika Birlesik Devletlerindeki baska saglik
kuruluglar1 tarafindan yayinlanmis olup hipertansiyon tedavisinde egzersizin olumlu
etkilerine deginilmistir (14, 42-44). Basta kardiyovaskiiler hastaliklar olmak {izere
pek cok sistemik hastaliga ait risk faktorleri hipertansif kisilerde normotansif
olanlara gore anlamli sekilde yiiksektir. Egzersizin kan basincini diigiirmesinin
yaninda kardiyovaskiiler komplikasyon riskini azaltan yararl etkileri de mevcuttur.
Sedanter yagam siiren bireylerde hipertansiyon gelisme riski, diizenli egzersiz yapan
bireylere oranla 9%20-50 daha fazladir (45). Pek ¢ok hastalikta oldugu gibi
hipertansiyonda da yasam bi¢imindeki olumlu degisiklikler hastaligin 6nlenmesinde
ve tedavisinde onemli Sl¢lide yarar saglamaktadir. Hipertansiyon tedavisinin dmiir
boyu siiren bir tedavi oldugu g6z Oniine alinirsa, hipertansiyon ve yarattigi
komplikasyonlarin tedavisi i¢in harcanan paralar azimsanamayacak kadar coktur
(46). Bundan dolay1 hipertansiyonun ilagsiz tedavisine verilen 6nem giin gegtikge
artmaktadir.

Egzersizin Anti-hipertansif Etkisi. Egzersiz ile birlikte yasam bigimi
degisiklikleri hipertansiyonun kontroliinde, tedavisinde ve hipertansiyondan
korunmada tamamlayici bir etkiye sahiptir. Egzersizin kan basincini diisiiriicii etkisi
i¢cin Onerilen mekanizmalar nérohumoral, vaskiiler ve yapisal adaptasyonlar1 kapsar.
Katekolominlerde ve total periferik direncte diisiis, diizelmis insiilin direnci,
vazodilator ve vazokonsriktorlerdeki degisiklikler egzersizin anti-hipertansif etkisi
icin varsayilan bazi agiklamalardir. Egzersizin kan basincini disiiriicti kapasitesini
optimize emek icin; egzersizin siddeti, tipi, siklig1 ve siiresi 6zellikle ¢ocuklarda,
kadinlarda, yaslilarda ve hatta etnik gruplarda bile ¢ok iyi sekilde belirlenmelidir
(47).

1986’dan beri hipertansiyon ig¢in tavsiye edilen egzersiz regeteleri daha
gelismis haldedir. Egzersizin kan basincinm diisiiriicii etkisinin uygulanan egzersizin
baz1 ozellikleri ile yakindan baglantis1 oldugu sdylenebilir. Bu 6zellikler su sekilde
belirtilebilir (48):

Tipi  : Kardiyorespirator egzersiz

Siklig1 : Haftada 3-5 kez

Stiresi : 40-60 dakika

Siddeti: Maksimal fiziksel is kapasitesinin %40-70

Egzersizin temel olarak dinamik (izotonik) ve statik (izometrik) olmak {izere
iki ¢esidi vardir. Bunlarda kendi i¢inde aerobik ve anaerobik olarak ayrilir. Diizenli
izotonik egzersiz yapan hipertansif bireylerin kan basinglarinda diislis olmakla
beraber, izometrik veya agir egzersiz hipertansiyon i¢in uygun bulunmamaktadir
(42).



Fiziksel aktivite sirasinda ayn1 anda miimkiin oldugu kadar fazla kas ve kas
grubunu ¢alistiran ylirlime, kosma, bisiklet, yiizme gibi dinamik egzersiz tiirlerinin
hipertansif hastalarda anlamli kan basinci diisiislerine neden oldugu bilinmektedir
(14,42, 49).

Aerobik egzersizin faydali olabilmesi icin siddetinin esik diizeyin iizerinde
olmas1 gerekir. Yapilan ¢alismalarda, uygulanan fiziksel aktivite siddetinin, kanda
laktat birikim esiginin altinda olmasi gerektigi vurgulanmakta ve genellikle

maksimal oksijen kapasitenin (VO2 wmax) %40°1 ile %70’i arasinda degisen
agirliktaki aerobik egzersiz uygulamalar1 onerilmektedir (42, 50-51). Agir siddetteki
egzersizlerin kan basinglarmi diisiirmedigi, ayrica siddetli egzersiz sirasinda ortaya
cikabilen kan basinci artiglarinin zararli olabilecegi belirtilmektedir.

Egzersizin kan basincini diisiiriicii etkisinde 6énemli oldugu kabul edilen diger
faktorler, egzersizin uygulanma siklig1 ve siiresidir. Egzersizin haftada 3-5 giin
arasinda yapilmasinin tansiyonun diisliriilmesinde etkili oldugu belirlenmistir (52-
53). Fakat siirlt sayidaki bazi caligmalar haftada 7 seans egzersiz uygulamasinin 3
seans yapilandan daha etkili oldugunu belirtmektedir (54-55). Kan basincin
diistirmeye yonelik yapilan egzersiz calismalarinda, giinlik 1sinma ve soguma
egzersizleri hari¢ aralikli veya devamli toplamda 30-60 dakikalik egzersizler
onerilmektedir (47).

2.1.5. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Giinlimiizde yaygin bir saglik problemi olan hipertansiyon ve hipertansiyona
bagli komplikasyonlarin bir¢ok {ilkede etkiledigi populasyon yiizdesi ve uzun
vadedeki mortalite ve morbiditeye etkisi gbz Oniine alindiginda, hipertansiyon
lizerine yapilan ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Hipertansiyonun mekanizmasini
ve gereken tedavisini aydinlatmak amaciyla gesitli yaklagimlar uygulanmaktadir.

Hipertansiyon ile ilgili arastirmalarda yiiksek kan basinci degerleri olan
insanlarin yani sira daha detayli girisimsel arastirmalarin yapilabilmesi i¢in deney
hayvanlarindan da siklikla yararlanilmaktadir. Bu tiir c¢aligmalarda insandaki
esansiyel hipertansiyonun karsiligi olan kendiliginden hipertansif siganlar (spontan
hipertansif sicanlar, SHR) veya c¢esitli girisimsel yollarla olusturulan deneysel
hipertansif modeller kullanilmaktadir. Bu tezin konusu olan NOS inhibisyonu
hipertansiyon modeli 2.1.6 nolu alt baslikta ayrintili olarak incelenmistir.

Spontan hipertansif ratlar. Bu hayvanlar normalin iizerinde kan basinct
degerlerine sahip siganlarin en az birkagc nesil boyunca kendi aralarinda
ciftlestirilmesiyle elde edilir. Bir aydan fazla siirede sistolik kan basinglari devamli
150 mmHg’nin lizerinde seyrettigi takdirde spontan hipertansiyon tanimlanir (56).
[lk bir iki haftada sistolik kan basinglart 100-120 mmHg arasindadir ve sonrasinda
12-14 haftanin iizerine hipertansiyon gelisir (56) . Genetik predispozisyon nedeniyle
sicanlardaki kendiliginden gelisen bu hipertansiyon, insanlardaki esansiyel
hipertansiyon olusumunu andirir.

Dahl-Tuz Hipertansiyon Modeli. Dahl ve arkadaslar1 tarafindan, genetik
ozellikleri farkli tuza direncli ve tuza duyarli iki ayr1 sigan soyu gelistirilmistir. Tuza



duyarli olan sicanlarda normalin {izerinde tuz alimi hipertansiyon olusumunu uyarir
(57-58).

DOCA-Tuz Hipertansiyon Modeli. DOCA-tuz hipertansiyonu farmakolojik
olarak olusturulan hipertansiyon modelidir. Tek bobregi alinmis si¢anlara iyilesme
siirecini takiben cilt altindan periyodik olarak DOCA’nin (deoxycorticosterone-
Acetate) enjeksiyonu ve igme suyu olarak %1°lik sodyum kloriir ¢6zeltisi verilmesi
kaydiyla hayvanlarin kan basincinda artis gézlenir (59). Bu deneysel hipertansiyon
modelinin en biiyiik avantaji hipertansiyonun gelisim evreleri sirasinda tuzun
oynadigi roliin arastirilmasinda 6nemli yarar saglamasidir (60).

Renal Hipertansiyon Modelleri. Sicanlarda hipertansiyon olusturmak icin
kullanilan diger bir yontem bobrek arterlerinin giimiis klipslerle daraltildigi Goldblatt
hipertansiyon modelidir. Hayvanin iki bobregi de saglamken tek bobrekteki renal
arter glimiis klipsle daraltilirsa "iki bobrek bir klips" deney modeli olarak adlandirilir
(61). Sayet hayvanin bir bobregi alindiktan sonra diger bobrege giren renal arter
giimiis klips yardimiyla daraltilirsa "bir bobrek bir klips" deney modeli olusturulur ve
her iki modelde de kan basinci artar (60, 62)

2.1.6. NOS Blokajiyla Olusan Hipertansiyon Modeli

1992 yilinda iki farkli arastirma grubunun yapmis oldugu c¢alismaya gore
kronik olarak oral NOS inhibitorii uygulamasmin hipertansiyona neden oldugu
gosterilmistir ve bu uygulamanin arteriyel hipertansiyon modeli olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (5). Hayvanlara NOS inhibitoriiniin yiliksek dozlarda
verilmesi daha agir hipertansiyona yol agarken ilerleyen donemlerde bobrek hasarina
da neden olmaktadir (5, 63). Periferik arteriyel direncin artis1 ile NO arasinda bir
iliskinin oldugu ve kan basimncinin uzun vadede diizenlenmesinde NO’nun katkisi
bilinmektedir (64-65). NOS enziminin kronik olarak inhibisyonu ile periferik
arteriyel direng artig1 ve dolayisiyla sistemik hipertansiyon gelisimi saptanmigtir (65-
66).

NG-nitro-L-Arjinin  (L-NNA), L-NAME gibi L-arjinin analoglarinin
uygulanmasiyla NOS enzimlerinin kronik kompetitif inhibisyonu saglanir ve bunun
sonucunda arteriyel kan basinci artar (1). L-NAME, esterazlarla L-NNA’ya
metabolize olur ve dokulara bu sekilde gecer (67). Bir L-arginin analogu olan L-
NAME siganlarda hipertansiyon olusturmak i¢in kullanilan ilk NOS inhibitoriidiir (5,
68-69). L-NAME’in suda ¢0ziinebilmesi ve i¢me suyuyla birlikte hayvanlara
verilebilmesi, bu modelin kolaylikla ve yaygin olarak kullanimima yol agar.
Sicanlarda L-NAME’nin intraperitoneal enjeksiyonu da hipertansiyon olusturmak
i¢in kullanilan diger bir uygulamadir (70).

Kronik NOS inhibisyonuyla olusturulan hipertansiyonun gelisimine katkisi
oldugu ileri siiriilen mekanizmalar arasinda total periferik direng artisi, sempatik
sistem aktivasyonu, cesitli vazoaktif maddeler ve artmis renal sodyum tutulumu
sayilmaktadir (5, 71). Yiiksek doz L-NAME ve L-NNA uygulamasi ile yapilan uzun
siireli NOS inhibisyonunda dokularda hasar olugmakla birlikte bobreklerde tiibiiler
nekroz ve glomeruloskleroz, damarlarda media tabakasinda kalinlasma ve kalpte
fokal nekroz odaklar1 olusabilmektedir (5). Mevcut veriler 1518inda diisiik doz NOS
inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan esasen sodyum tutulumunun, yiiksek



doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan ise total periferik direng
artisinin sorumlu oldugu kabul edilmektedir (72).

Deneysel L-NAME  hipertansiyon = modelinin  uygulandigt  sigan
caligmalarinda, bu inhibitoriin degisen dozlardaki ve uygulama siirelerindeki etkisi
incelendiginde farkli kan basinci artiglar1 gézlenmistir (1, 69, 73). Farkli soylardaki
siganlara ayn1 dozda L-NAME uygulanmasinin kan basinci artisinin  diizeyini
degistirdigi belirtilmektedir (68).

2.1.7. Egzersiz ve Hipertansif Sicanlar

Egzersizin kan basincini diislirdiigii hem insanlarda hem de deneysel hayvan
modellerinde birgok ¢alismada arastirilmistir. Egzersizin deneysel olarak hipertansif
hale getirilen ratlar lizerine etkisi farklilik gosterdigi i¢in ayr1 ayr1 ele almak gerekir.

Spontan Hipertansif Sicanlar. Spontan hipertansif siganlar insanlarda ki
esansiyel hipertansiyonun etkisini arastirmak icin kullanilan ve hipertansiyon
calismalarinda en ¢ok tercih edilen hipertansif sican modelidir. (74). SHR’da
egzersizin etkisinin incelendigi 18 c¢alismanin meta analiz sonuglarina gore; pre-
hipertansif veya hipertansiyonun erken déneminde egzersize baslayan SHR’da kan
basincinda diisiis gozlenirken, egzersiz yapan yashh siganlarda boyle bir etki
goriilmemistir. Kisa siireli yapilan egzersizin kan basincini diislirdiigii fakat bu
diisiisiin  egzersizin siiresi uzadiginda kayboldugu belirtilmistir (75). Spontan
hipertansiyon modelinde uygulanan diisiik siddetteki (VO, max’in %40-60’1
agirhiginda) kosu egzersizinin kan basincimi diisiirdiigii, fakat yiiksek siddetteki
egzersizin (VO, Max’m %75’inden fazla) aynmi etkiye sahip olmadigi gosterilmistir
(76). Grubumuzun 11-12 haftalik spontan hipertansif sicanlarla yapmis oldugu
calisma sonucunda da 8 haftalik yiizme egzersizinin kan basincini anlamli olarak
diistirdiiglinii saptanmustir (77).

Dahl-Tuz Hipertansiyon Modeli. Egzersizin anti-hipertansif etkisi, en iyi
Dahl-tuz hipertansiyon modeli sicanlarda goriilmiistiir. Egzersiz bu si¢anlarda da
hipertansiyon gelisimini geciktirir ve tuz diyetiyle maksimal diizeye ulasan kan
basincint 6nemli oOlgiide diisiirmektedir (15). Bu modelde fiziksel aktivitenin kan
basincin diisiiriicii etkisi kosu bandi ile yaptirilan yiirlime egzersizinde gosterilmistir
(78).

DOCA-Tuz Hipertansiyon Modeli. Deoksikortikosteron asetat (DOCA)
tuzu ile olusturulan hipertansiyon modeli insanlardaki Conn sendromunu (primer
hiperaldesteronizm) taklit etmektedir. DOCA tuz hipertansiyon modelinde egzersizin
kan basincina etkisiyle ilgili ¢ok fazla calisma yoktur. Yapilan deneyler sonucunda

genellikle egzersizin kan basincini distiriicii etkisinin olmadigr gosterilmistir (15,
79).

GoldBatt Hipertansiyon Modelleri. Ilk olarak ve renal arterin
klipslenmesiyle olusturulan deneysel hipertansiyon modelidir (60). Goldbatt
hipertansiyon modelinde de egzersiz ile ilgili ¢alismalarin sonuglar1 ¢eligkilidir.
Egzersizin kan basincimi diisiirdiiglinii sdyleyen ¢alismalarin yaninda, etkisinin
olmadigin sdyleyen calismalar da literatiirde yer almaktadir. “Iki bobrek bir klips”



yontemiyle hipertansif hale getirilen sicanlarda 10 haftadan daha uzun siire yaptirilan
kosu bandi egzersizin kan basincini diisiirmedigi gosterilirken (22), ayn1 yontemle
hipertansif hale getirilen sicanlara 6 hafta siireyle goniillii egzersiz yaptirildiginda
kan basincinin diistiigii gosterilmistir (16).

NOS Inhibisyonu Hipertansiyon Modeli. Kronik L-NAME uygulamas ile
hipertansif hale getirilen hayvanlarda egzersizin kan basinci iizerine etkisini arastiran
az sayida caligma bulunmakla beraber, giin gectikge yapilan arastirmalarin sayisi
artmaktadir. L-NAME uygulama siiresi ve dozundaki degisikler farkli kan basinci
artiglarina neden olsa da, goriilen net etki kan basincinda artis yoniindedir. Bu model
kullanilarak hipertansif hale getirilen siganlarda egzersizin kan basinci tizerindeki
anti-hipertansif etkinligini oldukca fazladir.

8 hafta boyunca giinde 10 mg/kg subkutan L-NAME uygulamasi ile birlikte
kosu bandi egzersizi yaptirilan sicanlarda, kan basincinin onemli 6l¢iide azaldigi
belirtilmistir (80). L-NAME hipertansif ratlarda 8 haftalik yiizme egzersizin etkisinin
incelendigi diger bir calismada ise, egzersizin kan basinci iizerine olumlu etkisi
saptanmugtir (81).

NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde egzersizin anti-hipertansif etkisini
gostermek i¢in bir seri ¢alisma yapilmistir (18-20). Hem kosu bandi egzersizinin hem
de ylizme egzersizinin L-NAME verilmesiyle NOS blokaji yapilmasi sonucu
hipertansif hale getirilen sicanlarda kan basincin1 anlamli olarak azalttig
gosterilmistir. Ayrica yine ayn1 yontemle 6 haftalik L-NAME tedavisiyle dnceden
hipertansif hale getirilen sicanlarda da kosu bandi egzersizinin kan basincinda,
hipertansif kontrollere gore istatistiksel olarak Onemli diisiis yaptigi da ortaya
konmustur. NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde diizenli fiziksel aktivitelerin
kan basincimi diisiiriicii etkisi bizim ¢alismalarimizda eNOS (endotelyal nitrik oksit
sentaz) aktivitesinin artis1i, direng damarlarinda yeniden yapilanma ile muskiiler
tabakasinda incelme, diren¢ damarlarinin hem kimyasal uyaran (asetilkolin) hem de
kan akimi (shear stres) gibi uyaranlara verdigi gevseme yanitlarindaki diizelmelerin
etkili oldugu gosterilmistir (18, 20).
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2.2. Karbonmonoksit

2.2.1. Karbonmonoksitin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

CO, tatsiz kokusuz, renksiz ve diatomik bir gazdir bazi fiziksel 6zellikleri
tablo 2.2 de belirtilmistir (82). CO’nun ¢evresel ve endiistriyel siirecte toksik bir yan
iirlin olarak iiretildigi uzun zamandan beri bilinmektedir. Hemoglobine oksijenden
245 kez daha fazla afinitesi bulunmaktadir (83). Hem baglama bolgelerinde CO’nun
parsiyel isgali oksijen salinimini inhibe eder ve oksijen disosiasyon egrisini sola
kaydirir. CO’nun bu etkisi oksijen tasima kapasitesini azaltarak doku hipoksisine yol
acar. Yiksek konsantrasyonlarda CO’nun sitokrom P-450, sitokrom c ve
miyoglobine baglanmasiyla CO’nun zararl etkilerini daha da artar (83).

Yirminci yiizyilin ortalarinda yapilan ¢aligmalarla CO’nun insanlarda endojen
olarak tiretildigi ve patofizyolojik kosullar altinda CO iiretiminin arttig1 tespit
edilmistir (84). Insan viicudunda giinliik CO iiretimi hemen hemen 20 pmol/saate
yaklasir (83). CO’nun uzun zamandan beri hem katabolizmasindan kaynaklanan
yararsiz ve muhtemel toksik bir atik olarak {iiretildigi disiiniilirken, giiniimiizde
bircok kardiyovaskiiler fonksiyonu regiile eden anahtar bir sinyal molekiilii oldugu
tanimlanmistir (83).

Tablo 2.2. CO’nun fiziksel 6zellikleri

Molekiiler agirlik 28.01
Kaynama noktasi -191.5 °C
Erime noktasi -199 °C
Ozgiil agirhig 0°C, 1 atm 1.250 g/litre
25°C, 1 atm 1.145 g/litre
Havaya gore bagil yogunlugu 0.967
Sudaki ¢oztintirligii 0°C 3.54 ml/100 ml
20 °C 2.32 ml/100 ml
25 °C 2.14 ml/100 ml
Havadaki patlama sinir1 12.5-74.2 %
Cevirme faktorleri 0°C, 1 atm 1 mg/m3 = 800 ppm
1 ppm = 1.250 mg/m3
25°C,latm 1 mg/m3=0.873 ppm
1 ppm = 1.145 mg/m3

2.2.2. Endojen Karbonmonoksit Uretimi

1850’lerin baslarinda Fransiz biyolog Claude Bernard CO’nun hemoglobine
geri dontlistimlii olarak baglandigin1 ve hipoksiye neden oldugunu belirtmistir (10).
1895°de yapilan bir ¢alismada CO’nun hemoglobine baglanmasi iizerinde, yliksek
parsiyel oksijen basincinin antagonistik etkisi oldugu gosterilmistir (85). Endojen CO
tiretimine dair ilk bulgu 1898 yilinda Saint-Martin ve Niclous tarfindan ortaya
atilmistir. 1950’1i yillara gelindiginde ise hemoglobinin dekompozisyonu sonucu
insan viicudunda CO’nun varlig1 deneysel kanitlarla ispatlanmistir (86).

CO’nun temel biyolojik kaynagi (>%86) hemin, hemoksijenaz (HO)

enzimiyle degredasyonudur. Az bir kism1 da fotooksidasyon, lipid peroksidasyonu ve
ksenobiyotik metabolizmalar sirasinda olusur (83).
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CO’nun non-enzimatik olusumu. Hem molekiiliiniin, metilen kd&priileri
kirtlinca CO salinir (10). Sitokrom P450’in, NADPH (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat) oksidasyonuyla inaktivasyonu hem ve apoenzim arasindaki bagin
kirilmasina ve hem degredasyonuna neden olur (87). Nonenzimatik hem
metabolizmasi bu sekilde meydana gelmesine ragmen, CO’nun ¢ogunlugu enzimatik
hem metabolizmasiyla iiretilir ve ¢ogunlukla retikiiloendotelyal sistemde gerceklesir

(10).

CO’nun enzimatik olusumu. Insan kaninda bulunanan CO, oksijen tasiyici
hemoglobinin degredasyonundan kaynaklanir (82). Endojen CO oézellikle hem
degredasyonunda hiz smirlayict basamak olan mikrosomal hemoksijenaz
enzimlerinin etkisiyle meydana gelmektedir (88). Hemoksijenaz, hemin o mezo
karbon kopriilerini kirar; biliverdin, demir ve CO olusturur (82).

Hem
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C\Ha H CH,
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HE~ R A N
\C - IL |I‘|I —CF
HC// \Fe ECH
‘:C=N/ r—C\
N é )

H € C l“
o M e
0,, NADPH \
\) H,0, NADP"
Hemoksijenaz
o}
o] ,.-D)\HNH N
7~ HgH oo »  Biliverdin
Fo Fe g " S ——
.3 o
\L P% j/o \]ﬁ’ rediiktaz
k 4 HOOC COOH
HOOC COOH
Ferritin Cco Biliverdin IXa Biluribin IXa

Sekil 2.1. Enzimatik CO olusumu

Eritrosit yikim1 sonrasinda hem diizeyinin artmas1 CO’nun da artisina neden
olur. Hemoliz gibi hem metabolizmasimnin anormal sekilde arttigi durumlarda
CO’nun iiretimide biiyiik dlctlide artar (10).
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2.2.3. Hemoksijenazlar

Hemoksijenaz enzimi alglerden insanlara kadar olaganiistii bir sekilde
korunmustur (89). Bu korunum enzimin savunma stratejisi olarak basarisinin ve
hayatta kalma i¢in 6neminin bir gostergesidir. Bu enzimin kritik dogas1 geregi, HO-1
mutasyonlarinin intrauterin yasamda genelikle letal olmas1 olasidir ve bu konu ile
ilgili vakalar literatiirde bildirilmistir (90).

Tenhunen ve arkadaglarinin  hem katabolizmasinin  metabolizmasini
tanimlamalariyla 1968’de HO’nun kesfi gergeklesmistir (91). Daha sonra enzimin ii¢
farkli izoformu oldugu gosterilmistir. Bunlardan HO-2 ve HO-3 yapisal olarak
olusur, HO-1 ise biyokimyasal veya biyofiziksel stresle indiiklenebilir ve enzimin
yaygin olarak bulunan izoformudur (92-93).

1980’lerde cok ¢esitli streslerle uyarilan 32-kD’luk bir memeli stres proteini
ortaya konmustur (94-96). Bu proteine siganlarda hipertermi ile uyarilan, “heat shock
protein-32” (HSP-32) ismi verilmistir (97). Cok ge¢gmeden HSP-32’in daha once
tanimlanan HO-1 oldugu anlasilmistir (98-99). Insan HO-1 geni hipertermi ile
uyarilabilir olmamasina ragmen (98) (hepatoma hiicre hatti Hep-3B harig, (100)),
insan HO-1’inden s6z ederken hala zaman zaman HSP-32 terminolojisi
kullanilmaktadir.

Hemoglobin molekiilinde yer alan ve HO enzimlerinin substrati olan hem,
dort tane pirol halkasinin metilen kopriileriyle birleserek (Fe-protoporfirin IX)
olusturdugu tetrapirol bir yapi olup, merkezinde demir iceren, dnemli biyolojik
aktivitelerde rol alan bir molekiildiir. Hem, oksijen transportu/depolanmasi, enerji
tiretimi ve detoksifikasyonunda gorev alan proteinlerin yapisinda bulunur ve bu
proteinler hemoprotein olarak adlandirilir. Hem molekiiliindeki pirol halkalari
methen (mezo) karbon kopriileri ile birlesmis durumdadir. Porfirin molekiilii bir
gecis elementi ile selat olusturunca oksijene baglanabilir, oksidatif reaksiyonlarin
katalizinde ve elektron transferinde gorev alabilir (101). Hem, hidrofobik ve diisiik
molekiil agirlikli  bir demir selati olup reaktif oksijen tiirleri ve lipid
peroksidasyonuna neden olan oldiiriicii 6zellikte demir kaynakli reaksiyonlari
tetikleyebilmektedir. Ayrica hemin biyosentezi esnasinda da fotokimyasal
reaksiyonlar sonucu reaktif oksijen triinleri olusabilmektedir (101-102). Dolayisiyla
hem ve hemoproteinlerin giiclii toksisitesi, hem molekiiliiniin pargalanmasinin
hiicresel metabolizma agisindan kritik bir rolii oldugunu vurgulamaktadir. HO bu
par¢alanmay1 gerceklestirerek hiicresel savunmaya katilmaktadir (102-104).

Hemoksijenaz enzimi prostetik gruba ihtiyag duymayan, hem ile kompleks
olusturdugunda aktive olan, basit protein yapisinda mikrozomal bir enzimdir. HO,
hem molekiiliinii substrat ve prostetik grup gibi kullanan tek enzimdir (105).

HO, hem molekiiliiniin alfa ve meso karbon kopriilerini kirar ve hemin
biliverdine parcalanmasini saglarken ortama CO, serbest Fe™ ve biliverdin salinir.
HO, hemin oksidatif degredasyonunda hiz sinirlayici faktordiir. Reaksiyon sirasinda
tic molekiil oksijen ve nikotinamid adenin diniikleotid-sitokrom p-450 rediiktazdan
(NADPH-sitokrom p-450 rediiktaz) gelen elektronlar kullanilir (102, 105). Sonug
olarak reaksiyon sonunda bir molekiil hemin CO, Fe™ ve biliverdine degredasyonu
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icin tic molekiil oksijen ve yedi adet elektron kullanilir. Biliverdin ise biliverdin
rediiktaz enzimi ile bilirubin IXa yapisina rediiklenir (106). Olusan reaksiyon
trlinlerinin  bir¢ok hiicresel islevi (antioksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptotik)
olmasimin yaninda, HO lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen radikali olusumunda
etkili bir promoter molekiil olan hemin 6liimciil etkilerine kars1 hiicreyi korur (10,
82).

HO enziminin HO-1 ve HO-2 izoformlar1 hem katalizini gerceklestirirler (92,
107-108). Insan HO-1 ve HO-2 enzimleri, farkli genlerin iiriiniidiir ve farkli
biyokimyasal/biyofiziksel 0Ozelliklere sahiptirler. Ayrica karboksil (-COOH)
uclarinda benzer hidrofobik bdlgeler mevcuttur (108). Aynmi reaksiyonu
katalizlemelerine ragmen her iki enzimin reaksiyon hizlari, molekiil agirliklari, Km
degerleri, termostabiliteleri ve immiinoreaktiviteleri bakimindan birinden farklidir
(92, 109). HO-1’in molekiiler agirligr 32 kDa, HO-2’nin ise 36 kDa’dir (110-111).
HO-2, HO-1 ‘den farkli sekilde “hem regiilator bdlgesi” olarak tanimlanan
fonksiyonel bir bolge igerir (101, 112-113). Enzimin HO-3 olarak adlandirilan fakat
hakkinda ¢ok fazla bilgi olmayan {igiincii bir izoformu da tanimlanmistir. HO-3, HO-
2 amino asit yapistyla benzerlik gosterir fakat hem katalizininde daha az etkindir.
HO-3 ¢ok etkin olmayan bir sekilde hem katalizini gergeklestirir ve hem bagiml
genlerin diizenleyicisi olarak gorev yapar (9, 93).

HO-1 hemoksijenaz izoenzimlerin uyarilabilir formudur ve ekspresyonu en
fazla dalakta meydana gelir. Ayrica karaciger retikiiloendotelyal hiicrelerinde ve
kemik iliginde de eksprese oldugu bilinmektedir (114). Bir¢ok dokuda fizyolojik
kosullar altinda bazal diizeyde eksprese olur fakat kimyasal veya fiziksel bir uyariya
kars1 hizli bir sekilde transkripsiyonel aktivasyon gosterir.

HO-2 izoenzimlerin yapisal formudur, ekspresyonu baskin olarak beyin ve
testiste bulunur. Ayrica damarlar, merkezi sinir sistemi, karaciger, bobrekler ve
gastrointestinal sistemde yiiksek miktarda HO-2 eksprese edilmektedir (114). HO-3
de yapisal form olup beyin, karaciger, bobrek ve dalakta eksprese olmaktadir (93).

2.2.4. Hemoksijenaz Uyaranlar

HO-1, stress proteini HSP-32 olarak da bilinir. HO-1 ekspresyonu pek cok
endojen ve ekzojen uyarandan etkilenir. HO-1’in bilinen uyaranlar1 arasinda hem,
hem derivativleri, 1s1 soku, agir metaller, NO, NO donorleri, okside lipidler,
hiperoksi, lipopolisakkaritler, phorbol ester, sodyum arsenit , radyasyon, ultraviyole,
hidrojen peroksit, hipoksi, endotoksin, biiyiime faktorleri (trombosit kaynakli
biiylime faktorii, transforming biliylime faktorii B) , ¢esitli elektrofiller, okadaik asit,
metilglioksal, curcumin, oksidatif stres, sitokinler (interlokin-1, interlokin-6,
interlokin-10, TNF-a, interferon-y) shear stres, siddetli 151k, Ang II, glikoz
yoksunlugu sayilabilir (10, 114). Bu uyaranlardan bazilar1 intraselliiler reaktif oksijen
tiirlerinin liretimini dogrudan veya dolayli olarak arttirir veya intraseliiler redoks
dengesini modiile eder. HO-1"in artis1, oksidatif stresin genel indikatorii oldugunun
gostergesidir  (115).  Yapisal form HO-2’nin ekspresyonu ise adrenal
glukokortikoidlerle ve opiatlarla artar (10, 116). HO-1’in yukarida belirtilen
uyaranlarina ek olarak, egzersizin de HO-1 yapimini arttirdifina dair c¢aligmalar
literatiirde mevcuttur. Bu konu ileride daha detayl1 tartigilacaktir.
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2.2.5. Karbonmonoksitin Etki Mekanizmasi

CO’nun etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydilatmak
amaciyla yapilan yogun arastirmalar sonucunda, CO’nun diisiik konsantrasyonlarda
protektif etkilerinin (anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti-proliferatif vb.) oldugu
gosterilmistir (108). CO yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda hemoglobinin
oksijen baglanma bdlgesine kompetitif baglanarak karboksihemoglobin olusturur ve
hipoksemiye neden olur. Uzun siire yiiksek konsantrasyonlarda CO’ya maruz
kalinmasi1 bulanti, bag donmesi, biling kayb1 gibi bir¢ok klinik etkiye neden olabilir
(117). CO’nun protektif etkilerinin yani endojen olusan CO’nun hiicrelerdeki
etkilerinin mekanizmalar1 agagida agiklanmistir.

CO’nun cesitli yollarla ekzojen olarak verilmesi HO-1’in uyarilmasiyla
endojen olusumuna benzer etkiler gosterir. CO’nun fizyolojik islevini temelde iki
mekanizma ile a¢iklamak miimkiindiir. CO, ¢6ziinebilir guanilat siklaz1 (sGC) aktive
ederek ¢cGMP {iretimini uyarir. Bunun yaninda ¢esitli mitojen activated protein
kinazlarm (MAPK) aktivasyonunu diizenleyerek ve Ca®" bagimh K™ kanallarim
aktive ederek fizyolojik etkilerini gosterir (82).

CO, sGC’1 aktivitesini artirarak cGMP tiretimini uyarir. sGC/cGMP yolagi,
CO’nun ndrotransmisyon, vaskiiler relaksasyon, diiz kas relaksasyonu ve
bronkodilatasyon, koagiilasyon ve diiz kas proliferasyonunun inhibisyonu etkilerinin
ortaya cikmasinda gorev alir. CO’nun vazodilatator etkisi pek cok caligmada
gosterilmistir (82). Aort halkalarinda L-NAME ve HO inhibitérii SnPPIX (kalay
protoporfirin) varliginda alinan Ach gevseme yanitlar1 azalmigtir (118). Oysaki
torasik aortada Phe’ne verilen endotel bagimlhi kasilma yanmiti, L-NNA ve HO
inhibitérii ZnPPIX (¢inko protoporfirin) birlikte uygulandiginda L-NNA’nin tek
basina uygulanmasindan daha fazla artis gostermistir (119). CO sGC/cGMP aracili
vazodilator etkisinin yan1 sira, cGMP bagimsiz mekanizmalarla da vazoregiilator etki
gostermektedir. CO, Ca®" bagimli K* kanallarmi aktive ederek Ca duyarliligini
azaltir ve vaskiiler diiz kasin hiperpolarize olarak gevsemesini saglar (120-121). CO
{iretiminin azalmas: vaskiiler diiz kas hiicrelerinde actk K' kanallarinin sayisinin
azalmasi ile beraber gerceklesir ve vaskiiler kontraktilite artar; bu etki ekzojen CO
uygulamasi ile diizelir (122).

CO uygulamasi inflamasyon ve strese cevaben olusan hiicresel sinyal
iletiminde kritik dneme sahip olan MAPK yolagin1 modiile edebilir. Ozellikle p38
MAPK sinyal yolagi CO’nun anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve anti-proliferatif
etkilerine aracilik eder (123-126). Bu yolaklar arasindaki entegrasyon hiicre tipine
spesifik olarak degisiklik gosterir (108). CO, sGC aktivasyonu ve sonrasinda p38f3
MAPK aktivasyonuyla, siklin bagimli kinaz inhibitorii p21™*"“P! ekspresyonunda
artisa neden olarak diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe eder. (124). Mitokondri
veya membran kaynakli hiicresel serbest oksijen radikali iiretiminin diizenlenmesi,
CO bagiml sinyal ile gergeklesir. CO tarafindan NADPH oksidaz inhibisyonu ve
sonucunda O, TUrtiminin azalmast CO’nun anti-inflamatuar, anti-proliferatif
etkilerine yol acar (127-128).

Son yapilan goézlemlere dayanarak CO sinyali sonrasi efektdr molekiiller
olarak fonksiyon gdsteren proteinler arasinda heat shock protein-70 (HSP-70),
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peroxysome proliferator activated receptor-g (PPAR-g), anti-inflamatuar niikleer
regiilator Egr-1 ve caveolin-1 yer almaktadir (108). Ayrica CO’nun toll like receptor
(TLR) aktivasyonun down-regiilasyonu saglayarak anti-inflamatuar etki gosterdigi,
tanimlanan yeni mekanizmalar arasindadir (129).

2.2.6. Karbonmonoksitin Fonksiyonlari

CO, uzun yillardan beri hem metabolizmasi sonucu olusan yararsiz, toksik bir
ara Uriin olarak tanimlanmistir. Oysaki CO hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
gorev alan Onemli bir sinyal molekiiliidiir. CO’nun fonksiyonlar1 asagida
Ozetlenmistir.

CO’nun anti-inflamatuar etkisi. Sepsis hayvan modelleri ve hiicre kiiltiiri
caligmalarinda HO-1 kaynakli veya ekzojen CO’nun anti-inflamatuar etkili oldugu
gosterilmistir (123). Fizyolojik olarak viicut sivisindaki CO konsantrasyonu 100 ile
500 ppm arasinda degisiklik gostermektedir. Bu konsantrasyon dagiliminda CO
makrofajlardan kaynaklanan TNF-a, MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor),
interlokin-1 (123) ve aktive olmus T hiicrelerinden salinan interlokin-2 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimini engeller (130). Ayrica CO anti-inflamatuar
sitokin olan interlokin-10’nun sentezini uyarir. CO’nun anti-inflamatuar etkisi,
c¢cGMP’den bagimsiz olarak p38 kinaz aracilidir (123).

CO’nun anti-apoptotik etkisi. CO’nun olas1 antiapoptotik etkisi ilk kez in
vitro olarak gosterilmistir. Hiicre kiiltiirlerine ekzojen olarak CO uygulanmasi, fare
endotel hiicrelerinde (125) ve fibroblastlarinda (131) tiimor nekroz faktorii-oo (TNF-
a) ile baslatilan apoptozisi engellemistir. Benzer anti-apoptotik etki HO-1
ekspresyonunda artis ile de gozlenmistir (131). Diisiik konsantrasyonlarda ekzojen
olarak CO uygulanmasi, pulmoner arter endotel hiicre kiiltlirlerinde iskemi ve
reperflizyonla uyarilan apoptozisi engeller (132). Endotelyal hiicrelerde, MAPK
yolaginin selektif kimyasal inhibitorii kullanilarak TNF-a ile uyarilan apoptozis
tizerine CO’nun inhibitor etkisinin kalkmasi, p38 MAPK sinyal yolaginin
kullanildigint gostermektedir (125). Ayrica HO-1 veya CO’nun TNF-a aracil
endotelyal hiicre apoptozundan hiicreyi korumak i¢in, NFxkB bagimli anti-apoptotik
genler (c-IAP2 ve Al) ile birlikte calistigini gosteren arastirmalar mevcuttur (133).

CO’nun anti-proliferatif etkisi. CO’nun hiicre proliferasyonundaki inhibitor
etkisini ilk kez ortaya koyan Morita ve arkadaslari yapmis oldugu calismalarda,
hipoksik kosullarda CO veya HO-1 kullanilarak diiz kas hiicre proliferasyonunun
regiille edildigini gostermislerdir (134-135). Hipoksi 1ile wuyarilan HO-1
ekspresyonundaki artis sonucunda vaskiiler diiz kas hiicrelerinden endojen olarak
tiretilen ve salman CO, hiicre kiiltiirlinde endotelyal hiicrelerin endojen ¢cGMP
tiretimini arttirmistir. Bu modelde vaskiiler diiz kas proliferasyonunun CO ile
baskilanmasi, endotelin-1 (ET-1) ve platelet kaynakli biiylime foktorii (PDGF) gibi
endotelyal mitojenlerin ekspresyonunun cGMP bagimli down-regiilasyonu ile
iligkilidir (134).

CO’nun kanser hiicreleri, T hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi birgok

hiicre tipinde hiicre proliferasyonunu engelledigi de gosterilmistir. Gen transferiyle
ekzojen HO-1 wuygulamasi veya ekzojen CO uygulamasi vaskiiler diiz kas
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proliferasyonunu sadece ¢cGMP iiretimi ile degil, aym zamanda G1-siklin bagiml
protein kinaz inhibitorii p21°?' ve p38 MAPK aktivasyonu ile Go/G1’de durdurarak
yapmaktadir (124, 136-137). Ayrica, CO’nun ERK1/2 iizerinde baskilayici etki
gostermesi anti-proliferatif etkiye katkida bulunabilecegini gostermektedir (128).

CO’nun noérotransmisyonal etkisi. Olfaktor sinyal iletimi, uzun siireli
giclenme (LTP, long-term potentiation), nonadrenerjik nonkolinerlik (NANC)
bagimhi kas gevsemesi, sirkadyan ritmin kolinerjik regiilasyonu, kardiyovaskiiler
fonksiyonlarin otonomik regiilasyonu gibi bir¢ok nérolojik siiregte CO bir sinyal
molekiilii olarak gérev yapmaktadir (114).

CO’nun LTP siiresince postsinaptik ve presinaptik nodronlarin arasinda
retrograd haberci olarak gorev yaptigi bilinmektedir (138-141).Ozellikle
hipokampusun CA1 bdlgesinde CO’nun retrograd bir haberci oldugu, bunun yaninda
presinaptik sGC’yi dogrudan aktifleyen bir molekiil olarak da davrandigi
belirtilmektedir (101).

CO’nun vaskiiler tonusa etkisi. CO’nun damar tonusunun diizenlenmesinde
etkileri oldugunu gosteren onemli deliller vardir. Aortada, ve bir ¢ok arterlerde
CO’nun damar tonusunu diizenledigi gosterilmistir(7, 142-143).

Ekzojen olarak uygulanan CO’nun, fenilefrin (Phe) ile prekontrakte olan
sigan kuyruk arterinde gevseme yaptigr gosterilmistir (143). CO’nun neden oldugu
vazorelaksasyon i¢in saglam endotel gerekli degildir. CO yapiminin engellenmesi
vaskiiler kontraktiliteyi arttiir  (143). CO’nun bircok damar dokusunda
vazorelaksasyona sebep oldugu bilinmekle beraber vaskiiler etkileri Tablo 2.3°de
gosterilmistir (7).

Diisiik konsantrasyonlarda CO uygulamasi internal depolardan NO salinimina
neden olarak vazodilator etki gosterebilmektedir (143). CO, yeteri kadar yiliksek
konsantrasyonlarda bulundugunda veya endojen NO iiretiminin azaldig1 durumlarda
endojen vazodilator olarak gorev yapabilmektedir (118).

CO’nun vazodilator etkilerinin yani sira, diiz kas hiicrelerinden CO
saliniminin vazokonstiktor ET-1 ve platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF)
tiretimini engelledigi gosterilmistir (134). Boylelikle bu inhibisyon CO’nun vaskiiler
tonus lizerindeki etkilerine katkida bulunmaktadir.

Yapilan bircok ¢aligmada CO vazodilator etkisini sGC aktive ederek ve bu
aktivasyona bagli olarak cGMP diizeyinde artisa neden olarak gosterir (9, 136, 144).
Spesifik guanilat siklaz inhibitorleri varliginda CO’nun vazodilator etkisinin
kaybolmasi, bu etkinin belirli oranda bu mekanizma ile gelistigini dogrulamaktadir
(145). Bunun yaninda CO iyon kanallarin1 modiile ederek de vazodilatasyona neden
olmaktadir. CO, Ca*! bagimh K" kanallarm1 aktive eder, bu kanallarm Ca
duyarliligini azaltir ve diiz kasin hiperpolarize olarak gevsemesini saglar (121). Ca*"
bagimli K" kanallarmin kanal inhibitérleri varliginda vazodilator etkinin belirli
oranda azalmasi da bu vazodilator etkinin cGMP yaninda genis kondiiktansli Ca**
bagimli K kanali ile birlikte olusturuldugunu gostermektedir (Sekil 2.2).
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Tablo 2.3. CO’nun farkl tiir hayvanlarda vaskiiler etkileri

DOKU Tiir CO kaynagi Vaskiiler Etki
Aort Tavsan Ekzojen Gevseme
Aort Rat Ekzojen Gevseme
Basillar ve middle serebral arter Kopek,tavsan Ekzojen Etkisiz
Karotid, koroner ve femoral arter Kopek Ekzojen Gevseme
Korener arter Rat Ekzojen Gevseme
Korener arter Domuz Ekzojen Gevseme
Korener arter Domuz Endojen Gevseme
Korener arter ve ven Domuz Ekzojen Gevseme
Gracilis kasi arteri Rat Endojen ve ekzojen Kasilma?
Hepatik arter Rat Endojen Etkisiz
Hepatik ven Rat Endojen Gevseme
Mezenterik arter Domuz Ekzojen Gevseme
Pial arteriyol Domuz Endojen ve ekzojen Gevseme
Pulmoner arter Tavsan Ekzojen Gevseme
Pulmoner arter, ven Domuz Ekzojen Gevseme
Renal arter Rat Ekzojen Gevseme
Kuyruk arteri Rat Ekzojen Gevseme

CO dogrudan diiz kas hiicrelerinde K™ kanallari ve c¢cGMP diizeyinin
modiilasyonu ve dolayli olarak da endotel bagimli vazokonsriktorler ve miyojenik
faktorlerin modiilasyonu gibi mekanizmalar aracilifiyla etki gosterir (146). Bazi
aragtirmalar CO’nun aort gibi biiylik damarlarda cGMP aracili etki gosterdigini (142,
147), bazilar1 da renal arter veya pial arteriyoller gibi daha kiiciik damarlarda Ca”" ile
aktive olan K™ kanallar1 vasitasiyla dilatasyona neden oldugunu belirtmekle birlikte

net bir ayrim yoktur (122, 148).

HO
<€——— Hem

HO
Hem —m> CO )( CO
|

< _>

K* Kanal

Gevseme

Sekil 2.2. Vakiiler diiz kasta CO’nun etki mekanizmasi
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2.2.7. Karbonmonoksit ve Nitrik Oksit Etkilesimi

Son yillarda CO ve NO’nun molekiiler yapilarinin benzerlikleri disinda
fonksiyonlar1 arasindaki benzerlikler, birbiri 1ile yarigmalari, iiretimlerini
diizenlemeleri, birinin digerini yedeklemesi gibi bulgular agisindan arastirmalara
siklikla konu olmaktadir. Bu boéliimde literatiirde bu konu ile ilgili yer alan bilgiler
tartigilacaktir.

Benzerlikler. CO ve NO benzer 6zellikler tasiyan ve endojen olusabilen gaz
molekiilleridir. Her iki diatomik gaz da benzer molekiil agirligina, ¢oziiniirliige ve
bazal tiretim hizina sahiptir. Yiiksek lipofilik karekterleri sayesinde gerekli oldugu
zaman diisiik konsantrasyonlarda iiretilerek hiicre membranindan hizla difiize
olabilirler (149). CO ve NO’nun fonksiyonel agidan benzer 6zellikleri ise:

» retrograd habercidirler

* cGMP {iretimini arttirarak etkilerini olustururlar

* hiicre disinda reseptore ihtiya¢ duymadan komsu hiicreleri etkilerler

* oldukga kisa Omiirliidiirler
Boylelikle her ikisi de transseliiler haberci olarak gorev yapar ve vaskiiler fizyoloji
ve patolojide dnemli roller tistlenirler (150).

Farkhliklar. Bu iki gaz molekiiliiniin benzer 6zellikleri olmasina ragmen,
onemli farliliklar1 da mevcuttur. Bir serbest radikal NO, reaktif nitrojen tiirleri ile
reaksiyona girerek S-nitrozo veya S-nitro-tiyol tiirevlerini, ayrica siiperoksit anyonu
ile reaksiyonu sonucu peroksinitrit olusturabilmektedir (151). CO ise kararl bir gaz
olup, serbest radikal degildir ve bu yiizden NO’nun pek c¢ok oksidatif ve rediiktif
reaksiyon 6zelliklerini gdstermez. iki gazin da farkli baglanma &zellikleri vardir; CO
sadece ferrus heme baglanirtken, NO hem ferrik hem de ferrus hemoproteinlere
baglanir (149). CO, sGC enziminin hem grubundaki demire dogrudan baglanarak
konformasyonel degisiklige neden olup, enzim aktivitesinin artmasina ve cGMP
tiretimine neden olur. CO ile sGC aktivasyonu, NO’ya gore nisbeten daha zayiftir
(151). CO, sGC enziminin hem demirine farkli bicimde baglanarak hekzakordinat
ligand yapis1 olusturur, oysaki NO’nun baglanmas1 pentakordinattir (152).

CO ve NO benzer kardiyovaskiiler fonksiyonlara sahiptirler ve her ikisi de
vaskiiler duvarda iretilmektedir (101). CO ve NO temel fizyolojik etkilerini
gostermekte ortak olduklari nokta sGC’t aktive ederek cGMP iiretimini
arttirmalaridir. Her ikisinin de {iretimlerinin ¢esitli durumlarda artmasi veya azalmasi
aralarindaki etkilesimi oldukca komplike kilmaktadir (7, 151).

CO’nun NOS/NO sistemine etkisi. Tanim olarak tartismali bir konu olsa da
NO’nun hem, hemoproteinler ve tiyol gruplarina baglanarak depolanabildigi ve
gerektiginde bu yapilardan ayrilmasiyla etkisini gosterdigi iyi bilinmektedir. CO bazi
durumlarda depolanmis olan NO’nun baglandig1 yapilardan ayrilarak salinmasina ve
etkinliginin artmasina neden olabilir (10). Cesitli doku ve kiiltiir ortamlarinda
gosterilen bu durumun yasayan organizmadaki islerligi heniiz net degildir. CO’nun,
NO molekiiliine direkt etkisinden baska NOS enzimi aktivitesi ve ekspresyonuna
etkisi daha ©on plandadir. CO’nun NO’yu diizenleyici etkisinde doz 6nemli
faktorlerden biridir. Diisiik konsantrasyonda CO, eNOS uyarimi yaparak NO
salinimin1 uyarirken, yiiksek diizeydeki CO, eNOS aktivitesini azaltmaktadir (150).
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NO’nun HO/CO sistemine etkisi. NO, HO enzimlerinin transkripsiyonel
olarak diizenlenmesini gergeklestirebilmektedir. Pek ¢ok ¢alismada vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve endotel hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tiplerinde NO’nun, HO-1 i¢in giiglii
bir uyaran oldugu gosterilmistir. Fakat belirtmek gerekir ki, NO’nun, HO-1
ekspresyonunu uyarmasi genellikle fizyolojik kosullarda gozlenen bir durum
degildir. Endotel hasarinin s6z oldugu vaskiiler patolojilerde olusan fizyolojik stres
veya patofizyolojik kosullara maruz kalindigi zaman, NO ve/veya peroksinitrit
miktarinin artmasiyla HO-1 ekspresyonu uyarilabilmektedir (153). NO’nun HO-1
ekspresyonuna etkisi genellikle artma sekilde gozlenirken, HO-2’de ise baskilanma
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

CO ve NO, vazoregiilasyonun yaninda norotransmisyon, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonu gerceklestirmelerine
ragmen birbirlerinin yerine gegen molekiiller degillerdir. Her ikisinin de farkli,
sinerjik hatta antagonistik etkiler gosterdigi durumlar mevcuttur (89). Siiphesiz hem
CO hem de NO genis capta dnemli biyolojik olaylara katilan molekiiller olmalarina
ragmen, aralarindaki etkilesim hakkinda aciklanmasi gereken cok sey vardir. Fakat
simdiye kadar elde edilen bilgiler 15181nda aradaki iliski; 1) NO iiretiminin azaldig:
veya olmadig kosullar altinda CO’nun, sGC’in baglica regiilatorii olmasi (yani
NO’yu yedeklemesi), 2) NO’nun artisinin 6n planda oldugu durumlarda ise CO’nun
antagonistik etki gdstermesi seklinde 6zetlenebilir.

2.3. Karbonmonoksit ve Hipertansiyon

HO/CO sisteminin vaskiiler tonus iizerindeki etkileri ortaya konduktan sonra
hipertansiyon olusumu veya gelisimi ile ilgili bir¢cok patolojik siirecte rol
oynayabilecegini gosteren arastirma sonucu ortaya konmustur. CO eksikliginin
periferik direnci arttirmasinin yaninda, vaskiiler duvart olusturan hiicrelerin
apoptozisine ve proliferasyonuna etkisi, oksidatif stresi arttirabilmesi ve CO ile NO
arasindaki karmasik iligkinin bozulmasi kan basinct ylikselmesine neden
olabilmektedir (7). CO’nun giiclii bir vazokonstriktér olan ET-1 yapimim
engellemesi de ileri siiriilen mekanizmalardan biri olarak sayilmaktadir (134).
CO’nun 80’lerin sonu, 90’larin basindan itibaren 6nce ekzojen olarak sonra endojen
olarak vazorelaksan etkileri ortaya kondugu halde, HO/CO sisteminin hipertansiyon
ile iliskili bilgi birikimi yalnizca hayvanlarda yapilan deneysel hipertansiyon
aragtirmalarindan gelmektedir. Insanlarda ortaya konmus bir sebep-sonug iliskisi
heniiz yoktur.

HO inhibisyonunun etkisi. Metalloporfirinler ile Sprague-Dawley tipi
sicanlarda HO enziminin inhibisyonu sonucu periferik direncin artmasima bagh
olarak arteriyel kan basincinin artmasi 1995 yilinda (Johnson ve ark) gosterilmistir
(154). Bu sonug her sigan tiiriinde tekrar edilememistir. HO inhibisyonunun kan
basincini yiikseltici etkisinin, bu enzimin iriinlerinden olan biliverdin ve demir
olusumu azalmasindan ziyade CO’dan oldugu kabul edilmektedir (154).

Yapilan calismalar endojen olarak {iiretilen CO’nun, merkezi sinir sistemi
araciligiyla kan basinc1 diizenlenmesine katkida bulundugunu gdstermektedir.
Sistemik HO inhibisyonu sonucu beyin HO aktivitesinin baskilanmasiyla merkezi
sinir sistemi sempatik desarj1 artmasi sonucu kan basincini yiikselmektedir (83).
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Bunun yaninda HO inhibit6rlerinin dogrudan nucleus tractus solitariusa uygulanmasi
kan basincini arttirirken ipsilateral nucleus tractus solitariusa i¢cine CO’nun verilmesi
ile kan basinci normale geri donmektedir (155).

CO’nun deneysel hipertansiyon modellerindeki etkisi. Daha 6nce de soz
edildigi gibi giiniimiizde hakli olarak insanlar iizerinde yapilabilecek girisimlerin
sinirlanmasindan dolayi, hipertansiyon konulu arastirmalarda deneysel hayvan
modelleri ¢ok onemli hale gelmistir. Herhangi bir miidahale yapilmadan siirekli
Olctimlerle kan basinci yiiksek hayvanlarin saptanip ¢iftlestirilmesi ve bunun birkag
kusak devam ettirilmesi ile elde edilen spontan hipertansif sicanlar, insanlardaki
esansiyel hipertansiyonun eslenigi kabul edilmektedir. Spontan hipertansif siganlarin
dogumdan hemen sonra yiiksek olmayan kan basinglar1 8 haftalik iken yiikselmeye
baslamakta, 12 hafta civarinda iken hipertansiyon tablosu oturmus olmaktadir (10).
Spontan hipertansif sicanlarda HO/CO sistemi {izerine yapilmis Onemli sayida
arastirma mevcuttur. Bu konudaki en 6nemli bulgu yaslar ilerledik¢e kan basinci
seyri degisen hipertansif sicanlarda HO/CO sisteminde degisim gostermektedir.
Hipertansiyonun heniiz baglamadigi 4 haftadan once vaskiiler dokulardaki (aort,
pulmoner, mezenter, kuyruk arterlerinde) HO-1 ekspresyonu, kontrolleri olan Wistar-
Kyoto siganlara gore diisiik bulunurken, kan basincinin yilikselmeye basladigi 8 hafta
civarinda da digsiiklik devam etmektedir. Eriskin yasa gelip hipertansiyon
siireclerinin oturdugu spontan hipertansif siganlarin vaskiiler dokularinda HO-1
ekspresyonu yiiksek saptanmaktadir (156).

Spontan hipertansif siganlarda HO-1’in farmakolojik olarak uyarilmasi veya
HO substratlarinin verilmesi kan basincinda onemli diisiis yapmaktadir (83, 157).
Ayrica HO inhibitorii ile tedavi sonrasi spontan hipertansif siganlarin kan basincinin
daha da yiikselmesi (156), hipertansiyon siireglerinde HO/CO sisteminin énemli bir
kompanzasyon gosterdigini ortaya koymaktadir. Spontan hipertansif sicanlarda sGC
ekspresyonu ve cGMP diizeyi diisiik saptanmaktadir (7). CO’nun etkisini ortaya
cikardigr diger bir yol olan Ca*" bagimhi K* kanallarinin hem ekspresyonunun hem
de duyarliliginin SHR’lerde yiiksek olmasi, CO’nun gevsetici etkisini gdstermesi i¢in
onemli bir zemin hazirlamaktadir (7).

HO/CO sisteminin kompansatuar rol oynadigi diger hipertansiyon modelleri
arasinda Ang II ile uyarilmig hipertansiyon, bir bobrek-bir klip renovaskiiler
hipetansiyon, portal hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon vardir. Bu hipertansiyon
modellerinde yapilan ¢esitli arastirmalarda HO-1 aktivitesi veya ekspresyonu veya
mRNA’s1 artmis bulunmustur (10).

2.4. Karbonmonoksit ve Egzersiz

Egzersizin, hipertansiyon ve diger kardiyovaskiiler hastaliklar iizerindeki
koruyucu etkisi artik ¢ok iyi bilinmektedir. Diizenli yapilan fiziksel aktiviteler
sonucu ¢esitli dokularda olugsan adaptasyon siirecleri kan damarlarinda da gozlenir.
Egzersiz, damar kompliyansinda artisa neden olarak kan basincinda diislise neden
olabilir (22). Bir¢ok ¢alisma egzersizdeki aktif doku olan ¢izgili kas dokusu direng
damarlarinin endotelinde, NO basta olmak {izere gevsetici maddelerin salgilarinda
artisa neden oldugunu; bunun yanin da damar diiz kasinin vazokonstriktdr uyaranlara
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karst yanitinin da azaldigimi gostermistir (158). HO/CO sisteminin egzersize baglh
degisimleri tizerine literatiirdeki ¢alisma sayis1 oldukca azdir.

Egzersiz ve HO/CO sistemi arasindaki iliski daha ¢ok akut fiziksel aktivite
sonrast HO enzimindeki degisiklikler diizeyinde incelenmistir. ilk olarak 1997
yilinda onceleri HSP-32 olarak ta adlandirilan HO-1 mRNA’sinin iskelet kasinda
tiikketici egzersiz sonrasi ve sinir stimiilasyonu ile yapilan kas kontraksiyonlari
sonras1 arttig1 gosterilmistir (159). Akut egzersizin kan hiicrelerindeki HO-1’e
etkilerine bakan bir seri calismada, lenfositler, monositler, graniilositlerde olmak
lizere ekspresyonun arttigint hem deney hayvanlarinda hem de insanlarda
gostermislerdir (160-161). Bu calismalardan ¢ikan bir diger gozlem de HO-1’i
uyaran egzersiz diizeyi i¢in siddetli ve/veya uzun siireli fiziksel aktivite uygulamasi
oldugudur (162-163). Kan hiicrelerinde akut egzersize bagli HO-1 artis1 aym
zamanda iskelet kaslarinda da izlenmistir (164-165). Diizenli egzersizler ile
gergeklestirilen antrenmana bagl degisimlerin izlendigi ¢ok az sayida calismada,
sicanlarin kalp kaslarinda HO-1 gen ekspresyonunun 14 haftalik kosu band1 egzersizi
sonrasi arttig1 gosterilmistir (166).

Diizenli egzersizler sonucu olusan vaskiiler diizenlemelerde HO/CO
sisteminin etkisi iki farkli caligmada incelenmistir. 6 haftalik kosu uygulamasi
sonrasi aortta HO-1 ve HO-2 proteinlerinin artmasi yaninda, HO aracili endotel
kaynakli gevsemenin arttif1 gosterilmistir (21). Diger yonden diizenli egzersiz
yaptirilan spontan hipertansif sicanlarin ekzojen CO’ya verdigi gevseme yaniti
artmistir, bu durum K kanallar1 araciligiyla olmaktadir (22).

Egzersizle uyarilan HO/CO sistemindeki artiginin altinda yatan mekanizma
acik degildir. HO-1 antioksidan stres proteini oldugundan dolay1 (114, 167), egzersiz
sirasinda  goriilen notrofil  aktivasyonu ile endojen antioksidan savunma
mekanizmalarim tetiklenebilecegi ileri stirlilmektedir (167). Ayrica savunma
sisteminin 6nemli bir pargasi olarak HO, egzersiz sirasinda termal stres ve kas
hasarindan dolay1 diizenlenebilir (21). Boylece vaskiiler dilatasyon ve doku
korumasinda rol oynayabilir.

2.5. Amac ve Hipotez

NOS inhibisyonuyla hipertansif hale getirilen siganlarda diizenli fiziksel
aktivitenin kan basincimi  diisiirmesinin mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Kan basincinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan direng
damarlarinin bazal tonusunun ayarlanmasinda NO 6n planda yer alan maddelerden
birisidir. Bu hipertansiyon modelinde de diizenli egzersizler sonucu NO iiretiminde
olumlu yonde degisiklikler oldugunu daha 6nceki caligmalarimizda gostermemize
ragmen, sonuclar baska bir vazodilatoriin de katkida bulunduguna isaret etmektedir.
Hem CO’nun NO ig¢in bir yedekleme molekiilii olabilmesi hem de HO/CO siteminin
egzersizle up-regiile olabilmesi, NOS inhibisyonu ile hipertansif hale getirilen
siganlarda diizenli fiziksel aktivite sonrasi diren¢ damarlarinda goriilen gevseme
yanitlarinin  diizelmesinde CO’nun rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
caligmanin amac1 NOS inhibisyonu ile hipertansif hale getirilen siganlarda diizenli
fiziksel aktivite sonrasi damarlarda goriilen gevseme yanitlarimin diizelmesinde
CO’nun rolii olup olmadigini ortaya koymaktir.
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Hipotez: NOS inhibisyonuyla hipertansif hale getirilen siganlarin
damarlarinda yilizme egzersizine bagli olarak CO damar gevseme yaniti ve
hemoksijenaz ekspresyonu artar.
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz ~ Universitesi Tip  Fakiiltesi  Fizyoloji ~ Anabilim  Dali
laboratuvarlarinda gercgeklestirilen bu c¢alismada 6-9 aylik, eriskin, Wistar cinsi
toplam 40 adet erkek sigan kullanildi. Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onayi ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve
Uretim Unitesinden temin edilen siganlar, sicaklig1 33 + 2°C olan ve 12 saat saat giin
15181 - 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada tutuldu ve kisitlamaksizin (ad
libitium) ticari sigan yemi ile su tiiketimine birakildilar.

Sicanlar calismanin baslangicinda rastgele olmak tizere dort gruba ayrildi.
Her grupta 10 hayvan olmak iizere gruplandirma agagida belirtilen sekilde yapildi:

a) Kontrol grubu (K, n=10)

b) Egzersiz grubu (E, n=10)

c) Hipertansif grup (H, n=10)

d) Hipertansif egzersiz grubu (HE, n=10)

3.1. Egzersiz Protokolii

Egzersiz grubundaki hayvanlara fiziksel aktivite modeli olarak ylizme
egzersizi uygulandi. Diizenli aerobik yiizme egzersizi seklinde uygulanan antrenman
protokolii i¢cin ¢gesme suyuyla doldurulan ve su sicakligi 33 £ 2°C’de sabit tutulan
50x50x100 cm boyutlarindaki akvaryumlar kullanildi. Egzersiz programinin ilk
giinlerinde hedeflenen 1 saatlik egzersiz siiresine ulagmak i¢in, caligma basinda
hayvanlarin suda kalma siireleri kademeli olarak arttirildi ve amaglanan gilinliik
egzersiz siiresine birka¢ giin icinde ulasildi. Yilizen hayvanlara 6 haftalik ¢alisma
siiresi boyunca yiizme egzersizi haftada 5 giin, giinde 1 saat olacak sekilde
uygulandi. Yiizme egzersizini takiben hayvanlar bir havlu yardimiyla kurulanarak
kafeslerine yerlestirildi. Hipertansif egzersiz grubunda yiizme egzersizi uygulamasi,
hayvanlarin i¢cme sularina L-NAME verilmesiyle, eszamanli olarak baslatildi ve
birbirine paralel olarak devam ettirildi. Uygulanan ¢esitli egzersiz protokolleriyle
kiyaslandiginda, bu siganlarda kullanilan egzersiz siddetinin VO, pmax’1n % 55-60’1na
karsilik gelmektedir (78). Bu 6zelligi nedeniyle bu protokol diisiik-orta siddetli bir
aerobik egzersiz sayilabilir. Diizenli ylizme egzersizi yapan siganlarin, antrene
olduklar1 vastus lateralis kasinin kirmizi kas liflerinde sitrat sentaz aktivitesi
calisilarak test edildi.

3.2. Hipertansiyonun Olusturulmasi

Deneysel L-NAME hipertansiyon modeli olusturmak amaciyla hayvanlarin
igme sularina spesifik olmayan bir NOS inhibit6rii olan L-NAME (25 mg.kg”.giin™)
ilave edildi. Hayvanlarin gilinliik su tiiketimi belirlenerek amaglanan L-NAME
dozunun alinmasi saglandi. Suda ¢Oziinmiis L-NAME’nin zamanla aktivitesini
yitirmesi nedeniyle, L-NAME’li igme suyu iki glinde bir taze hazirland1 ve 6nceden
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artan L-NAME’li igme suyu tekrar kullanilmadi. Bu sekilde hipertansif ve hipertansif
egzersiz gruplarindaki siganlar 6 hafta boyunca igcme sulariyla L-NAME aldilar.

3.3. Kan Basme Olciimii

Deneydeki hayvanlarin kan basinglar1 invazif olmayan tail cuff yontemiyle
kuyruk arterlerinden o6l¢iildii. Kuyruga takilan halka seklindeki basing probuyla
alinan sinyaller MP 150 veri toplama sistemi (BIOPAC Systems, CA-USA) ve
MAY-BPHR 9610-PC (Commat Ltd, Ankara) {initesi aracilifiyla bilgisayara
aktarildi ve Ol¢limler Acknowledge paket programiyla ¢izdirilen basing traseleri
tizerinden yapildi. Tiim hayvanlarin deney Oncesi bazal degerleri saptandiktan sonra
kan basinci takibine 2 haftada bir yapilan dl¢limlerle deney sonuna kadar devam
edildi.

Kuyruktaki arterlerden gecen kan akiminin kisa bir siireligine kesilmesi i¢in
havayla sisirilebilen, halka seklindeki bir manset (cuff) kullanildi. Belli basing
saglayacak diizeyde sisirilen mansetin otomatik olarak yavasca sondiiriilmesiyle kan
akiminin tekrar baglamasi saglandi. Bu sirada, yine halka seklindeki basing probuyla
belirlenebilen pulsasyonun basing degeri saptandi. Bu yontemdeki kan basincinin
Ol¢lim prensibi insandaki kan basmcini kol arterinden 6lgme ydntemindekiyle
benzerdir.

Kuyruk arterlerindeki pulsasyonlarin daha kolay algilanmasi i¢in hayvanlar
her kan basinci Olglimiinden Once 1sitildi ve arterlerin genislemesi saglandi.
Tabandan 1sitilan ve nefes almay1 engellemeyen, i¢ sicakligi 30°C’ye kadar ¢ikan
genisce bir kutuda 10-15 dakika bekletilen hayvanlar dlgiime alindi. Olgiimler oda
sicakliginda yapildi ve kuyruklarin 1sitilmasina yaklasik 30 cm yiiksekte bulunan
150 watt’lik kizil6tesi 151l lamba ile devam edildi. Periyodik dl¢timler sirasinda her
si¢an i¢in en az {i¢ basing trasesi kaydedildi ve belirlenen degerlerin ortalamasindan
o giinkli kan basinct degeri hesaplandi. Egzersiz gruplarindaki hayvanlarin kan
basinglar1 son egzersizden en az 24 saat sonra 6l¢iildii.

3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

Egzersiz gruplarindaki hayvanlara uygulanan son egzersizden 48 saat sonra
deney sonlandirildi. 6 haftalik deney siiresinin sonunda hayvanlar feda edilip, tiim
gruplardan doku 6rnekleri alindi.

Deney sonunda eter anestezisi ile uyutulup karinlari acgilan hayvanlar
abdominal aortalarina kesi sonrasi kansizlastirilarak feda edildi. Hizli bir sekilde
mezenter yatak diiglimlenerek c¢ikarildi. Hayvanlarin her iki bacagindaki tiiyli
derinin kasla temasi1 kesilip soyulduktan sonra dikkatli bir sekilde iki bacaktaki
gastoknemius kaslari, damarlarin zedelenmeyecegi sekilde alindi. Ayrica torasik
aorta diger dokulardan ayrilip ¢ikartildi. Bu dokular i¢inde Krebs soliisyonu (110
mM NacCl, 5 mM KCl, 24 mM NaHCO;, | mM KH,PO4, 1 mM MgSO,4-7H,0, 2,5
mM CaCl,, 10 mM glukoz, 0,02 mM EDTA) bulunan, buz {izerinde bekletilen kiiciik
beherlere alindi. Ayrica her iki bacaktaki vastus lateralis kas1 ¢ikartilip, kirmizi ve
beyaz kismi ayrildiktan sonra kapakli kiiclik bir tiip igerisinde sivi nitrojene
daldirilarak donduruldu ve sitrat sentaz aktivitesi Ol¢limiinde kullanilmak {izere -
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80°C’de saklandi. Krebs soliisyonuyla yikanan ornekler ise damarlar1 izole
edebilmek i¢in mikrodiseksiyon agamasina gegildi.

Dokular soguk Krebs soliisyonu igerisinde diseksiyon i¢in uygun petrilere
sabitlendi ve diseksiyon mikroskobu kullanilarak (OLYMPUS-SZ61) uygun
biiylitme derecesinde arter-ven ayirimi yapildi. Gastocnemius kasini besleyen iletim
tipi arterin 1. dali (200-240 um), mezenter damar yataginin 2. Dal1 (200-220 um) ve
torasik aorta izole edildi. Bu damar segmentlerinin etrafindaki bag ve yag dokulari
uzaklagtirildi. Mezenter ve gastocnemiusa ait diren¢ damarlar telli miyograf
sistemine (EMKA Technologies, Paris-France), torasik aort halkalar1 ise organ
banyosuna asilarak her ii¢ damar i¢inde ortak deney protokolii izlendi.

3.4.1. Telli Miyograf ve Organ Banyosu Calismasi

2-2,5 mm’lik izole torasik aorta damar halkalar1 % 95 O,, % 5 CO, igeren gaz
karisimi ile gazlandirilmig 37°C’de PH’s1 7.4 olan 20 ml krebs soliisyonu iceren
organ banyosuna alindi. Damar halkalar1 ¢elik tellere asilarak gergin bir ip
aracilifiyla izometrik transdusere (FDT 1 A-10 MAY) baglandi ve daha dnceden
belirlenen 1 gram istirahat gerilimi altinda her 15 dakikada bir yikanarak 60 dakika
boyunca dinlendirildi.

Mezenter damar yatagina ait 2. dal rezistans arteri segmenti ve gastroknemius
kasinin igerisine giren ve besleyici iletim tipi arterden ayrilan 1. dal rezistans arteri
segmenti soguk krebs sollisyonu bulunan diseksiyon ortaminda izole edildi. Daha
sonra boyu 2 mm’yi gegcmeyen damar segmenti igerisinde 37°C’lik Krebs soliisyonu
bulunan ve ortasinda damarin miyografa yerlestirilmesine yardimci olan 6zel bir
diizenegi tasiyan petri kabina konuldu. 25 pm ¢apindaki tungsten telin bir ucu bu
diizenege vidalanarak sabitlendi. Tel ince uglu iki forseps yardimiyla damara
herhangi bir hasar vermeksizin damarin i¢inden gegirildi. Ozellikle telin damar
liimeni i¢inden gegisi sirasinda endotel tabakasina zarar vermemesine dikkat edildi.
Telin serbest kalan ucu da vidalanip sabitlendikten sonra ikinci bir tel damara zarar
vermeden tek seferde damar liimeni boyunca ilerletildi ve bodylece diizenek
miyografa yerlestirilmeye hazir hale getirildi.

Hazirlanan diizenek sicakligi 37°C’de sabit tutulan ve 10 ml banyo hacmi
bulunan miyograf haznesine yerlestirildi. Serbest tel uclari hem damar segmentine
hem de izometrik kuvvet transdiiserine herhangi bir mekanik kuvvet uygulamadan
transdiiserinin  karsisinda bulunan simetrik diizenege vidalanarak sabitlendi.
Miyograf haznesi tiim ¢alisma protokolleri boyunca %5 CO, - %95 O, iceren gaz
karisimiyla gazlandirildi.

Damar segmenti bazal duvar gerimi hesaplanmadan 6nce 15 dakika boyunca
organ banyosunda dinlendirildi. Mikroskop yardimiyla mikrometrik 6l¢iim skalasi
kullanilarak her damarm boyu olgiildii. Iki tel arasinda belli dis damar capi
degerlerinde, damar duvarinin olusturdugu gerim kuvveti saptanarak bilgisayar
yazilimi yardimiyla (Normalize v1.0, EMKA Technologies) g¢ap-gerim grafigi
cizdirildi. Bazal damar gerimini belirlemek i¢in in-vivo sartlarda 90 mmHg kan
basinct degerinde olugsan gerim de yazilimla otomatik olarak hesaplandi. Sicaklig
37°C’de sabit tutulan banyo soliisyonu 15 dakikada bir degistirilerek her damar
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preparasyonu o ornek icin saptanan bazal gerimde bir saat boyunca dinlenmeye
birakildi.

Bir saatlik dinlenme periyodu sonrasinda organ banyosunda asili torasik aort
halkalar1 ve telli miyograf sistemine asili mezenter ve gastocnemiusa direng
damarlari i¢inde ortak deney protokolii izlendi.

1 saatlik dinlenme peryodu ardindan damarlar i¢in bir dn-uyarilma sayilan
vitalizasyon asamasina geg¢ildi. Bu islem i¢in 20 mM KCl igeren Krebs soliisyonuna
ayrica 107 M konsantrasyonda Phe ilave edildi. Bu soliisyonla muamele edilen
damarlarin 3 defa kasilmasi saglandi ve damarlar her uygulamadan sonra normal
Krebs soliisyonuyla yikandi. Vitalizasyon agamasindan sonra 30 dk dinlenme
periyodu uygulandi.

Dinlenme peryodunu takiben damar liimeninin i¢ yiiziinii déseyen endotel
tabakasinin saghkli olup olmadig arastirildi. 10° M Phe ile kastirilan damara aym
konsantrasyonda asetilkolin (A6625) uygulanarak, gevseme cevabinin yiizde olarak
biiyiikliigii saptandi. %60 ve iizerinde gevseme cevabi veren damarlar endotel
pozitif olarak degerlendirildi. %60’1n altinda gevseme yaniti veren damarlar ise
deney protokoliine alinmadi (Bizim ¢alismamizda kullandigimiz damarlarin hepsi
%70 ile %90 arasinda gevseme gosterdiler).

Deney protokoliiniin bundan sonraki her asamasi banyo soliisyonuna
eklenen spesifik olmayan NOS inhibitéri L-NAME (1 mM) varliginda
degerlendirildi. Bu tiim CO ¢alismalarinda ortamda NO uzaklastirilarak, yalnizca
CO’nun etkisini gozlemlemek i¢in yapilan rutin bir uygulamadir. Bu asamaya kadar
aynt islemlere maruz kalan damarlar icin bundan sonra asagida tarif edilen
protokoller uygulandi. Birbirini takip eden uygulamalarin aralarinda 30 dk dinlenme
periyodu birakildi.

Endojen CO yamtlari. Damarlarin kiimiilatif olarak 10® — 3x10° M dozda
Phe’e (Sigma P6126) kars1 kasilma yanitlar1 kaydedildi. Daha sonra damarlar 30
dakika boyunca HO inhibitorii chromium mesoporphyrin (CtMP; 30 uM) (Frontier
CrMP459) ile inkiibe edildikten sonra Phe doz yanitlar1 tekrar alindi. CrMP
inkiibasyonu sonrasi Phe yaniti artisi, CO’nun damar tonusuna katki oranim
gostermektedir.

Ekzojen CO yamtlar. Oncelikle damarlara 3x10° M Phe verilerek
submaksimal kasilma yanit1 elde edildi. Ardindan damarlarin kiimiilatif
Tricarbonyldichlororuthenium (II) dimer (CORM, carbon monoxide-releasing
molecule, [Ru(CO);Cly],) (Aldrich 288144) dozlarina (10 — 3x10™* M) verdikleri
gevseme yanitlar1 kaydedildi.

CO damarlarda gevseme etkisini ¢cGMP ve Ca™ bagimh K™ kanallar
aracilifiyla gergeklestirdiginden dolayr deney protokolimiizde CO’nun etki
mekanizmasini ortaya koymak igin CORM’un artan dozlarina verilen gevseme
yanitlari, selektif sGC inbitorii 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a] quinox-alin-1-one
(ODQ; 10° M, 30 dk) (Sigma AO0168), ve non selektif K kanal blokérii
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tetrahylammonium chloride (TEA; 10 2 M, 30 dk) (Fluka 86611) varliginda da
alind.

3.5. Sitrat Sentaz Aktivitesi Ol¢iimii

Sicanlara yaptirilan egzersizin etkili oldugunun gostergesi olarak ve bu
siiregte antrene olduklarin1 kanitlamak icin vastus lateralis kasmin kirmizi kas
liflerinde sitrat sentaz enzim aktivitesi Ol¢iildii. Yontem; asetil CoA ve oksaloasetik
asidin, sitrat sentaz varliginda sitrat ve CoA-SH’a, ardindan 5,5’-dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) varliginda CoA-SH’1n 412 nm’de 15181 giiglii bir sekilde
absorbe eden merkaptid iyonuna donlismesine dayanir (168).

Kullanilan soliisyonlar:

Tris tamponu (pH: 8) : 100 mM
Fosfat tamponu (pH: 7,4)  : 100 mM
Asetil CoA (Sigma A2056) :3 mM
Oksaloasetik (Sigma 0-4126): 5 mM
DNTB (Sigma D8130) ;1 mM

3.5.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Sitrat sentaz aktivitesi tayini i¢in -80°C’de saklanan vastus lateralis kas
orneklerinin buz iizerinde ¢oziinmesi saglanip, yas agirliklar kaydedildi ve sonra
ornekler bir bistiiri yardimiyla kii¢iik pargalara ayrildi. Fosfat tamponu (KH,;POs,,
Ko;HPO4, 5 Mm EDTA, 5 Mm EGTA) ile 1:20 oraninda diliie edilen bu doku
parcalari, teflon u¢lu homojenizatér ve sonikatér yardimiyla homojenize edildi.
Homojenatlarin fosfat tamponu ile tekrar 1:20 oraninda sulandirilmasiyla 6rnekler
Olclime hazir hale getirildi.

3.5.2. Doku Orneklerinin Calisiimasi

Tris tamponu (100 ul), Asetil CoA (50 ul), DTNB (100 pl) ve homojenat (50
ul) karisimi 30°C’de 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Siire tamamlandiginda karigima
oksaloasetik asitik (100 pl) eklenerek, spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda ilk
okuma gerceklestirildi. 37°C’de gergeklestirilen spektrofotometrik okuma 3 dakika
sonra tekrarlandi. Merkaptid iyonunun molar ekstinsiyon katsayisi, 1 dakikalik
absorbans degisimi, diliisyon faktorii ve kas yas agirliklar {izerinden enzim aktivitesi
hesaplandi, sonuglar uM.g yas doku™.dakika™ (UM. gyd'l.dk'l) olarak verildi.

3.6. Western Blot Analizi
3.6.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

HO-1 ve HO-2 proteinlerinin tayini i¢in 80°C’de saklanan torasik aortun,
gastroknemius kasi diren¢ damarlarinin ve mezenter yatak direng damarlarinin buz
lizerinde coziilmesi sagland1 ve aymi grupta yer alan hayvanlarin damarlar igli
gruplar olusturacak sekilde birlestirildi. Damar o6rnekleri daha etkili bir
homojenizasyon i¢in, buz iistiinde kiigiik parcalara ayrildi. 0,2 g doku i¢in 600 pl
lysis tamponu ve 1 ml lysis tampon i¢in 50 pl proteaz inhibitor kokteyl (Sigma-9417)
eklenip vortekslendikten sonra 1 saat boyunca bekletildi. Karisim 10 saniyelik
sonikasyonun ardindan 25 dk-15000 rpm’de +4°C de santrifiij edilerek siipernatan
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ayrild1 ve ticari protein Kkiti ile protein analizi yapildi (Pierce-23236). Ayni1 miktarda
protein igceren drneklere 5x laemli eklendi, 6rnekler 5dk 95-100°C’lik suda kaynatildi
ve kisa bir santrifiijden (5 dk—8000 rpm) sonra ornekler yiiklemeye hazir hale geldi.

3.6.2. Elektroforez ve Blotlama islemleri

%12,5’luk sodyum dodesil sulfat (SDS) poliakrilamid jel hazirlanarak
onceden yerlestirilmis olan camlarin arasina dokiildii. Jel donduktan sonra Molekiiler
agirlik standardi (Fermentas SM0441) ve 100 pg protein igeren Ornekler jel
kuyucuklaria pipet yardimiyla yiiklendi. 3 saat siiresince 80 volt’ta elektroforez
yapildi. Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrilmis proteinlerin PVDF membrana
(Biorad 162-0177) transferi icin transfer sandvi¢i hazirlandi. Transfer islemi
+4°C’de, 2,5 saat 250mA akim uygulanarak gerceklestirildi. Elektroblot
uygulamasiyla proteinler PVDF membrana aktarildiktan sonra, membran % 5’lik
siittozu (Biorad-170-6404) iceren TBS-T (%0,1 Tween-20iceren TBS) tamponu
kullanilarak 1 saat 22°C’de inkiibe edildi.

Primer antikor uygulamasindan énce PVDF membranlar TBS-T soliisyonu ile
30 dk boyunca 4 kez tazelenen tampon ile yikandi. Membranlar %5’lik siittozu
iceren 1:1000 oraninda seyreltilmis HO-1 ve HO-2 primer antikorar1 (StressGen,
OSA-110F, OSA-200E) veya 1:500 diliisyonda hazirlanmig p-aktin (Abcam
ab16039) iceren soliisyon ile gece boyunca, 4°C’de, calkalayici iizerinde inkiibe
edildi. Ardindan membranlar TBS-T ile 30 dk boyunca 4 kez yikandi ve 1:80000
oraninda seyrelmis horseradish peroksidaz bagli sekonder antikor (Sigma A0168,
Sigma A2074) iceren TBS-T soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda calkalanarak
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrast membranlar 30 dk boyunca 4 kez TBS-T
ile yikand1 ve goriintiilemeye hazir hale getirildi.

3.6.3. Goriintiileme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans olusturan
iriinii i¢in substrat iceren ECL reaksiyon karigimi (Amersham-RPN2132), PVDF
membranlarin (Biorad-162-0177) iizerine uygulandi. 5 dk bekleme siirecinden sonra
fotograf filmi (Amersham 28-9068-36) kullanilarak spesifik antikor baglanmalarinin
yeri film iizerinde belirlendi.

Goriintlilerin  yari-kantitatif analizi i¢in bilgisayar ortamina aktarilan film
paternleri bilgisayar yazilimi yardimiyla degerlendirildi (image J paket programi).
Sonuglar HO-1/B-aktin, HO-2/B-aktin seklinde [-aktin proteinin miktarina
oranlanarak ayr1 ayr1 hesaplanarak ifade edildi.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda elde edilen sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi.
Tekrarli olmayan verilerin istatistiksel degerlendirmesinde tek yonlii varyans analizi,
tekrarlayan oOlglimlerle elde edilen farkli ajan dozlarindaki kasilma/gevseme
cevaplarinin degerlendirilmesinde 2 yonlii varyans analizi kullanildi. Varyans
analizleri sonras1 gruplar arasi karsilastirma Newman-Keuls testi kullanilarak yapildi
Istatistiksel énemlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg: ve Su Tiiketimi

Deneye alinma sirasinda 280-300 g viicut agirligina sahip olan hayvanlar
gruplara homojen dagitildi. Gruplarin deneyin sonunda feda edilmeden hemen 6nce
Olciilen viicut agirliklar1 Tablo 4.1.°de sunulmustur. Gruplarin ortalama viicut
agirliklar1 arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark gériilmemistir.

Hipertansif gruplardaki siganlarin 6 hafta boyunca giinde 25 mg/kg dozunda

L-NAME almalarin1 saglamak amaciyla, hayvanlarin giinliik igme suyu miktarlar
takip edildi. Su tiikketimleri yoniinden gruplar arasinda fark saptanmadi.

Tablo 4.1. Su tiikketimi ve viicut agirliklari

Protokol K E H HE

Viicut agirhgi (g) 390 + 15,8 3684+ 11,6 355,1+11,7 350 + 8,5

Su tiiketimi (ml/giin) 345+ 1,1 383+ 1,4 34,6 +0,7 35,5+0,7
4.2. Kan Basinc

6 haftalik deney siireci boyunca 2 haftalik araliklarla dlciilen sistolik kan
basinct degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bazal kan basinci degerleri gruplar
arasinda farkli degildi. Hipertansif gruplardaki degerler 2. haftadan itibaren deney
sonuna kadar kontrol grubuna gore anlamli yiiksekti (p<0,001). Ayrica yaptirilan
diizenli ylizme egzersizi sonucu HE grubu kan basin¢lart H grubuna gore anlaml
olarak daha diistiik saptad1 (4. hafta i¢in p<0,01; 6. hafta i¢in p<0,001).

K
ook ok -3 E
H

-~ HE

Sistolik kan basinci

Haftalar

Sekil 4.1. Sistolik kan basinci degerleri (mmHg). K grubundan fark, *** p<0,001; ### H
grubundan fark p<0,001
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4.3. Sitrat Sentaz Aktivitesi

Sicanlardan alinan vastus lateralis kasinin kirmizi kas liflerinde sitrat sentaz
enzim aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Egzersiz yapmayan
hayvanlardan K grubunda sitrat sentaz aktivitesi 467,5 + 19,94 uM.g yas doku-'.dk™,
H grubunda ise 397.8 + 22,65 pM.g yas doku-'.dk™" olarak bulunmustur. Bu degerler
egzersiz yaptirilan hayvanlardan E grubunda 602,9 + 19,59 pM.g yas doku-'.dk", HE
grubundaysa 501,7 + 17,2 uM.g yas doku-'.dk'degerine yiikselmistir. E grubunun K
grubundan farki p<0,001 diizeyinde, HE grubunun H grubundan farki p<0,01
diizeyinde anlamli bulunmustur. H grubunun sitrat sentaz aktivitesi ise K grubundan
p<0,05 diizeyinde anlamli olacak sekilde daha diisiik saptanmistir.

650+ *kk

600+

550-
500- L

450
400- T

Sitrat sentaz aktivitesi
(uM.g yas doku™.dk™)

350 T T T T
K E H HE

Sekil 4.2. Vastus lateralis kasinda sitrat sentaz aktivitesi. K grubundan fark,
**% p<0,001; H grubundan fark, ## p<0,01

4.4. Torasik Aort Yanitlari

4.4.1. Torasik Aort’un Endojen CO Yanitlar
Torasik Aort halkalarinda endojen CO yanitlarinin alindig1 protokolden elde
edilen doz-yanit egrileri Sekil 4.3°de gosterilmistir.

Gerim (g)
[\S)
1
Gerim (g)
T

-log [Phe] M -log [Phe] M

Sekil 4.3. Torasik aort halkalarinin Phe (10°-3x107° M) doz-cevap egrileri, A. Bazal
sartlarda, B. HO inhibitorii CrMP varliginda. K grubundan fark, * p<0,05
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Gruplarin Phe’e verdikleri kasilma yanitlarinda tekrarlayan olgiimler i¢in iki
yonlii varyans analizi sonucu doz yanit egrileri arasinda istatistiksel anlamli fark
saptand1  (p<0,05). Gruplarin Phe’e verdikleri maksimal kasilma yanitlarina
bakildiginda da (Sekil 4.4 ve Tablo 4.2) gruplar aras1 anlamli fark gozlendi. Her iki
degerlendirme sonrasi uygulanan post-hoc testi sonucu E grubu kasilma yaniti, K
grubuna gore p<0,01 diizeyinde anlamli olacak sekilde daha diisiiktii. K ve H grubu
ile H ve HE gruplari arasinda ise bir farklilik saptanmadi.

Torasik aort halkalarindaki endojen CO’nun vaskiiler tonusa katkisini
gostermek icin, HO inhibitérii CrMP ile inkiibasyon sonrasi alinan Phe kasilma doz
yanit sonuglart ve maksimal kasilma degerleri Sekil 4.4 ve Tablo 4.2°de
gosterilmistir.  CrMP  inkiibasyonu ile CO olusumu engellendiginde, kontrol
grubunun Phe’e verdikleri Emax yanitt % 21,6 + 4,1 diizeyinde artarken, diizenli
yiizme egzersizleri sonucu E grubunda artis % 55,9 + 13,9 diizeyinde oldu. Bu artis
kontrol grubuna gore anlamli daha yiiksek idi (p<0,01). Hem egzersiz yapan hem de
sedanter tutulan her iki hipertansif grupta ise CrMP inkiibasyonu sonrasi Phe kasilma
yanitlarinda anlamli degisiklikler saptanmadi.
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Sekil 4.4. Torasik aort halkalarmin maksimal kasilma yanitlari, A. Tiim gruplarin kasilma
protokollerinden alinan Emax degerleri, B. Bazal sartlarda ve HO inhibitérii CrMP
varliginda Emax degerlerinin % farki. K grubundan fark, * p<0,05;

Phe ve Phe + CrMP yanitlar1 arasindaki fark, § p<0,05

Tablo 4.2. Torasik aort halkalarinin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax).

Protokol K E H HE
Phe (g) 3,18+ 0,25 2,11 £0,24 ** 2,86 +0,11 3,45+0,20
Phe + CrMP (g) 3,84 +£0,29 2,98 £0,26 2,74 +£0,20 * 3,51+£0,23

K grubundan fark, ** p<0,01
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4.4.2. Torasik Aort’un Ekzojen CO Yamitlari
Torasik aort halkalarinda ekzojen CO yanitlarinin alindig1 protokolden elde
edilen doz-yanit egrileri ve maksimal doz yanitlarmin bar grafigi Sekil 4.5°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Torasik aort halkalarimin CORM (10”10 M) doz-cevap egrileri ve maksimal gevseme
yamitlar1, A. Bazal sartlarda, B. sGC inhibitorii ODQ varliginda, C. K" kanal inhibitorii
TEA varliginda, D. Tiim gruplarin gevseme protokollerden alinan Emax degerlerinin %
farki. H grubundan fark, # p<0,05; CORM ve CORM + ODQ, CORM ve CORM + TEA

yanitlar1 arasindaki fark, § p<0,05

CO donérii CORM’a gruplarin yanitlari incelendiginde, K ve E, ayrica K ve
H yanitlar1 arasinda bir farklilik bulunamadi. Alt1 hafta boyunca diizenli yiizme
egzersizi yapan hipertansif HE grubunun hem doz-yanit egrisi hem de Emax
yanitinin H grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek idi (p<0,05). sGC inhibitorii
ODQ ve K" kanal inhibitérii TEA’min inkiibasyonlart sonucu alman CORM
yanitlarinin her grupta anlamli diizeyde baskilandigi, ama gruplar arasi fark olmadigi
gozlendi.
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Tablo 4.3. Torasik aort halkalarinin maksimal ylizde gevseme yanitlar1 (Emax).

Protokol K E H HE
CORM (%) 17,25 +3,09 13,11 £3,96 17,01 £4,07 29,53 +3,92 #
ODQ (%) 0,56 £ 0,54 1,83 £ 1,11 8,67 +3,39 7,69 £ 2,54
TEA (%) 7,53 + 3,54 1,30 £0,97 9,98 +4,81 2,67+1,26

H grubundan fark, # p<0,05

4.4.3. Torasik Aort Damarlarinda HO-1 ve HO-2 Ekspresyonu

Torasik aort damarlarindan elde edilen orneklerde o6lgiillen HO-1 protein
diizeyleri, ayn1 dokuda Olgiilen [-aktin miktarina oranlanmigtir. Sonuglar
degerlendirildiginde fiziksel aktivite yaptirilan E grubunda (0,76 + 0,04), K grubuna
(0,62 £ 0,04) gore onemli artis bulundu (p<0,05). HE (0,86 + 0,02) grubunda ise H
(0,68 + 0,04) grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis saptand1 (p<0,01). H grubundaki
sonuglar ise K grubundakilerden istatistiksel olarak farkli degildi. HO-1 ekspresyonu
sonuclar1 Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.6. Torasik aort damarlarinda HO-1 ekpresyonu, K grubundan fark, * p<0,05,
H grubundan fark ## p<0,01

E (0,69 = 0,01) ve H (0,75 + 0,02) gruplarindaki HO-2 ekspresyonlarinda K
grubuna (1,148 + 0,04) gore 6nemli diislis bulundu (p<0,001). HE (0,85 £+ 0,01)
grubunda ise H grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis saptandi (p<0,05). HO-2
ekspresyonu sonuclar1 Sekil 4.7’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. Torasik aort damarlarinda HO-2 ekpresyonu, K grubundan fark, *** p<0,001; H grubundan
fark, # p<0,05
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4.5. Gastroknemius Diren¢ Damarlar1 Yanitlar:

4.5.1 Gastroknemius Diren¢ Damarlarinin Endojen CO Yanitlar
Gastroknemius diren¢ damarlarinin endojen CO yanitlarinin = alindig
protokolden elde edilen doz-yanit egrileri Sekil 4.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Gastroknemius diren¢ damarlarinin Phe (10°-3x10” M) doz-cevap egrileri,
A. Bazal sartlarda, B. HO inhibitorii CrMP varliginda.

Gastroknemius diren¢ damarlarinin Phe’e kasilma yanitlari ve endojen
CO’nun varhigmi gostermek i¢cin CrMP inkiibasyonu sonrasi Phe yanitlar1 hem
kiimiilatif doz yanit egrilerinde hem de Emax degerleri acisindan gruplar arasinda
farklilik gostermedi. Phe ve CrMP inkiibasyonu sonrasi Phe yanitlarinin grup igi

kiyaslamalarinda da bir farklilik olmamasi bu damar segmentinde endojen {iretilen
CO’nun yeri olmadigini gosterdi.
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e .9. Gastroknemius diren¢ damarlarinin maksimal kasilma yanitlari, A. Tiim gruplarin kasilma

kil 4.9. G knemius di d 1 ksimal kasilma yanitlari, A. Tiim gruplarin kasil
protokollerinden alinan Emax degerleri, B. Bazal sartlarda ve HO inhibitorii CrMP
varliginda Emax degerlerinin % farki.
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Tablo 4.4. Gastroknemius diren¢ damarlarinin maksimal kasilma yanitlart (E ).

Protokol K E H HE
Phe (g) 2,52 +0,33 3,03 £0,27 2,41 +0,23 2,49 £0,34
Phe + CrMP (g) 2,55+0,29 2,92 £0,40 2,16 £0,18 2,37+0,34

4.5.2 Gastroknemius Diren¢ Damarlarinin Ekzojen CO Yamtlar

Gastroknemius diren¢ damarlarimin ekzojen CO yanitlarinin  alindig
protokolden elde edilen doz-yanit egrileri ve maksimal doz yanitlarinin bar grafigi
Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Gastroknemius direng damarlarmm CORM (10°-10* M) doz-cevap egrileri ve maksimal
gevseme yanitlari, A. Bazal sartlarda, B. sGC inhibitorii ODQ varliginda; C. K kanal
inhibitoriit TEA varliginda, D. Tiim gruplarin gevseme protokollerinden alinan Emax
degerlerinin % farki. CORM ve CORM + ODQ, CORM ve CORM + TEA yanitlar
arasindaki fark, § p<0,05
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Gruplarin CO donérii CORM’a verdigi doz-yanit egrileri ve Emax yanitlari
arasinda bir farklilik yoktu. CO’un etki mekanizmasini ortaya koymak i¢in sGC
inhibitérii ODQ inkiibasyonu sonucu gruplarin CORM vyanitlarinda bir degisiklik
olmadi. K" kanali1 TEA inhibitor ile inkiibasyon sonrasi, tiim gruplarm CORM
yanitlar1 baskiland1 (p<0,05).

Tablo 4.5. Gastroknemius diren¢ damarlarinin maksimal yiizde gevseme yanitlart (Ep.y)-

Protokol K E H HE
CORM (%) 31,82 +5,51 47,86 +4,48 42,46 £ 6,44 4720 +6,55
0ODQ (%) 22,72 £ 4,54 37,22+ 6,90 32,91+543 45,07 +£6,7
TEA (%) 11,63 + 3,55 7,00 £ 1,24 10,95+ 1,94 14,50 + 2,30

4.5.3. Gastroknemius Diren¢ Damarlarinda HO-1 ve HO-2 Ekspresyonu

Gastroknemius diren¢ damarlarindan elde edilen 6rneklerde olgiilen HO-1
protein diizeyleri, ayn1 dokuda Olciilen B-aktin miktarma oranlanmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde egzersiz protokoliinii uygulanan grupta (0,76 + 0,03) ve H
(0,75 £ 0,04) grubunda K grubuna (0,96+ 0,02) gore dnemli diisiis bulundu (p<0,05).
HE (0,95+ 0,05) grubunda ise H grubuna kiyasla onemli diizeyde artis saptandi
(p<0,05). Gastroknemius diren¢ damarlarindaki HO-1 ekspresyonu sonuglar1 Sekil
4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.11. Gastroknemius diren¢ damarlarinda HO-1 ekpresyonu.
K grubundan fark, * p<0,05; H grubundan fark, # p<0,05

Egzeriz yapan hipertansif gruptaki (0,74 = 0,1) HO-2 ekspresyonlarinda H
grubuna (0,59 + 0,1) kiyasla artig saptansa da anlamli degildi. H ve E (0,54+ 0,1)
gruplarinda K (0,59+ 0,05) grubuna kiyasla istatitiksel olarak O6nemli bir fark
bulunmadi. HO-2 ekspresyonu sonuglar1 Sekil 4.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.12. Gastroknemius diren¢ damarlarinda HO-2 ekpresyonu.

4.6. Mezenter Yatak Diren¢ Damarlar1 Yanitlar

4.6.1 Mezenter Yatak Diren¢ Damarlarinin Endojen CO Yanitlar
Mezenter yatak diren¢ damarlarinin endojen CO yanitlarinin  alindigi
protokolden elde edilen doz-yanit egrileri Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Mezenter yatak diren¢ damarlarmin Phe (10°-3x10” M) doz-cevap egrileri,
A. Bazal sartlarda, B. HO inhibit6rii CrtMP varliginda.

Mezenter yatak diren¢ damarlarinin Phe’e kasilma yanitlar1 ve endojen
CO’nun varligmi gostermek i¢cin CRMP inkiibasyonu sonrast Phe yanitlart hem
kiimiilatif doz yanit egrilerinde hem de Emax degerleri acisindan gruplar arasinda
farklilik gostermedi. Phe ve CRMP inkiibasyonu sonrasi Phe yanitlarinin grup ici
kiyaslamalarinda da bir farklilik olmamasi bu damar segmentinde endojen iiretilen
CO’in yeri olmadigin1 gosterdi.
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ekil 4.14. Mezenter yatak direng damarlarinin maksimal kasilma yanitlari, A. Tiim gruplarin kasilma
Yy Y grup
protokollerinden alinan Emax degerleri, B. Bazal sartlarda ve HO inhibit6rii CrMP
varliginda Emax degerlerinin % farki.

Tablo 4.6. Mezenter yatak direng damarlarinin maksimal kasilma yanitlart (E ).

Protokol K E H HE
Phe (g) 3,05+0,35 2,89+0,33 2,66 +£0,25 2,33+£0,22
Phe + CrMP (g) 2,94 +£0,33 2,86 +0,33 2,47 +0,25 2,32 +£0,24

4.6.2 Mezenter Yatak Diren¢c Damarlarinin Ekzojen CO Yamtlar

Mezenter yatak diren¢ damarlarinin ekzojen CO yanitlarinin  alindigi
protokolden elde edilen doz-yanit egrileri ve maksimal doz yanitlarinin bar grafigi
Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Mezenter yatak direng damarlarmm CORM (10°-10* M) doz-cevap egrileri ve maksimal
gevseme yanitlari, A. Bazal sartlarda, B. sGC inhibitorii ODQ varliginda, C. K kanal
inhibitorii TEA varliginda, D. Ttim gruplarin gevseme protokollerinden alinan Emax
degerlerinin % farki. CORM ve CORM + ODQ, CORM ve CORM + TEA yanitlar
arasindaki fark, § p<0,05

CO dondrii CORM’a gruplarin doz-yanit egrileri incelendiginde, gruplar
arasinda anlamli farklilik olmadigi saptandi. Benzer olarak Emax yanitlar1 her iki
hipertansif grupta yiiksek olsada anlamli olmadigi goézlendi. H ve HE gruplan
arasinda da fark yoktu. ODQ inkiibasyonu sonucu gruplarin CORM yanitlarinda bir
degisiklik yokken, K" kanali1 TEA inhibitor ile inkiibasyon sonrasi, tim gruplarin
CORM yanitlar baskiland1 (p<0,05).

Tablo 4.7. Mezenter yatak direng damarlarinin maksimal yiizde gevseme yanitlari (E ).

Protokol K E H HE

CORM (%) 41,11 £6,07 37,96 £4,07 58,81 £6,10 64,20 + 5,99
0ODQ (%) 56,35+ 3,65 41,92 £5,55 63,12+ 5,04 62,77+ 6,15
TEA (%) 18,69 +3,74 11,45 +£2,59 33,52 +£5,60 3834 +9,11

4.6.3. Mezenter Yatak Diren¢ Damarlarinda HO-1 ve HO-2 Ekspresyonu

Mezenter yatak diren¢ damarlarindan elde edilen 6rneklerde Slgiilen HO-1
protein diizeyleri, ayn1 dokuda o6lgiilen B-aktin miktarina oranlanmistir. Direng
damarlarindaki HO-1 ekspresyonlar1 agisindan gruplar arasinda bir fark saptanmadi
(K 0,72 £0,08; E 0,80+ 0,07; H 0,72 = 0,05; HE 0,61 + 0,001). HO-1 ekspresyonunu
gosteren Ornek sekil 4.16’da yer almaktadir.
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Sekil 4.16. Mezenter yatak direng damarlarinda HO-1 ekpresyonu.

Mezenter yatak direng damarlarindaki HO-1 ekspresyonlar1 agisindan gruplar
arasinda bir fark saptanmadi (K 0,66 + 0,10; E 0,90 = 0,03; H 0,73 = 0,02; HE 0,85
+ 0,07). HO-2 ekspresyonu sonuglar1 Sekil 4.17°de sunulmustur.

Sekil 4.17. Mezenter yatak direng damarlarinda HO-2 ekpresyonu
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TARTISMA

Kan basincinin kalici olarak yilikselmesi hangi sosyoekonomik diizeyde olursa
olsun Onemli bir saglik sorunu yaratmaktadir. Hipertansiyonun koroner kalp
hastaliklarina, kalp yetmezligine, bobrek hasarina, serebrovaskiiler hastaliklara
zemin hazirlamasi ¢ok iyi bilinen siireglerdir (29). Bundan dolay: tibbi veritabanlar
incelendiginde (Medline gibi), hipertansiyon anahtar kelimesini i¢eren binlerce
calisma oldugu goriilmektedir. Hipertansiyonun mekanizmasini, yan etkilerini,
tedavisini arastiran ¢alismalarda etik kaygilar nedeniyle insanlarda ¢ok detaylara
inilememektedir. Bu zorlugu asmak icin hipertansiyon arastirmalarinda cesitli
deneysel hipertansiyon modelleri kullanilmaktadir. Kendiliginden hipertansif sican
tirlerinin yaninda, c¢esitli girisimlerle hipertansif hale getirilen (Dahl-tuz
hipertansiyon modeli, DOCA-tuz hipertansiyon modeli, Goldblatt hipertansiyon
modelleri) siganlar uzun yillardan beri ¢ok sayida arastirmaya konu olmuslardir.
Bizim aragtirmamizda kullandigimiz NOS-inhibisyonu hipertansiyon modeli ise son
yillarda sik kullanilan ve digerlerine gore olduk¢a yeni bir modeldir (5).

Egzersizin, hipertansiyonu diisiiriicii etkisinin mekanizmasinda tek bir
aciklama yer almamaktadir. Total katekolamin diizeyi ve sempatik aktivitede azalma
(17, 50, 169-170), PGE, diizeyi artis1 (14, 171), renin-anjiyotensin sistemindeki
diizelmeler (17), Na atiliminin artmasi, insiilin direncinin azalmasi (14), barorefleks
mekanizmasi duyarliliginin degismesi (4, 170), damarlardaki yapisal degisimler (14),
kalp hiz1 ve periferik direngte azalma (55, 172-173), damar endotel yanitindaki
diizelmeler (51) bunlar arasinda sayilmaktadir. Egzersizin, NOS-inhibisyonu
hipertansiyonuna etkisini inceledigimiz dnceki ¢alismamizda (18) 4 hafta boyunca L-
NAME uygulanan grupta egzersizin kalp hizi, plazma renin aktivitesi, damar
duvarindaki yapisal degisikliklere etkisi saptanamazken, total NOS aktivitesinin
cizgili kas dokusunda arttigin1 gdstermistik. Daha sonra kas diren¢ damarlarinin
yanitlarini inceledigimiz ¢aligmada ise hem gevsetici agoniste (asetil kolin) hem de
fiziksel uyarana (akim) gevseme yanitlarinin egzersizle diizeldigini gosterdik (20).
Ayn1 zamanda bu etkinin de damarlardaki eNOS ekspresyonu artis1 ile iliskili
olabilecegini ile ortaya koyduk.

Son arastirmamizda egzersizin yaptig1 diizeltici etki ¢izgili kas direng
damarlarindaki eNOS protein artisina baglt NO iiretiminde artis ile oldugu izlenimini
verse de ortada agiklayamadigimiz bir bosluk vardir. Kan basincinda egzersize baglh
olarak diisiis ve damar yanitlarinda diizelme sagladigimiz egzersiz yapan hipertansif
grupta, damar yanitlarindaki diizelmeyi yalmizca eNOS ekspresyonu artisi ile
aciklayamadik. Damar banyosu ortaminda L-NAME inkiibasyonu ile eNOS
inhibisyonu yapmamiza ragmen, diren¢ damarlar1 yanitlarinda hala bir diizelme
devam etmekte idi. Bu durumda egzersiz yapan hipertansif hayvanlarda c¢izgili kas
direng damar yanitlarindaki diizelmeyi NO diretimi artist tek basina
aciklayamamaktadir. Gevseme yanitlarinin NOS inhibisyonu ile tamamen
baskilanamamas1 baska bir vazodilatoriin katkis1 olabilecegini diisiindiirmektedir.
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NO ve CO’nun sGC ve Ca'™ bagimli K kanallar1 araciligiyla damar gevseme yaniti
olusturdugu bilinmektedir (83). Ayrica bir¢ok c¢alismada CO’nun NO igin bir
yedekleme molekiil oldugu ortaya konmustur (7, 10, 13). Spontan hipertansif ratlarda
yapilan bir ¢aligmada hipertansiyonun gelistigi 20 haftalik hayvanlarda 6nemli
Olclide azalan NO {retimine karsilik CO miktarinin arttifi gosterilmistir (7). Bu
bilgiler gozetilerek planladigimiz bu ¢alismada amacimiz NOS inhibisyonu ile
hipertansif hale getirilen siganlarda diizenli fiziksel aktivite sonrasi direng
damarlarinda goriilen gevseme yanitlarinin diizelmesinde CO’nun roliinii ortaya
koymakti.

Kan Basincindaki Degisiklikler

Hipertansiyonlarin = %95°lik oranin1 olusturan esansiyel hipertansiyonu
aciklayan onemli hipotezlerden biri de endotel disfonksiyonudur (37). Hem insan
hem de hayvanlarda gosterilen bu durum temel olarak asetilkolin gibi uyaranlara
bagli olarak endotelden gevsetici maddelerin salgilanmasinda yetersizlik olarak
belirir  (3). NOS-inhibisyonu hipertansiyonu da endotelyal yetmezlikle
iliskilendirilmistir (1, 5). Diger yonden hipertansiyonun da endotel fonksiyon
bozuklugu yapabilecegi iddia edilmektedir (174). Fakat ister primer isterse
hipertansiyona sekonder olugsun endotel fonksiyon bozuklugu sonucu NO eksikligi
karsimiza 6nemli bir sorun olarak ¢ikmaktadir.

Calismamizda NOS inhibisyonu yapmak icin i¢gme suyuna bir L-arginin
analogu olan L-NAME 25 mg.kg-1.giin-1 dozunda katildi. L-NAME ig¢in cesitli
verilme yollar1 olsa da (intraperitoneal, intramuskuler, gavaj) genellikle tercih edilen
igme suyuna katilmasidir (5, 68-69). Deney hayvanlarinin igme suyu tiiketimleri
takibinde 6nemli bir sapma yoksa benzer diizeyde alim yaptiklar1 kabul edilmektedir.
Bizim ¢aligmamizda su tiiketimleri birbirine oldukg¢a yakindi.

Deney hayvanlarimizin kan basinci non-invazif bir yontem olan kuyruktan
Olctimle takip edildi. 6 hafta boyunca kan basinci takip edilen hayvanlarin L-NAME
alanlarinda belirgin ylikselis gozlendi. Calismanin son dl¢limiine kadar kan basinci
yiikselmesi devam etti. Bu seyir ve ulasilan degerler, verilen doz gbéz Oniine
alindiginda bizim 6nceki ¢aligmalarimizi da teyit eder durumdaydi (18-20).

Calismamizda  hipertansiyon  olusturmaktan  bagka,  gruplarimiza
uyguladigimiz diger bir girisim de yiizme egzersizidir. Diizenli fiziksel aktivitenin
kardiyovaskiiler sistem sagligina katkis1 ¢ok 1iyi bilinen bir durumdur ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan en sik goriilenlerden biri olan hipertansiyonla
egzersiz arasindaki iligki de etraflica arastirilmistir (14, 42, 49). Fiziksel aktivitesi
fazla olan bireylerde hipertansiyonun goriilme siklifinin az olmasinin yaninda
hipertansiyonlu kisilerde aktivitenin arttirilmasi kan basinci degerlerinde 6nemli
diistisler yapmaktadir. Bu durum bir¢cok deneysel calismada ortaya kondugu gibi,
simdiki verilerimizce de gosterilmistir. L-NAME verilerek hipertansiyon olusturulan
ve eszamanli olarak egzersiz uygulanan HE grubunun kan basinglar1 kontrol grubuna
gore yliksek saptandi, yalnizca NOS inhibitorii alan H grubuna gore ise istatistiksel
olarak diisiiktii. NOS-inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinde egzersizin
kan basinci iizerine etkisini inceleyen simdiye kadar yapilmis ilk arastirmada De
Angelis Lobo d'Avila K ve ark. egzersizle kan basincinda istatistiksel olarak énemli
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olmayan diisiis saptanirken (175), bizim yaptigimiz her ii¢ calisma ve calismada da
egzersiz istatistiksel olarak anlamli azaldi (18-20). Siganlarin yaptirilan fiziksel
aktivite sonucu antrene olduklar1 vastus lateralis kirmizi kas liflerinden yapilan sitrat
sentaz aktiviteleri ile analiz edildi. Her iki egzersiz yapan sican grubunun, yapmayan
esleniklerine gore sitrat sentaz aktiviteleri anlamli daha yiiksek idi. Krebs siklusu
enzimleri arasinda yer alan sitrat sentaz enzimi, aerobik reaksiyonlar sonrasi elde
edilen enerjinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Sitrat sentaz
aktivitesinin yiizme egzersizi yapan gruplarda yliksek olmasi siganlarin antrene
olduklarinin gostergesi idi.

Damar Yamtlarinin Incelenmesi

Herhangi bir dokudaki kan akimini perfiizyon basinci ile (arteriyel ve venoz
basinglar arasi fark) o dokunun damar direnci belirler. Genellikle perfiizyon basinci
dar sinirlar ig¢inde tutuldugundan, kan akimini 6nemli 6l¢iide belirleyen damar
direncidir (176). Bir¢ok doku gibi kas dokusunda da damar direnci biiyiik 6l¢iide
capt 10 ile 500 um arasinda degisen diren¢ damarlarinin fonksiyonu olarak karsimiza
cikar (177). Doku gereksinimine gore direng damarlari, tonusunu degistirerek kan
akimini ayarlayabilir (metabolik teori). Diger yonden arteriyel kan basincinin doku
diizeyine inmeden diisiiriildiigli en 6nemli basamak da diren¢ damarlaridir. Direng
damarlar1 hem doku kan akimina etkisi hem de sistemik kan basincini diizenlemedeki
etkisi yliziinden kritik bir oneme sahiptir.

Diren¢ damarlarinin hem doku kanlanmasina etkisi hem de sistemik kan
basincini diizenlemedeki etkisi yiiziinden fonksiyonundaki degisiklikleri arastirmak
bircok fizyolojik veya fizyopatolojik mekanizmaya 1s1k tutar. Damarlar iizerinde
organ banyolarinda yapilan ¢aligmalarda genellikle biiyiik iletim veya besleyici tip
arterler incelenebilmektedir. Fakat bunlarin yanitlarindaki degisikliklerin doku
perfiizyonu veya kan basincina ne diizeyde etki etti§i 6nemli bir elestiri konusudur.
Diren¢ damar1 denilebilecek diizeydeki kiiciik arter (100 - 500 pm) yanitlarinin
incelenmesi i¢in kullanilan iki teknik vardir. Bunlardan ilki olan telli miyografta
cesitli maddelere karsi damarin verdigi yanitlar izometrik kuvvet transdiiseriyle
kaydedilmektedir. Digeri ise damarin iki kaniil arasina takilip i¢inden gecen sivinin
akim veya basincinin istendigi gibi diizenlenebildigi ve yanitlarinin daha fizyolojik
kosullarda alinabilecegi basing miyografi teknigidir (178-179). Basing miyografinda
akim ve basing ayri1 ayr1 kontrol edilebildiginden, damarlarda akim araciligiyla
degisen kayma geriliminin damar tonusuna etkisi de incelenebilmektedir. Damarin
silindirik  yapisinin  korunmasi ve akim-basing ikilisinin ayr1 ayri1 kontrol
edilebilmesinden dolay1 basing miyografi daha fizyolojik bir teknik olsa da, protokol
stirelerinin uzun olmast ve nisbeten daha zor manipulasyonu nedeniyle, basing
miyografinin yani sira telli miyograf da tercih edilebilen bir tekniktir.

Bu c¢alismada incelemek igin {i¢ farkli damar segmenti sectik. Iletim tipi
biiyilik bir arter olan ve yaklasik ¢ap1 2-2,5 mm arasindaki torasik aort halkalarinin
yanitlar1 klasik organ banyosu kullanilarak elde edildi. Cap1 200-240 um arasinda
degisen gastroknemius ¢izgili kas1 ve c¢aplar1 200-220 um arasinda degisen mezeter
yatak direng arterleri yanitlar ise telli miyografta alindi. Gastroknemius ¢izgili kas
direng arteri, fiziksel aktiviteye bagl adaptasyon gosteren damar yatagi oldugu igin
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calismamiza dahil edildi. Egzersiz sirasinda inaktif dokularin damar yanitlarindaki
degisiklikler ise mezenter yatak diren¢ damarlar1 yanitlarindan toplandi.

Endojen CO Yamtlarimn Incelenmesi

Endotel dokusunun hasar gormemesi i¢in azami dikkat gosterilerek organ
banyosu veya telli miyografa takilan damarlarin ¢ap1 ve boyuna uygun olarak in-vivo
sartlarda 90 mmHg’ya karsilik gelecek istirahat geriminde bekletilip, daha sonra
uygulanan vitalizasyon islemi ve endotel dokularinin saglamliginin onaylanmasi
sonucu ilk olarak endojen olusan CO yanitlar1 incelendi. Endojen CO yanitlarinm
incelemek icin NO yanitlarini incelemede kullanilan asetil kolin gibi belli bir uyaran
yoktur. Damarin ¢esitli kasici veya gevsetici agonistlere verdigi yanit sonrasi ortama
eklenen HO inhibitorii sonrasi yine ayni agoniste almman yanit ile aradaki fark
endojen CO olusumunu gostermektedir. Biz damarlarimizin 6nce Phe’ne verilen
kiimiilatif doz yanitlarin1 aldiktan sonra, HO enzim inhibitérii olan CRMP ile
inkiibasyon sonrasi tekrar Phe’ne yanitlar1 kaydettik. Iki uygulama arasindaki Phe’ne
verilen olast kasilma yamiti artist ile CO’nun o damar segmentindeki gevseme
katkisini degerlendirdik.

Torasik aorta’da olusan endojen CO iiretimi incelendiginde, kontrol grubunda
Phe’e verilen kasilma kiimiilatif doz-yanitlar1 ve Emax degerleri arasinda CRMP
eklenmeden ve eklendikten sonra izlenen % 20’lik fark vardi. Egzersiz grubu
endojen CO olusumu agisindan hem Phe doz-yanit egrileri hem de %55 civarinda
artan Emax yanitlarinda ¢ok belirgin fark vardi. Egzersize baglh endojen CO olusumu
artisina bagli gevseme yaniti artist daha 6nce de gosterilen bir sonugtur (21). Meng-
Wei Sun ve arkadaglari (21) bu artist HO-1 ve HO-2 proteinin artigina
baglamiglardir. Bizim ¢alismamizda da egzersiz grubunda torasik aorta dokularinda
yapisal form HO-2’nin azalmasina karsin, indiiklenebilir form olan HO-1 artmustir.
Bu durum HO-2’ye gore daha giiglii bir enzim olan HO-1’in artis1 sonucu (92)
torasik aorta’nin endojen CO iiretimi artmasini agiklamaktadir. Bir stres proteini olan
HO-1"in egzersizdeki artis1 igin ileri siiriilen olasi mekanizmalar arasinda kas hasari,
1s1 artis1 olabilecegi ileri siirtilmektedir (21)

Hipertansif ve egzersiz yapan hipertansif gruplarin endojen CO yanitlar
incelendiginde hem doz-yanit egrileri hem de Emax degerleri agisindan bir fark
bulunamamigstir. Caligmamizda gozlenen ilging bir durum ise fiziksel aktivite yapan
hipertansif HE grubunda, H grubuna gore, endojen CO {iretiminin artmamasina
ragmen HO-1 ve HO-2 enzim proteinlerinin artmasidir. HE grubunda HO-1 ve 2
diizeyleri artsa da bunun aktivitesine yansimadigi izlenmistir. Cesitli deneysel
hipertansiyon modellerinde HO enziminin up-regiile oldugu bilinmesine ragmen
(10), NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde HO-1 ve HO-2 ekspresyonunun
degismedigi, HO-1 ve HO-2 mRNA diizeyinin ise arttig1 saptanmistir (12, 180).

Kontrol grubu siganlarin diren¢ damarlart endojen CO yanitlar1 acisindan
incelendiginde ise, CO’nun bu damarlarin tonusunun diizenlenmesine katkida
bulunmadig1 izlenmistir. Hipertansiyonun veya diizenli fiziksel aktivitenin de kontrol
grubuna gore endojen CO yanitlar1 acisindan bir katki saglamadigi, Phe kiimiilatif
doz-yanit egrileri ile Emax degerleri arasinda bir fark olmamasindan anlagilmistir.
Mezenter yatak diren¢ damarlarn gruplar arasinda HO-1 ve HO-2 protein
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ekspresyonu agisindan bir fark gostermezken, gastroknemius kasi direng arterlerinde
HO-1 ve HO-2 protein eksprsyonlari hem egzersiz hem de hipetansif grupta kontrol
grubuna gore daha diisiik idi. HE grubunda ise, H grubuna gore artis saptandi.
Mezenter ve gastroknemius damarlarindaki HO enzimlerinin varligt ve HO-1’in
gastroknemius diren¢ damarlarinda diizeyindeki degisiklikler, bu enzimlerin vaskiiler
toniislin diizenlenmesinden baska fonksiyonlar (anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti-
proliferatif etkiler gibi) i¢in burada olduklarini isaret etmektedir (108). Bundan
dolay1 ekspresyonlarindaki degisiklikler damar gevseme yanitlarini degistirmemistir.

Calismamizda alinan endojen CO yanitlarindaki olumlu degisimler egzersiz
grubunda aortada izlenmistir. Kan basincini diizenlemedeki direng arterleri iletim tipi
arterlere kiyasla ¢cok daha 6nemli konumdadir. Bundan dolayr ¢alismamizda 6zellikle
egzersiz sirasinda aktif doku olan ¢izgili kas diren¢ damarlarinda bir farklilik
izlenmemesi, CO’nun NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde kan basinci
diisiistine katkida bulunmadigini gostermektedir. Bu model hipertansiyonda CO igin,
NO’i yedekleme molekiilii olmasi s6z konusu degildir.

Ekzojen CO Yamtlarinin Incelenmesi

CO dondériit CORM’un banyolara eklenmesi ile elde edilen kiimiilatif gevseme
yanitlar1 her iic damar segmentinde ikinci protokol olarak kaydedildi. CO’nun
damarlar iizerinde gevsetici etkisi genel bilgiler kisminda da anlatildigi gibi sGC
enzimine etki ile ¢cGMP’yi arttirmasi ve/veya K' kanalarmi aktive etmesiyle
gostermektedir. Calismamizda incelenen damar segmentlerinde hangi yolagin 6n
planda oldugunu ve olas1 degisikliklerini izlemek i¢in, CORM doz yanitlar1 ayr1 ayri
olarak sGC inhibitorii ODQ ve segici olmayan K" kanal inhibitérii TEA inkiibasyonu
sonrasi1 da kaydedildi.

Torasik aorta halkalarinin CORM’a verdikleri doz-yanit egrileri ve Emax
degerleri egzersiz ve hipertansif grupta, kontrol grubundan farkli degildi. Egzersiz
yapan hipertansif grubun CORM’a verdikleri gevseme yanitlari ise hipertansif gruba
gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksekti. Sicanlarda hipertansiyon
tizerine diizenli egzersizin etkisinin incelendigi tek ¢alismada, torasik aorta ekzojen
CO yanitlar1 hipertansif grupta artmazken, hipertansif-egzersiz grubunda artmistir
(22). CO’nun etki mekanizmasi i¢in yapilan ODQ ve TEA inkiibasyonlar1 sonrasi,
her ikisinin de, torasik aort halkalarinda CORM’a verilen gevseme yanitlarini belli
Olcilide inhibe ettigi izlendi. CO sican kuyruk arterinde de gosterildigi gibi torasik
aortada her iki yolag: kullanmaktadir (143). Gruplar arasinda torasik aortada CO’nun
kullandig1 yolaklar agisindan her hangi bir fark bulunamadi.

Her iki diren¢ damar1 segmentlerinin ekzojen CO’ya verdikleri gevseme
yanitlar1 agisindan gruplar arasinda bir fark izlenmedi. Fakat diren¢ damarlarinda
CO’nun gevseme olusturdugu yolak bakimindan torasik aortadan farkli idi. Gruplarin
CORM gevseme yanitlart ODQ inkiibasyonundan etkilenmezken, TEA inkiibasyonu
sonucu baskilandi. Bu durum CO’nun, torasik aortada hem sGC hem de K" kanallari
ile etki ederken, diren¢ damarlarinda yalnizca K kanallar iizerinden etkili oldugunu
gostermektedir.

46



SONUCLAR

NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde diizenli fiziksel aktivite sonucu
hem iletim tipi hem de diren¢ damarlarinda endojen CO yanitlar1 degismedi. Bu
model hipertansiyonda HO/CO sisteminin kompansatuar olarak is goérmedigi
izlenimini dogurmaktadir. Fakat egzersiz yapan hipertansif sicanlarda HO-1 ve HO-2
ekspresyonu artmasina ragmen endojen CO yanitinin degismemesi ve torasik aortada
ekzojen CO’ya verilen yanit artist lizerinde durulmas: gereken sonuglar olarak goze
carpmaktadir.
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