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1. GIRiS

Cevresel ve genetik faktorler esansiyel hipertansiyonun gelisimine,
kardiyak ve renal komplikasyonlarda risk artisina neden olmaktadir.
Endojen uvabain (EU) cesitli memelilerin plazmasinda bulunur’? EU’in
yuksek seviyelerinin insanda hipertanisyon, kardiyak hipertrofi ve hasari
stimule ettigi gosterilmistir***®. Yilksek EU seviyelerinin kardiovaskdler
sistem Uzerindeki patogenetik mekanizmalarinin renal tubdler sodyum
reabsorbsiyonu ve buylume faktorl ile ilgili gen transkripsiyonuyla iliskili
sinyal ileti yolaginin aktivasyonundan sorumlu enzim Na-K ATPaz’in
modulasyonu ile ilgilidir. Hipertansif siganlardaki deneysel ¢alismalar insan
modeli ile karsilastirildidinda EU seviyelerinin, hipertansiyon ile iliskili,
hlce iskeleti proteinlerinin genetik polimorfizminin arti§i ve Na-K pompa
aktivitesinin yiikseldigi bulunmustur’. Uvabain’in kendisi yiiksek tansiyon
olusturur ve disuk konsantrasyonlarda siganlara uygulandiginda renal Na-
K pompasini up-regiile eder. izole damar preparatlarinda uvabain’in
nanomolar konsantrasyonda agonistin  olusturdugu kontraksiyonu
potansiyelize ettigi®, mikromolar konsantrasyonda vaskiler diiz kasda
direkt etki ile kontraksiyon olusturdugu® veya, perivaskiler adrenerjik sinir
uclarindan noradrenalin’in saliveriimesine neden oldugu gdsterilmistir®.
Uvabain’in olusturdugu kasilmaya KCI'nin olusturdugu kasilmaya benzer
sekilde rho/rho kinaz yolaginin katilmasi muhtemeldir. Ark ve ark.’nin'®
sican renal arterinde yaptiklari c¢alismada uvabain kontraksiyon
olusturmustur, bu calismada uvabain vaskller Na® K*-ATPazi inhibe

*2mun ortamdan

ederek diz kasta etki gostermis, ekstrasellller Ca
kaldirilmasi ile ortadan kalkmasi, bu etkinin ekstraselltler Ca'?a bagh
oldugu gostermistir. Ancak, Saunders ve ark’nin 2004'" yilinda insan
umblikal arterlerinde yaptiklari baska bir galismada uvabain’nin vaskuler
tonus regulasyonunu endotelin-1 ekspresyonu ve saliveriimesi Uzerinden

gosterdigini bulmusglardir.



Agonistler tarafindan (5-HT, fenilefrin, asetilkolin, U46619,
endotelin, histamin, tromboksan A2) ve KCI tarafindan duz kas
kontraksiyonu myozin hafif zincir kinazinin Ca*? bagimli aktivasyonuna,
ayni zamanda Ca*? bagimsiz rho/rho-kinaz yolaginin aktivasyonuna
neden olmaktadir'?™'° Yapilan calismalarda, Rho ve Rho kinaz yolagi
komponentlerinin (RhoA, GEFs, ROCK) cesitli deneysel hipertansiyon

10,16,17,18,19

modellerinde ve hipertansif hastalarda® artig1 bulunmustur.

Rho kinazlar, kan basinci homeostazinda, diz kas kontraksiyonu,
hicre proliferasyonu, hlcre adezyonu, migrasyonu ve c¢ok sayida
inflamatuvar cevabi da igeren ¢ok sayida énemli fizyolojik fonksiyonlara
katildigi gésterilmigtir21. Ayrica, kan damarlari, brongiyal trakea,
kavernosum gibi c¢esitli dokularda tonik duUz kas kasiimasinin

modiilasyonunda da 6nemli rol oynamaktadirlar?®?>24,

Rho kinazlar,
myozin hafif zincir fosfatazin (MHZF) myozin baglayan alt Gnitesini
fosforile ederek diz kasin kalsiyuma duyarlihgini artirir, bdylece
intraseluler kalsiyum da belirgin artis olmaksizin duz kasin kasilmasi

saglanir>2526:27,

Uvabainin sigan renal arterinde Rho/Rhokinaz yolagini
kullanarak kasilma olusturdugu gosterilmistir®®. Ancak literatiirde uvabain
ile olusturulan kronik hipertansiyonda rhokinaz aktivasyonunun rolinun

olup olmadigina dair herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle, bu calismada uvabain ile olusturulan
hipertansiyonda, damar duz kaslarinda Rho kinaz aktivasyonunun

rolindn olup olmadigr arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kan Basincinin Regiilasyonu

Kan basinci; kalp atim hacmi ve damar yatagindaki kanin
akim sirasinda damar duvarina yaptigi basinca karsi olurturdugu dirence
(toplam periferik direng) baghidir. Kan basincinin diizenlenmesinde; ¢esitli
yapillar rol oynar. Bunlardan biri, vazomotor merkezler ve
kardiyoregulatuvar merkezlerdir. Bu merkezler, beyin sapinin alt
bélimlerinde bulunur. Gérevi kan damarlarinin 6zellikle de arteriyollerin
capini duzenlemektir. Buradan c¢ikan sempatik sinir dallari  kan
damarlarinda bulunan diz kaslar Uzerinde etki gosterirler. Bu duz kaslarin
surekli belirli dizeyde kasilmasini saglayarak vazomotor tonusu olusturur
ve bodylece de normal arteriyel basincin olusumunu sadlarlar. Vazomotor
merkezin aktivitesinin artmasi kan basincini artirir. Kardiyoregulatuvar
merkez kardiyak outputu etkileyerek kan basincini etkiler. Bir diger
duzenleyici yapi, baroreseptorler ve kemoreseptorlerdir. Baroreseptorler
arter basinci hakkinda beyin sapindaki merkezlere 6zel sinir dallariyla
surekli bilgi gonderirler. Arter basinci yukseldiginde baroreseptorler gerilir
ve uyarl olusur, beyin sapinda bulunan kardiyak yavagslatici merkez
uyarihr, kardiyak hizlandirici merkez inhibe edilir. Sonugta kardiyak output
azalir, arteriyoller genigler ve kan basinci duser. Arter basinci dustigunde
tersi olaylar ile arter basinci yukseltilir. Baroreseptorlerin yakininda disuk
oksijen, ylksek CO, ve hidrojen iyon konsantrasyonlarina duyarl
kemoreseptor adi verilen 6zel reseptdrler de bulunur. O, konsantrasyonu
duserse veya CO, ve H' iyon konsantrasyonlari yikselirse arteriyel basing
dusuruldr ve kemoreseptorler uyarilir. Buradan kalkan uyarilar vazomotor
merkeze gonderilir, vazomotor merkez uyarilir. Boylece kan damarlari

vazokonstriksiyona ugrar, arteriyel kan basinci artar. Kan basincinin



artmasiyla kan akimi da artar. Kan basincinin duzenlenmesinde rol

oynayan uguncu yapl, Ust beyin merkezleri ve emosyonel duyulardir.

Korku ve hiddet gibi sempatik sinir sitemini uyaran
dusunceler vazomotor merkezleri de wuyarir, bu da arteriyollerin
vazokonstruksiyonuna sonucgta da kan basincinin yukselmesine yol acar.
Sempatik tonusun artigi, renin salgilanmasini da artirarak anjiotensin-

aldesteron sistemini uyarip Na ve su tutulumunun artmasina neden olur?®.

Dorduncu yapi, hormonlar ve kimyasal maddelerdir.
Renin-anjiyotensin  sistemi birkag saat icerisinde kan basincini
degistirebilir. Renin anjiotensin I'i anjiotensin II'ye cevirir. Anjiotensin Il
gUglu bir vazotonstriktdr oldugundan sistemik vaskuler rezistansta asiri bir
artis olur. Ayrica aldesteron salgilatarak sodyum tutulumunu artirir,
boylece hipervolemiye neden olur®. Anjiotensin donistiiriicii enzim
bradikinin-kallikrein sistemi Gzerinden nitrik asit (NO) salinimini azaltarak

aterosklerozun énciisii olan endotel disfonksiyonuna neden olur®®.

Besinci yapi endotel dokudur. Tum damar duz kaslarinda
bulunan endotel, vazodilator ve vazokonstriktor substratlarin yapiminda
etkili olarak vaskller hemostazin yapiminda temel rol oynamaktad|r31.
Hipertansif hastalarda yapilan bir ¢galismada, damarlarda vazokonstriktor
cevabin arttigi bunun nedenin ise endotel-1 (ET-1) seviyesinin artigi

oldugu gosterilmistir *2.



2.2, Hipertansiyonun Patogenezi

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basincinin devamli
yukselmesi ile kendini gosteren bir kalp-damar hastaligidir. Hipertansiyon,
zamanla kalpte ve arterlerde geri dontusimsuz degisiklikler yaparak ciddi
kardiyovaskuler komplikasyonlara yol agmasi (akut myokard infaktusu,
diger koroner hastaliklar, sol ventrikul hipertrofisi, konjestif kalp yetmezligi,
inme, progresif bobrek yetmezligi, retrinopati, disekan aort anevrizmasi vb

gibi) nedeniyle dnemli bir klinik sorundur®.

Hipertansiyon primer (veya esansiyel) ve sekonder olarak
ikiye ayrilir. Esansiyel hipertansiyon; sistolik kan basincinin 140 mmHg,
diastolik kan basincinin 90 mmHg'nin Gizerine ¢cikmasiyla karakterizedir*.
Temel nedeni belli olmayan esansiyel hipertansiyon, olgularin yaklasik
%95’ini olusturur. Olgularin %5’inde hipertansiyon; basta bazi bdébrek
hastaliklari, renovaskuler hastaliklar ve bazi endokrin hastaliklar (bazi
tiroid, adrenal, paratiroid ve 6n hipofiz hastaliklari gibi) olmak Uzere
arteriyel kan basincini yukselttigi bilinen primer patolojik bozukluklara
baghdir®>.

Esansiyel hipertansiyonda kan basinci yukselmesi total
periferik damar rezistansinin yukselmesine baglidir; ancak az sayidaki
bazi olgularda kalp debisi veya dolasan kan hacmi de yUkselmis olabilir.
Esansiyel hipertansiyon uzun yillar semptomsuz veya komplikasyonsuz
olarak seyreder; bu sirada hastaligin tek godstergesi diyastolik ve/veya

sistolik kan basincinin yiikselmis olmasidir®,

Esansiyel hipertansiyonun patojenezi c¢ok faktorli ve
karmasiktir. Genetik faktérler bunlardan biridir®®. Hipertansiyonogenik
faktorler olarak adlandirilan; obezite, ylksek alkol ve tuz alimi gibi faktorler



kan basincini artirmaktadirlar. Bu faktoérler kaltsal, davranigsal veya
cevresel kosullardan etkilenerek gelismis olabilir. Cevresel ve kalitsal
ekilesimlerle birlikte, sempatik sinir aktiviteleri, renin anjiyotensin ve renin-
kallikrein-kinin sistemi ve endotel faktorlere aracilik eden fenotipler,
kardiyak kontraksiyonu, vaskuler reaksiyonu ve sodyumun vucuttan
atiimini etkilerler. Bu ve bunun gibi diger bircok araci fenotip toplam

vaskiiler direnci, kalp debisi ve kan basincini etkileyebilirler*.

Yiksek miktarda tuz (sodyum) alinimi ile kan basinci arasindaki baglanti:

Yuksek tuz alinimi hipertansiyonda major risk olarak
gosterilmistir. Genig Olgekli epidemiyolojik ¢alismalarda INTERSALT® ve
CARDIAC® gibi tuz atlimini ile kan basinci arasindaki baglanti
aciklanmistir. Deney hayvanlari ve insanlarda tuz geri alinimi Uzerine
calismalar yapilmistir®”%3°, Esansiyel hipertansiyonu olan hastalar tuza
duyarli ve tuza duyarli olmayan hastalar olarak iki gruba ayrilmistir*®. Tuza
duyarl hipertansiyonu olan hastalarda, tuz yikselmesiyle kan basincinin,
tuza duyarli olmayan hastalara gore daha ¢ok arttigi ve diuretiklerle
yapilan tedaviye daha iyi cevap verdikleri gdsterilmistir *. Asiri sodyum
alinimi, sivi hacmini ve preloadu artirarak kardiyak debiyi yUkseltir. Bunun
yaninda vaskuler reaksiyona ve renal fonksiyona etki ederek de kan

basincini artirir’*,

NaCl ‘Un kan basincina direk etkisi:

Normal hayvanlarla yapilan c¢aligmalarda; diyetle alinan
NaCl’ Un, vlicut agirhdinda, toplam sodyum giris-gikisinda, ekstraselller
sivl, plazma ve kan hacminde artisa neden oldugu gosterilmistir. Bunun

yani sira; plazma renin, anjiyotensin ve noradrenalin seviyelerinde azalma



ve Na*, K*, Ca*? viicuttan atiliminda artis oldugu gdzlenmistir. Calismalar

insanlarda da benzer etkileri gostermistir®’.

NaCl'iin kan basincina dolayl etkisi:

iki farkli etkisi vardir. Birincisi dijitalis benzeri maddelerin
(DBM) plazma konsantrasyonunda artis ve bobreklerden K* atilmasi
nedeniyle plazma K' konsantrasyonunda azalmadir. Plazma K*
konsantrasyonundaki azalma hayvan damarlarinda vazokonstriksiyona

bagl kan basincinda artisa neden olur®’.

DBM ile plazma konsantrasyonundaki artis bircok nedenden
kaynaklanabilir. Diyetle yiiksek miktarda tuz alinmasi; plazmada Na'-K"
pompasini inhibe eder, bu nedenle 6zellikle hayvanlarda renal kitlede

azalma, insanlarda dusuk renine bagh hipertansiyon gelismesine neden

Olur29,42,43

Damar duz kaslarinda, kalp kasinda ve adrenerjik
hicrelerde Na'-K* ATPaz inhibisyonu, DBM miktarinin artmasi ve K"
plazma konsantrasyonundaki azalma prohipertansif olaylarin baglamasina
neden olur. Na'-K' ATPaz inhibisyonu; damar diz kas hicrelerinin
depolarizasyonu ile voltaja duyarli Ca*? kanallarindan Ca*? ‘un hiicre igine

akisini saglayarak kan basincini artinr*’.

Kalp damar diiz kas huicreleri ve plazma arasindaki Na*-Ca*?
giris ¢ikigt azalir. Boylece Ca*? un hiicre disina tasmasi azalir.
Noradrenalin (NA) geri alinimini azaltir, kan duvarlarindaki adrenerjik sinir

uclarindan NA saliveriimesi artar, néromuskular kavsakta NA miktari artar.



Butun bu mekanizmalar kontraktil ativiteyi artirir ve kan basincinin

artmasina neden olur®’.

Normotansif ratlarda; uzun sureli introserebroventrikuler
(ICV) infizyon seklinde hipertonik tuz ¢ozeltisi uygulanmasi sonucu,
arteriyel barorefleksin zayiflamasi ve hipertansiyonun indiklendigi
gorulmustar. Bilingli ratlarda; kisa sureli ICV inflUzyon seklinde hipertonik
tuz c¢ozeltisi, uvabain veya uvabain aktivitesi iceren beyin ekstrakte
dokuda benzer sempatik aktivite ve baskilanmis yanit ortaya gikmistir®.
Yapilan calismalarda; kalitsal hipertansif ratlardaki arteriyel baroreseptor
fonksiyonlardaki, Na® geri alinimdaki cevaplilikta olusan degisikliklerin
normotansif kontrol ratlara oranla farkli olmasinin nedenin Na™ a duyarli

hipertansiyon faktorlerinden kaynaklandigi gosterilmistir**.

Renal sempatik aktiviteler veya iv fenilefrin verilmesi sonucu
kalp atim hizi ve ortalama kan basincindaki dedisiklikler; baroseptor
mekanizmanin uyariimasina sebep olur. Beyinde ylksek miktarda
Uvabain bulunmasi arteriyel baroseptér mekanizmayi duyarsiz hale getirir

boylelikle yiiksek Na*a bagh hipertansiyon olusturur **.

Bobrekler; tuzun geri alinimi ve arteriyel kan basinci
arasindaki baglantida merkezi rol oynar®®. Bébrekler iki mekanizma ile kan
basincini etkilemektedir. Bunlardan birtanesi Na* ve suyun idrar atihimini
cift yonlu, artirarak veya azaltarak ekstraselller sivi hacmini ve renal
perflizyon basincini dizenlemektedir. Bir diger mekanizma da, Na* ve
suyun reabsorbsiyonu ve periferal vaskuler basinci direkt olarak kontrol
eden renin-anjiyotensin-aldesteron sistemidir**. Birgok hipertansif hastada;
hem disuk plazma renin aktivitesi (dislk renin hipertansiyon) hem de
yuksek plazma renin aktivitesi (normal-ylksek renin hipertansiyon)

gorulmustir. Renin plazma aktivitesi duguk olanlarda bodbrek hasari



olustugu ve buna bagli olarak da NaCl ve suyun vicuttan atiiminin yavas

oldugu gosterilmistir®’.

Buna karsilik ayrica stres de dogrudan sempatik sinir sistemi
ile anjiyotensin sistemini aktive ederek yuksek sodyum geri alinimina
neden olmaktadir. Sempatik sinir sisteminin aktive olmasiyla vaskuler

direnc artmaktadir*.

Hipertansiyon obez insanlarda ¢ok yaygin olarak
gorulmektedir. Obez insanlarda obez olmayan insanlara gore daha ylksek
kardiyak output, kalp vurus hacmi, toplam kan hacmi, duslk periferal
rezistans gorulmustir. Vacut agirhginin artmasi ile orantih olarak kardiyak

outputdaki artis, kan basincinin yiikselmesine neden olmaktadir*.

2.3.Kardiyak Glikozitler ve Endojen Uvabain

200 yili askin suredir; dijitalis, kardiyotonik steroitler ve
turevleri konjestif kalp hastaligi tedavisinde kullaniimaktadir. 1953 yilinda
Schatzman, kardiyotonik steroidlerin sodyum pompasini inhibe ettigini ve
dijitalis reseptoriiniin  plazma membranindaki Na'/K* ATPaz oldugunu
kesfetmistir. 1960 sonlarinda memeli kardiyak kasinda Na'/Ca*?
degistiricisinin  bulunmasi ile kardiyak steroidlerin sodyum pompasini
inhibe etmesi ile intraselliler Ca*? konsantrasyonunun artmasi sonucu

kardiyak kasta pozitif inotropik etki olusturdugu gbsterilmigtir“s.

Kardiyak glikozitler, kardiyak hucrelerdeki kisa ve uzun
dénemdeki etkilerini Na*/K* ATPaz enzimini spesifik baglanma noktalarina
badlanarak, intraselller iyon dengesindeki etkilerini de uvabain benzeri
bilesiklerle yapmaktadir®®. Kardiyak glikozitlerin Na*/K* ATPaz enzimi
inhibisyonu ile intraseliler Na* konsantrasyonu ve buna bagli olarak



Na*/Ca*? degistirici ile intraseliiler Ca*? konsantrasyonu artmaktadir.
Sarkoplazmik retikulumdan Ca*® geri aliniminin artmasi pozitif inotropik
etkinin olusmasina neden olur. Sitoplazmik Ca*? miktari sarkoplazmik
retikulumdaki depo kapasitesini asarsa toksik etki olarak aritmi

gorilmektedir®#,

Kardiyak glikozitlerden dijitoksin, Digitalis purpureanin,
digoksin ise Digitalis lanatanin yapraklarindan elde edilmektedir®>4°.
Memelilerde ise kardenoit benzeri (Uvabain, dijitoksin) ve bufodienolid

benzeri (marinobufogenin) izole edilmistir*’.

Kardiyak glikozitler myokardin kontraktilitesini ve kalp
verimini artirmaktadir. Kardiyak glikozitler, kontraktilite Uzerinde artirici
etkilerinin sonucu olarak, sistolik disfonksiyona badli konjestif kalp
yetmezliginde; azalmig olan kalp atis hacminin ve debisinin artmasini,
kalp tonusunun artmasini ve yetmezlik halinde buyumus olan kalbin
diyastolik hacminin azalmasini sadlarlar. Ayrica dismus olan ejeksiyon
fraksiyonunu yukseltirler, ylkselmis olan santral ve periferik ven6z basing

ve akciger vendz basinci azaltmaktadirlar®.

Kardiyak steroitlerin, tuza bagimli hipertansiyondaki rolleri

Son zamanlarda kesfedilen uvabain gibi kardiyotonik
steroitler, marinobufagenin, proscillaridin A ve bufalin gibi diger steroitler
tuza bagiml hipertansiyon patogenezinde potansiyel araci mediyatorlerdir.
insanlarda kronik olarak yuksek miktarda tuz alinmasi, plazma
kardiyotonik steroitlerin (KTS) yUksek seviyelere ¢ikmasina yol agmistir.
Ayrica esansiyel hipertansiyon hastalarinin yaklasik %50’sinde endojen
uvabain miktarinin yikseldigi goézlenmistir. Genellikle; KTS lerin plazma
membranindaki Na*/K*-ATPazlari bloke etti§i*’*® ve sitozolik Na*
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konsantrasyonunun yukselmesine yol actigi dugunulmektedir. Hucrede
sodyum birikmesi Na'/Ca*? degistirici yoluyla sitozolik Ca*?
konsantrasyonunu yukseltir. Bdylece vaskuler diz kaslarin veya kalp

kaslarinin kasiimasini artirir 11494648

Uvabain, adrenal korteks ve hipotalamusun steroid yapidaki
hormonudur. Uvabain benzeri immunoreaktivite, plazma dahil butin
dokularda bulunmus, fakat en ylUksek konsantrasyon adrenal, hipofiz ve

hipotalamusda gérilmiistar 42464749,

Kardiyovaskuler fonksiyon ile ilgili bircok duzenleyici
mekanizmada kalsiyum yer almaktadir. Uvabainin, kalsiyumun salinimini
tetikledigi Aizman ve ark. tarafindan gosterilmistir. Kalsiyumun salinimini
tetikleyen Uvabain dozu, pompa aracilikli transportu ya sadece kismen
inhibe etmekte veya hi¢c inhibe etmemektedir. Fakat bu etki, kalsiyum
salinimini kontrol eden inositol trifosfat reseptérinin inhibisyonu ile veya
intraselller kalsiyum konsantrasyonu arttigi zaman bu kanal kapanir ve
sistolik kalsiyum konsantrasyonu diser. Uvabain Na'/K’- ATPaz'a
badlanir ve bu enzimin inositol trifosfat reseptéru ile etkilesmesi kanalin

acilmasi ile sonuglanir *°.

Sodyum  dengesizliginde, kronik renal yetmezlikte,
hiperaldesteronizmde, konjestif kalp yetmezliginde endojen uvabain
(uvabain benzeri immunoreaktivite) konsantrasyonunda artis

gorilmuistir®®.

Uvabainin digslUk dozlarda insanlarda vazokonstriksiyona
neden oldugu go6zlenmigtir. Komplikasyona bagli olmayan esansiyel

hipertansif Kafkaslarin %50’sinde; endojen uvabainin
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konsantrasyonunundaki artig, kalp atim sayinda, sol ventriktl katlesinde

ve kalp atim hacminde artis oldugu gérilmistir®”.

izole damar preperatlarinda  uvabainin  nanomolar
konsantrasyonda agonistin olusturdugu kontraksiyonu potansiyelize ettigi®,
mikromolar konsantrasyonda vaskller duz kasta dogrudan etki ile
kontraksiyon olusturdugu® veya perivaskiiler adrenerjik sinir uglarindan

noradrenalin salinimina neden oldugu gdsterilmistir °.

Kronik uvabain uygulanmasi; santral sinir sistemiyle
baglantili olan sempatik tonusu artirarak, renin anjiotensin sistemini aktive

k52,53

edere , periferal vaskuler sistemi etkileyerek ve kardiyak dokuda

yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal degisiklikler meydana getirerek

hipertansiyon olusturmaktadir®*°.

Rossoni ve ark.’nin® sican torasik aort ve kuyruk arteri
Uzerinde yaptiklari galismada uvabainin olusturdugu hipertansiyonun,
endotel NOS ve néronal NOS kaynakh NO saliniminin artigi ile kalsiyum
bagimh  potasyum kanallarinin  agilmasini  saglayan endotelyal
hiperpolarize edici faktor (EDHF) ile iligkilidir. Bu yolaklarin fenilefrin
kontraksiyonunun negatif modulasyonunu saglayarak hipertansiyon
olusturdugunu gdstermislerdir. Uvabainin kronik uygulanmasi sonucu
hipertansiyon olusturulmus ratlardan izole edilen torasik aortta ve
mesenterik arterde fenilefrinin olusturdugu kontraktil aktivitede azalma
oldugu gozlenmistir. Uvabainin akut uygulanmasi ile endotelden feniferinin
kontraktil etkisini negatif modile eden, EDHF, prostasiklin, ve NO

salinimini artirdigi gérilmastar®.

Uvabainin Na*/K*- ATP’az enzimine baglanmasi sitoplazmik
tirozin kinaz Src’yi aktive eder. Ayrica mitokondride reaktif oksijen (ROS)
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uretimini artinir ve intraseltler kalsiyum konsantrasyonunu duzenler.
Uvabain kardiyak miyositlerde hipertrofik buylimeyi stimile eder ve diz
kas hucrelerinde poliferasyon ve birgok malign hlcrede apoptosis

olusturur >,

Ayrica kronik uvabain uygulamasi sonucunda uvabainin
bdbreklerde yuksek oranda biriktigi ve renal vaskuler direnci artirdigi

gosterilmistir °'.

Oral ve paranteral yolla alinan uvabain; selektif olarak
adrenalde tutulmakta, %3-5 oraninda da intestinal sistemde

tutulmaktadir®.
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2.3.1. Na'/K'- ATP-az Enzimi ve Uvabain

Na’/K’- ATP’az enzimin, yapisi, pompa fonksiyonu ve
enzimin regiilasyonu iyi karakterize edilmistir®*. Sodyum pompasinin o
izoformunun 4 alt Unitesi vardir (a4, a2, a3 ve ag ) her biri ayri dokularda
dagihm gostermektedir. a4 izoformu bir cok dokuda yer alirken a; izoformu
beyin, kalp, damarlarda ve iskelet kaslarinda bulunmaktadir. as ler sinirli
olarak sinirsel dokularda ve damar diuz kaslarinda insanlarda kalpte
bulunmaktadir. a4 izoformlari ise testislerde ve Ozellikle olgunlasmis
spermde bulunmaktadir. Na*/K* ATPaz'in a4/ a, izoformlari kan basincini
spesifik Uvabaine duyarl kardiyak glikozit baglanma bdlgeleri yoluyla
duzenlemektedir. Bu iki izoform kardiyak kontraktilite de benzer rol

oynamaktadir®®.

Na*/K*- ATP’az enzimi, 3 Na* iyonunun disari ¢ikisina karsi
2 K" iyonunun igeri girisini saglayarak etki gdsterir, bu etki sonucu hiicrede
pozitif yiik kaybr meydana gelir'"*. 3 Na* iyonunun disari ¢ikisi ve 2 K*
iyonunun iceri girisi sonucu olusan elektrokimyasal fark, iyonlarin,
aminoasitlerin, glukoz ve birgok farkli bilesigin sodyum ile ¢ift olusturarak

hiicre icine girmesini kolaylastirmaktadir®®.

Kardiyotonik steroitler (KTS); Na'/K'- ATP’az enziminine
katalitk o ve regulator B alt Unitelerine spesifik baglanarak etki
gosterirler™*. Na*/K* ATPaz'in ap, as, izoformlari plazma membraninda
endoplazmik retikuluma yakin bulunurlar. as/az izoformlarinin inhibisyonu,
sistolik Na® konsantrasyonunun ve indirekt olarak da Ca*?
konsantrasyonunun degismesine neden olur. Sarkoplazmik retikulumdaki
Ca*? icerigini ve sinyalini module eder, bu da kardiyak glikozidlerin pozitif

inotropik etkisinin baslamasina énciiltik eder®.
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Kardiyovaskuler dokularda endojen dijitalis  benzeri
bilesiklerin Uretiminin artmasi Na'/K* ATPaz enzimini inhibe ederek

hipertansiyona katkida bulunur®.

Na*/Ca*® degistirici proteini (NCD); NCD;, NCD,, NCD;
iceren multigen ailesini kapsar. NCD4 genellikle kalp, bdbrek, beyin,
arterler ve diger organlarda eksprese edilir. Buna ragmen NCD, ve NCD;
un eksprese edildigi yerler genellikle beyinle sinirhidir. Bu dénusttraculer,
l; (intraseliiler sodyum bagimli) inaktivasyonu ve |, inaktivasyonlari (Ca*?
regulasyonu gibi) olmak Uzere en az 2 inaktivasyon sistemi tarafindan

modiuile edilir*®.

Kardiyak kaslarda gorulen kasilma gevseme boyunca NCD;
Ca*?un ihrag edilmesinde, disari atiimasinda ana gorevi Ustlenir. Vaskiler
diz kas hicrelerinde NCDyin ayrica Ca*? homeostazini saglamak icin
sitozolden Ca™ disari atiimasinda gérevli oldugu dustiniilmektedir. Fakat

kardiyak NCD+’ine kiyasla, vaskuler NCD+’e ait ¢ok az bilgi vardir*®,

2.4 . G Proteinleri ve RhoA/Rho Kinaz Yolagi

Hucreler, hormonlar, noérotransmitterler veya duyusal
uyaranlar gibi hicre digi sinyaller sayesinde disardan bilgi alirlar. Boylece
hlcreler birbiriyle iletisim kurarlar. Transmembran sinyal sistemlerinin
tumda, reseptor ve efektor olmak Uzere iki bilesenden olusur. Reseptor
hlcre disi uyaranlari tanir, efektor ise ilgili reseptor denetiminde hucre igi

sinyal olusturabilir®.

Hlcre disi sinyallerin hicre igine girisi dort farkli yolla

gerceklesir. Bunlar; hidrofobik molekullerin hicre zarindan difizyonu ile,
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iyon kanallari aracihdi ile, G protein kenetli reseptorler araciigi ile ve

enzim aktivitesine sahip reseptorler araciligi ile gerceklesmektedir®®.

G proteinleri; bakterilerden memelilere kadar korunmus
blylk GTPaz ailesinin Uyelerindendir. G proteinleri plazma zarindaki
reseptorler ve efektorler ile kenetlenerek hiicredeki sinyal iletisinde énemli
rol oynarlar. G proteinleri GTP’nin baglandidi hidrolizlendigi bir a-alt birimi

ile bir By-kompleksinden olusmaktadir®®.

Hucre zarinin sitoplazmik yUzune yerlesik olarak bulunan
heterotrimetrik G proteinleri (Guanin NUkleotit Baglayan Proteinler) kiguk
monomerik GTP baglayan proteinleri de igine alan genis GTPaz Ust
ailesinin Gyesidirler. a,B,y altbirimlerinden olusan G proteinleri binden
fazla hicre ylzey reseptorleri ile kenetlenerek, enzim ve iyon kanali gibi

pekcok efektdr lizerinden sinyal iletimine aracilik ederler®.

G proteinleri inaktif durumdayken a-altbirimi, By-kompleksi
ve GDP birbirine bagI|d|r56. GDP-bagl dinlenim durumunda heterotrimetrik
yapida bulunan G proteini hlicre digi reseptorlerle veya hicre ici efektor
sistemleri ile etkilesim halinde degildir. Bir sinyal molekullintn G protein
kenetli reseptore baglanmasiyla reseptdr uyarilir. Bdylece a-altbiriminin
guanin nukleotid baglanma bdlgesinden GDP’nin serbestlesmesine ve
yerine GTP’nin baglanmasina yol acar. Yapida meydana gelen bu
degisiklik iyon kanallari ya da enzimler gibi efektorlerin aktivitesini
duzenler. G protein a-altbirimi GTPaz aktivitesine sahiptir ve a-altbirimine
bagh GTP’yi GDP ve inorganik fosfata hidrolizler. GTP hidrolizi oldukca
yavas seyreder. G proteinlerinin uyariimasinda hiz belirleyici asama,

niikleotid baglanma cebinden GDP’nin serbestlesmesidir*®>’.
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Kaguk G proteinleri, heterotrimetrik G proteinleri gibi GTPaz
aktivitesine ve GTP baglayici bdlgeye sahiptir. Ancak onlardan farkh
olarak tek bir protein zincirine sahip oldugundan monomerik veya kiuguk G
proteinleri olarak adlandirilirlar. Kiguk G proteinlerinin bes alt ailesi (Ras-
Rho-Rab-Arf ve Ran) tanimlanmistir. Ras proteinleri gen expresyonunu,
Rho/Rac/Cdc42 proteinleri hucre iskeletinin reorganizasyonunu, gen
expresyonunu ve duz kas kasiimasini, Rab ve Sar1/Arf proteinleri hiicre igi
vezikuler trafigi, Ran proteinleri nikleostoplazmik transportu dizenlerler
%.58 Fizyolojik fonksiyonlarinin yaninda kanser, hipertansiyon, diabet ve

kroner spazm gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar58.

Rho A/ Rho-kinaz yolagi:

Kontraktilite 6zelligi gdsteren diiz kaslarin kasilmasi icin Ca*?
seviyesi 6nemli rol oynamaktadir. DUz kaslarda agonist (6rnegin fenilefrin,
karbakol) stimulasyonu ile olusturulan maksimum kasiimalarin gogu kez
depolarizasyonla (6rnegdin ylksek K* ile) indUklenen maksimum

kasllmadan daha fazla oldugu gézlenmistir®®.

Sitoplazmik serbest Ca*? diizeylerindeki artis, diiz kas
kasilmasinin ana tetik mekanizmasini olusturmaktadir. Ancak hucre igi
Ca*? diizeyleri ile myozin hafif zincir fosforilasyon derecesi ve buna bagli
kasilma giicii her zaman birbiri ile paralellik gdstermemektedir’®*® (Sekil 1
ve Sekil 2).
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Agonistler tarafindan stimile edilen hicre membranindaki
reseptorler farkh en az iki heterotrimetrik G proteinini uyarir. G proteini
uyarilirsa fosfolipaz C (fosfoinozitidaz) enzimi aktive edilir. Bdylece hicre
membraninda fosfotidil inozitol 4,5 difosfat hidroliz olarak diacil gliserol
(DAG) ve inozitol-trifosfat (IP3) olusur. DAG, proteinkinaz C'yi aktive
ederek kalsiyum duyarlilagmasi gibi bir takim hicresel etkilere neden
olurken, IP3; endoplazmik redikulumdan Ca*? acgiga cikmasina neden olur.
Ca'? kritik konsantrasyona ulasinca myozin hafif zincir kinaz enzimini
(MHZK) aktive eder®®®, Bu enzim myozin hafif zinciri (MHZ) fosforile
ederek kasilma olayini baglatir. Ancak hucre i¢i kalsiyum duzeylerinin
digsmesine ragmen baslatlan kasilma olayinin  surddrulebildigi
gOsterilmistir. Yapilan ¢alismalar kasilmanin surdurdlmesini saglayan bir
Ca'? duyarli mekanizmanin var oldugunu ortaya koymustur. Bu

yolaklardan biri Rho A/ Rho-kinaz yolagidir .

Rho proteinleri (RhoA ve digerleri) GDP-bagli iken inaktif
halde GTP-bagl iken aktif halde bulunurlar. Rho aktivitelerini kontrol eden
baslica 3 protein tanimlanmistir.

Bunlar;

1. Rho’nun aktive olmasini saglayan GEP veya GEF

(Guanin nukleotid dedis-tokus proteini veya faktori),

2, Rho’dan GDP’nin ayrismasini ve GTP baglanmasini
dolayisiyla onun aktive olmasini 6nleyen GDI (Guanin nukleotid
disosiyasyon inhibitora),

3. Rho-GTP’yi inaktif hali olan Rho-GDP sekline

donistiren GAP (GTPaz aktive edici proteinler)dir®®®°,

Rho’nun aktivasyonunda hiz kisitlayici basamak GDP-bagli
form’dan GDP’nin ayrilmasidir. Diger GTP baglayici proteinler gibi
Rho, hem GDP/GTP baglayici hem de GTPaz aktivitesi gdsterir ve
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molekuler bir anahtarlik gibi ¢alisarak GDP baglayici inaktif durumla
(GDP-Rho) GTP baglayici aktif durum arasinda gider-gelir. Rho’nun
aktivitesi dongusel olarak duzenlenir. Aktif haldeki Rho, yani Rho-GTP,
C- terminaline bagli geranil-geranillenmis kuyruguyla (izoprenilasyon)
hicre membranina hedeflenir ve spesifik hedefleriyle (Rho-kinaz gibi)

etkilesir®’.

GTP’azi aktive eden proteinler (GAP), Rho’nun intrinsik
GTPaz aktivitesini hizlandirarak ve onu inaktif GDP-Rho’ya

donlstiirerek negatif regulatorler gibi galistirirlar®’.

Rho-kinaz (ROCK, ROK): Rho-kinaz bir serin-treonin protein
kinazdir. ROCK-1 (ROCKp) ve ROCK-2 (ROCKa) olarak bilinen 2

izoformu tanimlanmistir®>°,

Rho-kinaz, myozin hafif zincirinin direkt fosforilizasyonu ve

myozin fosfatazin inaktivasyonu ile diiz kaslarda Ca*? duyarlihgini

252659 Rho-kinaz enzimini inhibe

eden ajanlar arasinda Y27632 ve fasudil (HA-1077) gibi maddeler
59,63,64,65,66

artirarak kontraksiyon olustururlar

bulunmaktadir

Rho/Rho-Kinaz Sinyal Mekanizmasinin Kardiyovaskuler Sistem

Uzerine Etkisi :

Spontan hipertansif siganlarda agonistle indiklenen Rho-
aracili Ca*? duyarlihginin arttigi bildirilmistir®”. Blylkafsar ve ark.’nin
2004 yiinda yaptiklar ¢alismada sigan superior mezenterik arterinde
ROCK-2 enzimin eksprese edildigi ve damar yatagi perfizyon

basincinin  kontroline katki sagladigini  gdstermislerdir. ROCK
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inhibitort olan Y-27632 aritmilere karsi myokardi koruyucu etki

yapmaktadir 8.

Rho-kinaz ve NO kardiyovaskuler sistemde birbirine zit
calisan iki ana mekanizmadir. Rho-kinaz enziminin, e-NOS enzimini
495. treonin amino asidinden fosforilleyerek inhibe ettigi bildiriimistir.
Ayrica NO ¢Ozunur guanilil siklazi aktive ederek sGMP duzeyini artirir,
olusan sGMP, kendisine duyarl proteinkinaz G’yi (PKG) aktive eder.

NO bagimli PKG, Rho-kinazin etkisini antagonize etmektedir®®.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Deneylerde Saglik Bakanligi Hifzisihha Merkez Baskanligrndan temin
edilen Wistar cinsi 250-300g agirliginda erkek ratlar kullaniimigtir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

NaCl, NaHCOg3;, MgCl,, KH,PO,4, CaCl,, Glukoz monohidrat (Merck); KCI,

Fenilefrin, Asetilkolin, Uvabain (Sigma)'dan saglanmistir.

3.1.3. Kullanilan Aletler

Izole organ banyosu

Sirkulator (May WBC 34)

Transducer (May FDT 10-A)

Bridge Amplifier (May TDA 979

Bilgisiyar

Hasas terazi (Schimadzu)

pH metre (Jenco 6173ph)

Mikropipet (Eppendorf Research)

Kuyruktan Kan Basing Olgiim Cihazi (May 9610BPHR)
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3.2. YONTEM

In vivo Kan Basinci Olciimii ( Tail Cuff Yontemi)

Deneylerde 250-350 g agirligindaki albino ratlar kullanilmigtir. Kontrol
grubuna serum fizyolojik, ilach gruba Uvabain (28 upg/kg, intraperitoneal)
enjeksiyonu 6 hafta boyunca hergin ayni saatte yapilmasina 6zen
gosterilerek uygulanmistir®. Bu siire boyunca haftada iki defa hayvanlarin
kan basinglari ve kalp atim hizlari kuyruktan kan basing ve kalp atim hizi

cihazi araciligiyla (Non Invasive Blood Pressure System) dlctimistir 8°°.

3.2.2 izole Organ Banyosu

5 hafta sonunda eter anestezisi altinda siganin torasik aortasi ¢ikartilmis,
bad dokularinda temizlenen damar 2-3 mm’lik 4 esit pargaya ayrilarak,
%95 O,. %5’lik CO, ile havalandirilan 37°C’'deki Krebs-Henseleit (Molar:
NaCl 6,95g/ml, NaHCO3; 2,1 g/ml, KCI 0,34 g/ml, MgCl, 0,25 g/ml, KH,PO4
0,16 g/ml, CaCl, 0,27 g/ml, glukoz 2,17 g/ml ) ¢bzeltisinin bulundugu organ
banyosuna asiimistir. 1 g’da 1 saat dengelenme suresi sonunda deneye
gecilmistir. Bu sure boyunca her 15 dakikada bir izole organ banyolari
yikanmistir. 60Mm KCI verilerek dokunun maksimum kasiimasi saglandi.

Deneyde kontrol ve ilagli gruplarda iki deney protokoll uygulandi.

1. grupta; damarlarda Rho kinaz inhibitérii Y27632’nin (10%-10° M)
KCI (60mM) veya fenilefrin (10° M) ile prekontrakte edilen dokulardaki

gevseme yanitlari incelendi.
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2. grupta; damarlarda Y27632 (10°M) ile 30 dakika inkiibasyon
oncesi ve sonrasi KCI (10-90 mM) veya fenilefrin'nin (10°-10* M) kasilma

cevaplari yanitlari incelenmistir.

3.2.3. Istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki anlamhlik Student t testi ve tek yonllu varyans analizi
ANOVA yapilarak kargilastirildi. Degerler XtSH seklinde gdsterildi ve
P<0,05’den kuguk olan oldugunda anlamli kabul edildi.
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4, BULGULAR

4.1. Uvabain ile indiiklenen Hipertansiyon

6 hafta boyunca kontrol hayvanlara herglin serum fizyolojik, diger gruba
28 pg/kg Uvabain uygulanmistir. Bu stlre icerisinde haftada iki defa
kuyruktan kan basing 6lcim cihazi ile sistolik kan basinglari olgulmustar.
Uvabain uygulanan siganlarda kontrol grubuna gore sistolik kan
basincinda artis 4. haftadan sonra anlamli olarak artmaya baslamistir 6
hafta sonunda kontrol grubundaki sistolik kan basinci 124+ 1 (n=25) iken,

Uvabain uygulanan grupta bu deger 161+1 (n=25) ¢cikmistir (Sekil 3).

180 —&— Kontrol
—&— Uvabain
o 160
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é 140
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=)
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M 100
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Hafta

Sekil 3: 6 hafta siiresince Kontrol (serum fizyolojik) ve Uvabain (28 ug/kg)
uygulanan si¢anlardaki kuyruktan kan basing yontemi ile elde edilen haftalik

ortalam sistolik kan basinci grafigi.
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4.2. Y27632 Oncesi ve Sonrasi KCl ve Fenilefrin Kasilma

Yanitlarindaki Degismeler

Damarlarda Y27632 (10° M) ile 30 dakika inkiibasyon éncesi ve sonrasi
KCl (10-90mM) veya fenilefrin’'nin  (10°-10*M) kasilma vyanitlari

incelenmisgtir.

Uvabain ile hipertansif yapilan hayvanlar ile kontrol grubundaki hayvanlar
arasinda KCI kasilma yanitlari arasinda ECsy degeri dedismezken, Emax
degeri anlamli olarak artmistir. Kontrol ve hipertansif yapilmis gruplardaki
hayvanlarin damarlarinda Y27632 inklibasyonu sonrasi KCI'in ECsg
degerleri anlamli olarak artmistir. Emax degerleri ise hem kontrol ve hem
uvabain grubunda Y27632 sonrasi azalirken, bu azalis sadece Uvabain’li

grupta anlamli olmustur (Sekil 4A).

Fenilefrin kasilma cevaplarinin ECso dederleri kontrol ve uvabain ile
hipertansif yapilmig gruplarda Y27632 inkUbasyonu sonrasi anlamli
olarak azalmigtir. Emax degerleri ise hem kontrol ve hem uvabain
grubunda Y27632 sonrasi azalmistir. (Sekil 4B).
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Tablo 1: KCI’'nin Y27632 oncesi ve sonrasi kasilma cevabi. P <0.005, * kontrole
gére; *uvabaine gore.

Kontrol Uvabain Kontrol + Uvabain +
Y27632 Y27632
ECso 25.85+0.53 22.51+0.93 | 34.19+1.29 * | 38.94+0.77 *
Emax 1.50+0.007 | 1.63+0.008* | 1.19+0.02 * 1.11+0.01*
2+ m Kontrol
A Uvabain
v Kontrol+Y27632
C  Uvabain+Y27632
(3]
E 11
n
[}+]
X
0~ A | T T ]
0 25 50 75 100
KCI (mM)

Sekil 4A: Y27632 (10'6 M) oncesi ve sonrasi KCI (10-90 mM) doz-cevap egrileri

(n.4-6).
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Tablo 2: Fenilefrin’nin Y27632 (10° M) 6ncesi ve sonrasi kasilma cevabi. P<0.05, *

kontrole, * uvabaine gére.

Kontrol Uvabain Kontrol+ Uvabain+
Y27632 Y27632
ECso 6.58+0.22 5.86+0.076* | 6.11+0.16 * 5.66+0.18
Emax 169'0(7)116'3 142.80+7.94 | 96.44+9.52 * | 20.22+3.12*
200- m Kontrol
A Uvabain
v Kontrol+Y27632
¢ Uvabain+Y27632

KCI (% kasilma)

-7 6 5
Fenilefrin (-log [M])

Sekil 4B: Y27632 (1 0* M) oncesi ve sonrasi fenilefrin (1 0°-10* M) doz-cevap egrileri

(n:5).
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4.3. KCI ve Fenilefrin ile Prekontrakte Edilen Damarlardaki Y27632

Gevseme Yanitlarindaki Degismeler

Kontrol ve hipertansif hayvanlarin damarlarinda Rho kinaz inhibitori
Y27632’'nin  (108-3x10* M) KCI (60mM) veya fenilefrin (10° M) ile

prekontrakte edilen dokulardaki gevseme yanitlari incelendi.

Uvabain uygulanmig grupta KCI ile prekontrakte edilen damarlarda
Y27632 gevseme yanitinin ECsy de@eri kontrol'e gbre anlamli olarak

azalirken, Emax deg@eri anlaml olarak degismemistir (Sekil 5A).

FE ile prekontrakte edilen damarlardaki Y27632 gevseme vyanitlarinin
ECso ve Emax degerleri kontrole gore uvabain’li grupta anlamli olarak
artmistir (Sekil 5B).
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Tablo 3: KCI ile prekontrakte edilmesi damarlardaki Y27632 gevseme cevabi.

P<0.05, *kontrole gore.

Kontrol Uvabain
ECso 5.72+0.05 5.60+0.01*
Emax 75.16+3.14 79.83+0.89
0- m Kontrol
A Uvabain
< 50
[})
<
Q
(74
5 100+
(O]
150 L] L} L}

9 8 7 -6 5 -4
Y27632 (log [M])

Sekil 5A: KCI (60 mM) ile prekontrakte edilen damarlardaki Y27632’nin (10'8-3x1 0*
M) doz-cevap egrisi (n:4-6)

31




Tablo 4: Fenilefrin ile prekontrakte edilen damarlardaki Y27632 (1043-3x104 M)

gevseme cevabi. P<0.05,* kontrole gore.

Kontrol Uvabain
ECso 5.78+0.02 6.21+0.02 *
Emax 113.4+1.55 123.20+1.28 *
0-
m Kontrol
A Uvabain
<
Py 50-
<
)
o
>
o
()
100=
9 8 7 6 5 4

Y27632 (log [M])

Sekil 5B: FE (10° M) ile prekontrakte edilen damarlardaki Y27632’nin (10°-3x10™* M)

doz-cevap egrisi (n:5)
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4. TARTISMA

Bu calismada, kronik uvabain uygulamasi ile hipertansiyon
olusturulmus siganlarin izole damarlarinda, spesifik bir Rhokinaz inhibitori
olan Y27632'nin etkinligini ve Rho/Rhokinaz yoladinin uvabain aracikl

hipertansiyonda rolintn olup olmadigini inceledik.

Cahsmamizda gerek KCl'e ait kasiima cevaplari gerekse KClI
ile prekontrakte edilen dokularda ROCK inhibitdéri Y27632 gevseme
cevaplari, kontrol ve uvabain uygulanan gruplar arasinda onemli bir

degisiklik olugturmamistir.

Diger taraftan hem FE ile olusturulan kasilma cevaplarinda
hem de FE ile prekontrakte edilen dokulardaki Y27632'ye ait gevseme
cevaplarinda kontrol ve uvabainle hipertansif yapilmis gruplar arasinda
anlamli farkhlik gézlenmistir. Y27632 inkUbasyonu, uvabain ile hipertansif
yapiimis sigcanlarin aortlarindaki FE kasilmalarinda kontrol grubuna goére
daha yuksek oranda inhibisyon olusturmustur. Benzer sekilde FE ile
prekontrakte edilen dokulardaki Y27632’ye ait gevseme cevaplari uvabain

ile hipertansif yapilmis siganlarin dokularinda daha yuksek bulunmustur.

insan esansiyel hipertansiyonunda oldugu gibi cesitli
deneysel hipertansiyon modellerinde de Na'/K*ATP’az inhibitérii uvabain
miktarlarinin arttigi gézlenmistir’"’%73. Uvabainin kronik uygulanmasiyla
olusturulan hipertansiyon, Na*/K* ATP’azin inhibisyonu ile ilgilidir®®. Bu
enzim vaskuler tonus ve kan basincinin kontroll i¢in gerekli olan Na
homeostazi ve membran potansiyelinin saglanmasinda rol oynar. Bu
pompanin aktivitesindeki degisikliklerin hipertansiyon olusmasina aracilik
edebilecegi ileri sirllmistir®®.Bununla birlikte sadece bu pompanin

inhibisyonu disinda uvabainin hipertansif etkisinden sorumlu baska
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mekanizmalar da oldugunu gdsteren calismalar bulunmaktadir. ilave
olarak renin-anjiotensin sisteminin aktivasyonu ile sempatik aktivitenin
artmasi, arteriyel baroreseptdér mekanizmanin bozulmasi ve kontraktil
ajanlarin cevaphligindaki degisimler uvabain uygulanmasi ile olusturulan

hipertansiyona aracilik edebilir?®.

Uvabainin  nanomolar  konsantrasyonlarda  FE
kontraktil cevaplarini artirmistir®. Uvabainin mikromolar konsantrasyonda
uygulanmasi, vaskuler dizkaslardaki direkt etkisiyle ve/veya adrenerjik
sinir ucundan noradrenalin salinmasiyla kasilma olusturmustur. Buna
karsilik uzun sureli uvabain uygulamasini takiben bazi vaskuler yataklarda
FE etkinliginin azaldigi gozlenmistir’. Rossoni ve ark.’min yaptigi bir
calismada sicanlara kronik uvabain uygulamasi sonucu olusturulan
hipertansiyonda FE kontraktil cevaplarinin izole torasik aort ve superior
mezenterik arterde azaldidi gésterilmigtir”. Bu bulgular bizim uvabain ile
hipertansif yapiimis sican aortlarinda elde ettigimiz bulgular ile aynidir.
Rossoni ve arkadaslari bu degisikligin Na*/K" aktivitesindeki degisimler ve
Na'/K* ATPaz'in ekspresyonlarindaki artis veya endotelyal faktorlerin
salinimi ile iligkili olabilecedini ileri surmuslerdir. Bunu destekleyen ve
sigan izole kuyruk vaskuler yataginda yapilan ¢alismada uvabain (10nM)
uygulamasindan sonra, kimdulatif FE (0,5-10 uM) uygulamasinin ortalama
perfuzyon basincini kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldi§i
bulunmustur. Bu cevapliligin endoteli ¢ikartiimis arterlerde anlamli olarak
arttigi bulunmustur’®. Daha sonraki calismalar, akut uvabain
uygulamasinin, endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor, prostosiklin ve
NO gibi endotel kaynakli vazodilatér maddelerin salinimina neden oldugu
gésterilmi§tir8. Bu faktorlerin hepsi FE kontraktil cevaplarin azalmasina
neden olabilir. Benzer sonuglar uvabain ile olusturulan hipertansiyonda
endotelyal ve ndronal NOS kaynakli NO salinimini ve endotelyal

hiperpolarize edici faktérin saliniminin artigi ile de gésterilmistirB.
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Y27632'nin FE kontraktil cevaplarinda olusturdugu
azalma farkli doku ve farkh maddeler ile olusturulan hipertansiyon
modellerinde de gdsterilmistir. Ornegin, sican intrapulmoner dizkaslarinda
yapilan bir galismada ROCK inhibitéri Y27632’nin asetilkolin araciliklh
kontraktil cevaplari da azalttigi gosterilmistir®. insan umblikal arterinde
yapilan bir ¢alismada fasudil ve Y-27632 prekontrakte edilmis dokularda
gevseme olusturmus, ve agonistiin  olusturdugu kasiimayi inhibe
etmistir®*%®. Ark ve arkadaslarinin sigan renal arterlerinde yaptiklari bir
calismada uvabain ile olusturulan kasilma cevaplari Y27632 ve diger bir
Rhokinaz inhibitor(i olan fasudil tarafindan inhibe edilmistir®®. Jin ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada ise anjiotensin Il uygulanarak hipertansif
yapilan sigcanlarin aortlarinda da Y27632 sonrasi FE kasilma cevaplarinda
azalma gorulmastar. Ayni ¢alismada endoteli ¢ikartiimis sican torasik
aortunda Y27632’nin  konsantrasyon bagimli gevseme cevaplari
incelenmigtir. Gevseme cevaplarinin endotelden bagimsiz oldugu

gozlenmistir’®.

Gerek bizim bulgularimiz gerekse diger calismalar kronik
uvabain uygulamasi ile hipertansiyon olusturulmus sigcanlarin aortlarinda
Rhokinaz aktivasyonunun artmis olabilece@ini disundirmektedir. Ancak
rock aktivasyonunda gozlenen bu artis agonist aracilikli (FE) cevaplarla
sinirl oldugu gorulmektedir. Uvabainin rock aktivasyonu Uzerindeki bu
etkisini hangi mekanizma(lar) ile olusturdugu bu tez kapsamindaki
calismalarda incelenmemistir. Son yillardaki ¢alismalar uvabainin sadece
Na pompasini inhibe etmedigini bunun disinda farkl sinyalleme yolaklarini
da uyarabildigini gostermistir. Bu farkli sinyal ileti yolaklarinin uvabain
aracikll pek ¢ok etkiden ve 6zellikle de hipertansiyon da 6nemli olabilecek

duz kas poliferasyonundan sorumlu oldugu gosterilmigtir.
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Yapilan galigmalar uvabain aracikh rock aktivasyonunun,
olasi olarak uvabain-sodyum pompasi-sinyal ileti sistemleri etkilesiminin
sonucunda gercgeklesebilecegini dustindurmektedir. Rho-kinaz inhibitorleri
fasudil ve Y-27632 ile yapilan pek cok calismada dokularda gevseme
olusturdugu gosterilmistir, ancak uvabain-rock aktivasyonu arasindaki

iliskinin ortaya konulabilmesi i¢cin daha detayli ¢galismalara ihtiyag vardir.

CGaligsmalarimizin sonunda elde ettigimiz bulgular uvabain
aracilikli hipertansiyonun mekanizmasinda rock aktivasyonunun énemli bir
mekanizma oldugunu ortaya koymasinin yaninda rock inhibitorleri i¢in yeni

bir klinik uygulama alaninin olabilecegini de dustindurmektedir.

Yeni dodan sicanlar Uzerinde yapilan diger bir calismada
akciger hipertansiyonunda ROCK aktivasyonunun énemli rolt oldugu ve
Rock inhibitéri olan fasudil ve Y27632'nin tedavide kullanilabilecegi
gosterilmistir’’. Buradan hareketle Uvabain ile hipertansif yapilmis
hayvanlarda gozlenen rock inhibitorlerine olan duyarllik artigi, endojen
uvabain duzeylerinin yukseldigi esansiyel hipertansiyon tedavisinde rock

inhibitorleri icin dnemli bir endikasyon olabilir.
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5. SONUC

Bu calismada kronik uvabain uygulamasi ile hipertansiyon
olusturulmus siganlarin izole damarlarinda, spesifik bir Rhokinaz inhibitori
olan Y27632'nin etkinligini ve Rho/Rhokinaz yoladinin uvabain aracikl
hipertansiyonda rolinin olup olmadigini inceledik. Calismalarimizin
sonunda elde ettigimiz bulgular uvabain aracilikli hipertansiyonun
mekanizmasinda rock aktivasyonunun 6nemli bir mekanizma oldugunu
ortaya koymasinin yaninda rock inhibitorleri i¢in yeni bir klinik uygulama

alaninin olabilecegini de ima etmektedir.

Uvabain ile hipertansif yapilmis hayvanlarda gozlenen rock
inhibitérlerine olan bu duyarlihk artigi, endojen uvabain duzeylerinin
yukseldigi esansiyel hipertansiyon tedavisinde rock inhibitorleri icin dnemli

bir endikasyon olabilir.
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6. OZET

Yapilan ¢alismalar, kronik uvabain uygulamasi ile
olusturulan hipertansiyonun Na-K-ATPazin inhibisyonu ile badlatili
oldugunu gostermistir. Agonistler tarafindan (5HT, fenilefrin vb.) ve KCI
tarafindan olusturulan diiz kas kasilmasi MHZKn Ca*? bagimli
aktivasyonuna ve Ca*? den bagimsiz Rho-Rhokinaz yolagini aktive eder.
izole dokularda rho-rhokinaz farmakolojik maniplasyonu Y27632, fasudil

gibi ajanlar kullanilarak yapiimigtir.

Bu calismada uvabain ile olusturulan hipertansiyonda
sigan torasik aortunda, Y27632 kullanilarak Rho/ Rho kinaz yolaginin
roliniin olup olamadig: inceledik. Oncelikle Y27632 inkiibasyonu oncesi
ve sonrasi KCI ve Fe kasilma yanitlarina ve ikici olarak da KCI ve Fe ile
Onkastirma yaptigimiz dokularda Y27632 gevseme yanitlarina baktik.
Kontrol ve uvabain ile hipertansiyon olusturulmus ratlarda KCl ECsg
degerleri degismezken, Emax degerleri anlamli olarak artmigtir. Y27632
inkiibasyonu sonrasi KCI ECsy degeri hem kontrol hemde uvabain ile
hipertansiyon olusturulmus ratlarda anlaml olarak artmistir. Uvabain ile
hipertansiyon olusturulmus ratlarda Emax degerleri Y27632 inklbasyonu
sonrasi anlaml olarak artmistir. Fe kontaraktil ECso cevaplari Y27632

inkibasyonu sonrasi anlamli olarak artmistir

Bu sonuglar; uvabain ile induklenmis hipertansiyonda, aortta
ROCK aktivasyonunun bu hipertansiyon modelinde rolintn olabilecegini

gOstermektedir.
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7. SUMMARY

Several studies have shown that chronic administration of
ouabain induces hypertension, an effect that seems to be linked to the
inhibition of the Na'-K'-ATPase. The smooth muscle contractions by
agonists (e.g., 5-HT, phenylephrine) and KCI involve the Ca*?-dependent
activation of myosin light chain kinase, and Ca*? independent rho/rho
kinase pathways. Pharmacological manipulation of rho/rho kinase pathway
in isolated tissue can be achieved by using fasudil or Y-27632 that inhibits

its effector rho-kinase.

In this study, our aims are to investigate the role of rho/rho
kinase pathways by Y-27632 in ouabain induced hypertension rat thoracic
aorta. For these reason we were evaluated firstly, KCl and phenylephrine-
induced contractions before and after Y27632 incubations and secondly
Y27623 relaxation responses on precontracted arteries with KCl or
phenylephrine. Between control and oubain-induced hypertension rat, KClI
ECso value was not change, but Emax value was significantly increased.
After Y27623 incubation KCI ECsy value was significantly increase both
control and oubain-induced hypertension rat groups. Oubain-induced
hypertension rat Emax value was significantly reduced after Y27632
incubation. Phenylephrine contractile response ECs, value was
significantly reduced after Y27632 incubation. Also, After Y27632
incubation Emax value of control and oubain-induced hypertension groups
was reduced as before Y27632. Y23632 relaxation responses ECsj value
was significantly decreased KCl-precontracted arteries as a control group,
but significantly increased both ECsp and Emax value in phenylephrine-
precontracted arteries.

These results suggest that oubain induced hypertension in

aorta, ROCK activation may have a role in this hypertension model.
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