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OZET

Hipertansiyonda artmis arteriyel kan basinci koroner kalp hastaligi, kalp
yetmezligi ve renal hastaliklar gibi 6nemli hasarlara yol acar. Esansiyel
hipertansiyonun etiyolojisine yonelik 6nemli hipotezlerinden biri haline gelen
endotelyal disfonksiyon, hem insanlarda hem de hayvanlarda gdsterilmigtir. Dizenli
fiziksel aktivitenin hipertansif insanlardaki ve bazi hipertansiyon modelleriyle kan
basinci arttirllan siganlardaki kan basincini dustricu etkileri bilinmektedir. Guglu bir
damar gevsetici olan nitrik oksit (NO) Uretiminin bloke edildigi, NO sentaz (NOS)
enzim inhibitéru verilen hipertansiyon modelinde de aerobik egzersizin kan basincini
disurdigu ortaya konmustur.

Bu calismada kan basincinin dizenlenmesinde 6nemli yeri olan direng
arterlerinin roli ve egzersizin etkileri gdéz éniine alinarak, normotansif ve hipertansif
sicanlarda diren¢ arterlerinin yanitlarinda egzersize baglh olasi degisiklikler
arastinldi. Bu amacla kontrol, egzersiz, hipertansif ve hipertansif egzersiz olarak 4
deney grubu olusturuldu. Hipertansiyon, secici olmayan NOS enzim inhibitoriinin
[No-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) 25 mg.kg”.giin™"] igme suyuna ilavesiyle
olusturuldu ve 6 hafta boyunca sirdurildi. Egzersiz gruplarinda antrenman
protokolu hipertansiyonla eszamanh olarak haftada 5 gun, ginde 1 saat ylzme
olarak uygulandi. TUum hayvanlarda kan basinci periyodik olarak non-invaziv
yontemle kuyruktan olgilerek takip edildi. Calismanin sonunda kas dokusundan
elde edilen direng arterleri telli miyograf ve basin¢g miyografi organ banyosu
dizeneklerinde alinarak damar yanitlari incelendi. Bunun yaninda izole edilen kas
dokularinda ve kas damarlarinda NOS izoformlarinin ekspresyonu da Western blot
analiziyle saptandi.

Deney sonundaki kan basinci degerleri her iki hipertansif grupta kontrole
gore ylksek bulunurken, hipertansif egzersiz grubu hipertansif gruba gére énemli
Olcide kan basinci dususU sergiledi. Endotelli protokollerde hipertansif gruptaki
damarlarin asetilkolinle uyarilan gevseme yanitlari degisik ajanlar varhginda (L-
arginin, L-NAME) diger gruplara gore duslkti. Noradrenaline verilen kasiima
cevaplari ve sodyum nitroprussid ile uyarilan gevseme yanitlari ise gruplar arasinda
hem endotelli hem de endotelsiz damarlarda farksizdi. Ayrica solubl guanilat siklaz
inhibitérd  varliginda ve tum vazodilatér ajanlarin inhibe edildigi endotelli
protokollerde de gruplar arasinda asetilkolin aracili gevseme vyanitlari farksiz
bulundu. Akim aracili gevseme yanitlar hipertansif egzersiz grubunda egzersizle
dizelirken, L-NAME varligi gevseme yanitlarinda belirgin azalma yaratti. Direng
damarlarinda, gevseme yanitlarina paralel bir bulgu olarak eNOS ekspresyonu da
egzersiz yapan gruplarda artmis olarak bulundu. Kas ve damarlardaki nNOS ve kas
dokusundaki iINOS izoformlarinin ekspresyonu da gruplar arasinda farksizdi.

Sonug olarak, 6 haftalik dizenli fiziksel aktivitenin NOS inhibisyonuyla
hipertansif hale getirilen sicanlarda kan basincini disirdigu teyit edilmistir. Endotel
kaynakli NOS izoformunun ekspresyonundaki artis da géz oniinde bulundurularak,
diren¢ arterlerinin asetilkolin ve akimla uyarilan gevseme yanitlarina bakildiginda
NO aracili gevseme yolunun egzersiz yapan hipertansif grupta dnem kazandigi
sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: hipertansiyon, L-NAME, egzersiz, NOS, miyograf



ABSTRACT

The increase in blood pressure during hypertension leads to important
damage as coronary heart disease, heart failure and renal diseases. Endothelial
dysfunction, considered to be an important hypothesis for induction of essential
hypertension, was clearly demonstrated in humans and experimental animals with
hypertension. Regular physical training has blood pressure lowering effects in
hypertensive subjects and rats with hypertension in some experimental hypertension
models. It was also revealed that aerobic exercise training also leads to a decrease
in blood pressure in hypertension induced by inhibition of nitric oxide (NO)
production, which is a potent vasodilator. The effect of exercise and probable
alterations in response of resistance arteries of hypertensive rats was investigated in
present study with a foresight that resistance arteries have important role in
regulation of blood pressure.

The rats were divided into four groups as follows: sedentary, exercise,
training and non-training hypertensive. Hypertension was induced by oral
administration of a non-selective NO synthase enzyme inhibitor [Nw-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), 25 mg.kg™".day™"] in daily drinking water for a period of 6
consecutive weeks. Training protocol was performed as swimming for 1 hour daily
and 5 days in a week, concomitantly with hypertension in exercising hypertensive
group. Blood pressure was monitored periodically by a non-invasive tail-cuff method.
The responses of resistance arteries, obtained from exercising striated muscle, were
evaluated using wire myography and organ bath equipment, allowing cannulation.
The expression of three isoforms of NO synthase enzyme in skeletal muscle tissue
and its arteries was determined by Western blot analysis.

Blood pressure values in both hypertensive groups were higher than those of
sedentary group while exercise training induced a significant decrease in blood
pressure of exercising hypertensive animals. Resistance arteries with intact
endothelium exhibited a decreased relaxation response to acetylcholine in presence
of either L-arginine or L-NAME in hypertensive group. Noradrenaline induced
contraction responses and sodium nitroprussid related relaxation patterns were
similar between the groups in both protocols with intact and denuded endothelium.
Acetylcholine induced relaxation responses were also not different between the
groups in experiments with intact endothelium, where production of all vasodilator
mediators was blocked and separately when soluble guanylate cyclase was
inhibited. Exercise training led to an improvement of flow mediated vasodilation in
exercising hypertensive group and L-NAME incubation apparently ceased the
relaxation responses induced by flow. eNOS expression was found to be higher in
both exercising groups in accordance with the findings for relaxation responses.
nNOS contents of muscle tissues and vessels were not different between the groups
and iINOS expresson in muslce samples was also unaltered in experimental groups.

In conclusion, the blood pressure lowering effect of regular physical training
during hypertension, induced by chronic NOS inhibition, was confirmed in the
present study. However, by considering the significant increase in endothelial NOS
expression by exercise training, it is possible to indicate for an increased role of NO
dependent relaxation pathway in exercising hypertensive rats.

Key words: hypertension, L-NAME, exercise, NOS, myograph



TESEKKUR

Tezimin her asamasinda, tecrubeleri ve bilgi birikimleriyle bana yol
gosteren Dr. Sadi OZDEM'’e, doktora egitimim boyunca bana emegi gecen
anabilim dalimizin diger 6gretim Uyelerine, destegini esirgemeyen Dog. Dr.
Filiz GUNDUZ’e, yardimlarindan dolayi Ar.Gér. Arzu Cetin’e ve AKin

Blylikakar'a ve katkilarindan dolayi Prof. Dr. Akin YESILKAYA'ya tesekkiir

ederim.

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
OZET iv
ABSTRACT %
TESEKKUR Vi
ICINDEKILER DIZiNi Vil
SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi X
SEKILLER DiZziNi Xiii
CIZELGELER DiZziNi Xiv
GIRiS 1
GENEL BILGILER 3
2.1. Hipertansiyon 3
2.1.1. Hipertansiyonun Tanimi ve Patogenezi 3
2.1.2. Hipertansiyonun Tedauvisi 4
2.1.3. Hipertansiyon Uzerine Deneysel Yaklasimlar 4
2.1.4. NOS Blokaijiyla Olusan Hipertansiyon Modeli 5
2.2. Egzersiz ve Hipertansiyon 6
2.2.1. Egzersizin Antihipertansif Etkisi 7
2.2.2. Egzersiz ve Hipertansif Siganlar
2.3. Nitrik Oksit 10
2.3.1. Nitrik Oksitin Kesfi 10
2.3.2. NO Molekiliinin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri 11
2.3.3. Substrat Olarak L-arginin 11
2.3.4. L-arginin Amino Asidinden NO Sentezi 11
2.3.5. Nitrik Oksit Sentaz Enzimi 12
2.3.6. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmasi 14
2.3.7. Nitrik Oksitin Metabolizmasi 14
2.3.8. Nitrik Oksitin Fonksiyonlari 15
2.3.8.1. Kan Dolasimini Dizenlemedeki Rolu 15
2.3.8.2. NO ve Trombosit Aktivitesi 15
2.3.8.3. NO ve immun Sistem 16
2.3.8.4. NO ve Sinir Sistemi 16

vii



2.3.9. NOS inhibitérleri

2.4. Egzersizde Mikrodolagimin Duzenlenmesi
2.4.1. Merkezi Kontrol Mekanizmalari

2.4.2. Lokal Kontrol Mekanizmalari

2.4.2.1. Metabolik Kontrol

2.4.2.2. Endotel Aracili Vaskuler Kontrol
2.4.2.3. Miyojenik Vaskuler Kontrol

2.4.2.4. Kas Pompasi

2.4.2.5. iletilen ve Akim Aracili Gevseme
2.4.3. Egzersiz Hiperemisinde Roll Olan Guglu Vazodilatérler
2.4.4. NO ve Egzersiz Hiperemisi

2.5. Amag ve Hipotez

GEREG VE YONTEMLER

3.1. Egzersiz Protokolu

3.2. Hipertansiyonun Olusturulmasi

3.3. Kan Basinci Olgimii

3.4. Deneyin Sonlandiriimasi

3.4.1. Telli Miyograf Calismasi

3.4.2. Basing miyografi ¢galismasi

3.5. Western Blot Analizi

3.5.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
3.5.2. Elektroforez ve Blotlama islemleri
3.5.3. Goruntuleme ve Degerlendirme

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

BULGULAR

4.1. Vicut Agirhgi

4.2. Kan Basinci

4.3. Telli Miyografta Degerlendirilen Damar Cevaplari

4.3.1. KCI Cevaplari

4.3.2. Noradrenaline Verilen Kasilma Yanitlari

4.3.3. Sodyum Nitroprussid ile Elde Edilen Gevseme Yanitlar

4.3.4. Asetilkoline Verilen Gevseme Cevaplari

viii

16
17
17
18
18
18
19
19
19
20
24
26
27
27
27
28
28
29
31
32
32
32
32
33
34
34
34
35
35
35
36
36



4.3.5. L-arginin Varliginda Saptanan Gevseme Yanitlari 37

4.3.6. L-NAME inhibisyonuyla Gézlenen Damar Cevaplari 37
4.3.7. ODQ inhibisyonuyla Saptanan Gevseme Cevaplari 38
4.3.8. L-NAME, indometasin ve K* Kanallari inhibisyonuyla

elde Edilen Damar Cevaplari 38
4.3.9. Endotelsiz Damarlarin Yanitlari 39

4.4. Basing Miyografi Calismasi ve

Akim Aracili Gevseme Cevaplari 40

4.5. Western Blot Sonuclari 41

4.5.1. Diren¢g Damarlarindaki Bulgular 41

4.5.2. Cizgili Kas Dokusundaki Bulgular 41
TARTISMA 42
SONUCLAR 48
KAYNAKLAR 49
OZGECMIS 60
EKLER 61

Ek-1. Kuru O., Senturk U.K., Gulkesen H., Demir N., Gunduz F. Physical
training increases renal injury in rats with chronic NOS inhibition. Ren Fail
27(4):459-63, 2005.

Ek-2. Kuru O., Senturk U.K., Demir N., Yesilkaya A., Erguler G., Erkilic M.
Effect of exercise on blood pressure in rats with chronic NOS inhibition. Eur J
Appl Physiol 87(2):134-40, 2002.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

(11,12-EET) : 11,12-eikozatrienoik asit

eNO; : Nitrojen dioksit

*OH : Hidroksil radikali

ACE : Anjiotensin donusturucu enzim
ACh ) Asetilkolin

ATP : Adenozin trifosfat

Ca : Kalsiyum

cDNA : Komplementer deoksiribonukleik asit
cGMP : Guanozin 3’,5’-monofosfat

CO, : Karbondioksit

COX : Siklooksijenaz

DKB : Diyastolik kan basinci

DOCA : Deoksikortikosteron asetat

EDRF : Endotel kaynakli gevsetici faktorin
Emax : maksimal kasilma/gevseme degeri
FAD ; Flavin adenin dinukleotid

Fe ; Demir

FMN ; Flavin mononukleotid

GAPDH : gliseraldehit-3-fosfat-dehidrogenaz
GTP : Guanozin trifosfat

H4B : (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterin

Hb : Hemoglobin



K : Potasyum

KCI : Potasyum klorar

Kir : Ters yonlU potasyum kanali
L-NA : N-nitro-L-arginin

L-NAA : N-amino-L-arginin)
L-NAME : N-nitro-L-arginin-metil ester
L-NIO ; N-iminoetil-L-ornitin

L-NMA : N-metil-L-arginin

L-NMMA : N-monometil-L-arginindir
LPS : Lipopolisakkarid

Mg : Magnezyum

N20O3 : Nitroz anhidrit

N2Og4 : Dinitrojen tetraoksit

NA ; Noradrenalin

NaCl : Sodyum klortr

NADPH : Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NANC : Nonadrenerjik nonkolinerjik
NO : Nitrik oksit

NO : Nitroksil iyonu

NO* ; Nitrozonium

NOy : Nitrit

NOs’ : Nitrat

NOS ; Nitrik oksit sentaz

(o)) : Oksijen

Xi



oDQ : 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a] quinox-alin-1-one

OONO* : peroksinitrit anyonu

Py ; purinerjik P, reseptoru

PG : prostaglandin

PG-I, : prostasiklin

sGC : ¢O6zunebilir sitozolik guanilat siklaz
SKB ; sistolik kan basinci

SNAP : S-nitroso-N-acethyl-penicillamine
SNP : sodyum nitroprussid

VO3 max : maksimal oksijen kapasitesi

Xii



SEKILLER DiziNi

Sekil Sayfa
21. L-argininden NO sentezi 12
4.1. Deney gruplarindaki sistolik kan basinci degerleri 34

4.2. Rezistans arterlerindeki noradrenalin (10°-3x10° M)

doz-cevap egrileri 35
4.3. Direng damarlarinda sodyum nitroprussid (10°-10° M) ile

elde edilen gevseme cevaplari 36
4.4. Rezistans arterlerinde ACh (10°-10° M) uyarisiyla elde edilen

gevseme cevaplari 36
4.5. L-arginin (10 M) inkubasyonu sonrasinda saptanan

ACh-gevseme yanitlari 37
4.6. L-NAME (10 M) inkubasyonu sonrasinda elde edilen

ACh-gevseme cevaplari 37
4.7. 0ODQ (10®° M) inhibisyonu sonrasinda damar érneklerinde

saptanan ACh-gevseme cevaplari 38
4.8. L-NAME (10 M), indometasin (10° M), tetraetil amonyum (10 M)

ve 4-aminopiridin (10 M) inhibisyonu sonrasinda direng

damarlarinda elde edilen ACh-gevseme cevaplari 38
4.9. Diren¢ damarlarinda akim araciligiyla uyarilan gevseme yanitlari 40
4.10. Damarlardaki eNOS protein ekspresyonu sonugclari ve

Western blot goruntisu 41

Xiii



GiZELGELER DIZziNi
Tablo Sayfa

4.1. Degisik protokollerde direng damarlarinin sergiledigi
maksimal cevap degerleri 35

4.2. Deney gruplarindaki NOS proteini ekspresyonu sonuglari 41

Xiv



GIRIS

Hipertansif insanlarda duzenli fiziksel aktivitenin kan basincini
dugurucu etkisi 1950’li yillardan beri bilinmektedir (1). Egzersizin bu olumlu
etkisi ¢esitli hayvanlarda uygulanan deneysel hipertansiyon modellerinde de
gosterilmigtir (2,3,4,5). Aksine bazi gorusler olsa da kendiliginden hipertansif
siganlarda, Dahl-tuz hipertansiyonunda, deoksikortikosteron asetat (DOCA)-
tuz hipertansiyonunda, Goldblatt hipertansiyonunda dusuk-orta siddetteki
egzersizin artmis kan basincinda dusus yaptigl veya kan basincinin artisini
geciktirdigi bircok galisma ile kanitlanmigtir (2,6,7,8).

ileri stirlilen birgok hipotez olsa da egzersizin kan basincini disiriici
etkisini periferik damar direncinde azalma ile yaptigi kabul edilir (4,9,10).
Sempatik sinir sisteminin aktivitesinde degisme, dolasimda adrenerjik
hormonlarin azalmasi, baroreseptor yanitlardaki dedgisiklikler, insulin
direncinin azalmasi, renin-anjiotensin sistemindeki degisiklikler periferik
direncin azalmasinda etkisi oldugu cesitli arastirmalarla gdsterilen
mekanizmalardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise total periferik direncin
azalmasinda egzersizde artan kan akimi araciligi ile yikselen kayma gerilimi
(shear stress) sonucu nitrik oksit (NO) Uretiminin artisi da sorumlu
tutulmaktadir (11,12,13,14,15). Duzenli egzersiz ile artan kayma gerilimi nitrik
oksit sentaz (NOS) enziminin genetik ekspresyonunu arttirmaktadir (16).

Endotel, salgiladigi degisik Ozellikteki parakrin maddelerle vaskuler
islevlerin kontroliunde buyuk 6neme sahiptir. Endotel kaynakli NO bilinen en
gucli  endojen vazodilatordir ve dolasim dengesinin  6nemli  bir
diizenleyicisidir. Uretimindeki ve etkisindeki bozukluklar vaskiiler hastaliklarin
baslangicinda ve gelisiminde énemli rol oynar. NO’nun azalmasi veya
eksikligi hipertansiyon olusumuna katkida bulunan etkenlerden biridir (17).
NOS inhibitorlerinin uygulanmasi sistemik vaskuller direncte artisa sebep
oldugu icin kan basincini yukseltir. Bu veriler damar direncinin
dengelenmesinde NO’nun blyuk homeostatik rolt oldugunu gdsterir (4,18).

1992 vyilinda tanimlanmis olan NOS-blokaji ile olusturulan
hipertansiyon modeli, NO’nun kardiyovaskuler fizyolojideki rolunun
arastinimasina énemli katki yapmistir (17,18). Egzersiz uygulamasinin NOS-
blokaji hipertansiyon modelindeki kan basinci dusurucu etkisi, daha 6nceki
bir calismadan farkh olarak (19), ilk defa 2002 yilinda yaptigimiz ¢calisma ile
gosterildi (5). Bu galismamizda 4 hafta boyunca Nw-nitro-L-arginin metil ester
(L-NAME) ile hipertansiyon olusturulan siganlara eszamanli olarak kosu
bandinda duzenli olarak egzersiz yaptirildi. Deneyin sonunda kan basinglari
normale inmediyse de hipertansif gruba gore istatistiksel olarak 6nemli disis
gosterdi. Bu olumlu etkinin mekanizmasini ortaya koymaya yonelik
incelemede egzersiz yapan siganlarda kas NOS aktivitesinde istatistiksel



olarak onemli artig saptandi. Fakat bu ¢alismamizda kasta artmis bulunan
NOS aktivitesinin periferik direnci dusirmeye yetip yetmeyecegi, kan
basincini dizenleyen direng damarlarinin yanitlarinda degisiklik yapip
yapmadigi arastiriimamisti.

Bu calismanin amaci bir onceki calismada yanitini veremedigimiz
sorulara 1sik tutmaktir. Bu amagla duzenli egzersiz yapan, NOS-blokaji
hipertansiyonlu siganlardaki hipertansiyonun dusugune etkisi oldugu
disundugumuiz direng damarlarindaki yanitlarin ne yonde degistigini ortaya
koymay! hedefledik. Ayrica egzersize bagli NOS artisinin hangi NOS tipinden
kaynaklandigini da direng damari ve kasta duzeylerini saptayarak gostermeyi
amacladik.



GENEL BILGILER

2.1. Hipertansiyon

2.1.1. Hipertansiyonun Tanimi ve Patogenezi

Sistemik arteriyel kan basincinin kalici olarak yiksek degerlerde
seyretmesi hipertansiyon olarak tanimlanir. Kabul edilen normal kan basinci
degerleri sistolik kan basinci (SKB) igin 120 mmHg ve diyastolik kan basinci
(DKB) i¢cin 80 mmHg’'dir. Kisaca SKB i¢in 140 mmHg’'dan, DKB i¢in de 90
mmHg’'dan yuksek degerler yuksek kan basinci degerleri olarak kabul edilir.
Hem SKB hem de DKB’nin arttigi durum kombine hipertansiyon olarak
tanimlanirken, DKB’nin 90 mmHg altinda oldugu fakat sadece SKB’nin
yuksek oldugu (SKB>140 mmHg) duruma ise izole sistolik hipertansiyon
denir (20).

Basit bir hastalik olmayan hipertansiyon pek ¢ok patolojik surecin
baglamasina yol acar. Toplumlara gore ve toplumdaki yas gruplarina gore
gérulme sikhigi farkhdir. Yasla birlikte hipertansiyon riskinin artmasina
ragmen ileri yas gruplari arasinda goze ¢arpan agiri farklar yoktur. Buna gore
40 yasin Uzerindekiler i¢in hipertansiyon sikligi %15’in Uzerindeyken 65
yasindan sonra %20 degerini asar. Erkekler igin hipertansiyon riski kadinlara
goére fazlayken ileri yastaki kadinlarda, ayni yastaki erkeklere goére daha
onemli bir saglik sorunu olarak gorulur. Ayrica siyah irktaki insanlarda,
incelenen diger toplumlara gore hipertansiyon gorulme sikhginin yaklasik iki
kat oldugu belirlenmigtir (21).

Pek c¢ok risk faktoru hipertansiyon gelisimine katkida bulunabilir. Yas
ve cinsiyet etkenleri disinda genetik, psikososyal ve metabolik faktorler de
kalici kan basinci ylkselmesine neden olabilir. Genetik 6n kosullar ayni
ailedeki hipertansiyon gelisim riskini genelde arttirir ve kalitsal gegis so6z
konusudur. Sismanlik, asir tuz alimi, insulin direnci ve uzun sureli alkol
tuketimi gibi sartlar metabolik etkenler arasinda sayilabilir. Bu etkenler
normal damar tonusunun duzenlenmesini bozarak periferik direng artigina yol
acabilirler. Hipertansiyon gelisimine katkida bulunan diger durumlar ise
sedanter hayat tarzi, devamli gevresel ve sosyal stres ve sempatik sinir
sistemi aktivitesinin artmasi olarak sayilabilir. S6zlU gecen faktoérlerin
eszamanl ve karmagik etkisi hipertansiyon gelisimine neden olur (21).

Klinik ve etiyolojik olarak kalici kan basinci yukselmesiyle karakterize
hipertansiyon primer ve sekonder hipertansiyon olarak iki bolume ayrilir.
Primer hipertansiyon kesin nedeni belirlenemeyen hipertansiyon turudur ve
hipertansif hastalarin yaklasik %95’inde goérilir. Kan basinci artigi sistemik
damar direncindeki kalici artisa bagdlidir ve bunun i¢in dne surulen pek gok
neden vardir. Kalp debisi artisi (20), periferik direng artisi (20,22), sivi ve kan
hacmi artisi (23), stres ve asin sempatik aktivite gibi (20,21) etkileri
barindiran mekanizmalarin yaninda renin-anjiyotensin sisteminin katkisi da



Uzerinde durulan bir diger konudur (20,22). Bunun vyaninda endotel
dokusunun iglevindeki bozulma da esansiyel hipertansiyonun nedenleri
arasinda sayilabilir. Endotelden salgilanan vazoaktif maddeler lokal kan
akimi kontrolinde 6nemlidir (20,21). Bunlardan biri olan NO’nun azalmasi
veya eksikligi de hipertansiyon olusumuna katkida bulunan etkenlerden biridir
(24).

Sekonder hipertansiyon ise baska bir hastaliga ikincil olarak geligen
kalici kan basinci artisi olup tim hipertansiyon olgularinin %5%’ini olusturur.
Baslica nedenleri arasinda renal, endokrin ve damar anomalileri sayilabilir.
Genclerde veya hipertansiyon hikayesi olmayan yetiskinlerde hizli kan
basinci artigi gozlendiginde 6n plana gegen ihtimal sekonder hipertansiyon
varh@idir.  Ayrica anihipertansif tedaviye ¢ok zayif cevap veren
hipertansiyonlu bireylerde de bu ihtimal dagunulur (25).

2.1.2. Hipertansiyonun Tedavisi

Hipertansiyonun ilagla tedavisinde etki mekanizmalar farkli olan pek
cok farmakolojik ajan kullaniimaktadir. Etki sekillerine goére siniflandirilan
antihipertansif ilaglar genelde benzer etkili birden fazla ajan igeren gruplara
ayrilir. Didiretikler yaygin olarak kullanilan ilk grubu olusturur. Periferik ve
merkezi etkili inhibitorler olarak ayrilan adrenerjik inhibitérler de baska bir
grupta yer alir. Merkezi etkili ajanlar «, agonistler, a4 blokerler, f blokerler ve
kombine (a ve p) blokerler olarak siniflandinlir. Diger bir ilag grubunu ise
vadodilatérler ve Ca kanal blokerleri olusturur. Anjiotensin dénustiriict enzim
(ACE; angiotensine converting enzyme) inhibitérleri ve anjiotensin Il reseptér
blokerleri de renin-anjiotensin sisteminin degisik asamalarinda etkili olan
ilaglardir (26).

Hipertansiyon tedavisinde ilag tedavisi yaygin olarak kullaniimakla
birlikte hastanin yasam tarzi ve beslenmesi ile ilgili ¢esitli uygulamalar da
genis kabul gormektedir. Tuz aliminin kisitlanmasi (<6 g NaCl/gln),
potasyum aliminin arttirilmasi (ginde 100 mmol), alkol tlketiminin
azaltiimasi, stresten ve agir fiziksel aktivitelerden kaginma, vicut agirhgi
yuksek olan bireylerin kilo vermeleri onerilmektedir (21). Kan basincinin
dismesine katki saglayan onemli bir diger faktér ise egzersizdir.
Hipertansiyon tedavisinde, antihipertansif ilaglarla birlikte uygulanan egzersiz,
kan basinci Uzerine olumlu etkilerinin yanisira kilo kaybina da yardimci olur.

2.1.3. Hipertansiyon Uzerine Deneysel Yaklagimlar

Hipertansiyon Uuzerine ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Bunun
nedeni etkiledigi populasyon ylzdesi ve uzun vadede yol actigi hasarlardir.
Yapilan arastirmalarda hipertansiyonun mekanizmasini ve tedavisini
aydinlatmak igin ¢ok farkl yaklagimlar uygulanmaktadir.

Cesitli etik sorunlar ve daha detayli girisimsel arastirma gereksinimi
yuzinden hipertansiyon  arastirmalarinda  hayvanlar da  siklikla
kullaniimaktadir. Hipertansiyon arastirmalarinda en sik kullanilan tar



sicanlardir. Kendiliginden hipertansif olan sigcanlar (spontan hipertansif ratlar,
SHR) insandaki esansiyel hipertansiyonun modeli olarak kabul edilmektedir.
Ayrica gesitli girisimlerle olusturulan hipertansiyon modelleri de vardir.

Siganlarda olusturulan basglica hipertansiyon modelleri kisaca
sunlardir: insanlardaki esansiyel hipertansiyon olusumunu andiran ve genetik
predispozisyon nedeniyle siganlarda kendiliginden gelisen, yuksek kan
basinci  de@erleriyle  karakterize bir  hipertansiyon turd  spontan
hipertansiyondur (27). Yasi arttikga sistolik kan basinglari 190 mmHg’'nin
uzerine ¢ikan bu siganlar, birka¢ nesil boyunca normalin Uzerinde kan
basincina sahip siganlarin kendi aralarinda ciftlestirmeleriyle elde edilirler
(24). Diger bir model DOCA-tuz hipertansiyon modelidir. Bir bobregi alinmis
olan siganlara periyodik olarak cilt alti DOCA enjeksiyonu uygulanan bu
modelde igme suyu olarak %1’lik sodyum klorur verilir ve kan basinci artigi
saglanir (28). Bobrek arterlerinin gumus klipslerle daraltildigi baska bir model
ise deneysel Goldblatt hipertansiyonudur . iki bébregin de saglam oldugu “iki
bdbrek bir klips” modelinin yani sira (29) “bir bobrek bir klips” modeli de
siganlarda kan basincini arttirmak igin kullanilir (30). Dahl-tuz hipertansiyon
modeli de deneysel olarak gelistirilen hipertansiyon modellerinden biridir.
Tuza direngli ve tuza duyarl olarak, farkl genetik 6zelliklere sahip iki sigan
soyu Dahl ve arkadaslari tarafindan ortaya konmustur. Normalin Uzerinde tuz
alimi tuza duyarli olan siganlarda hipertansiyon olugsumunu uyarir (31).

2.1.4. NOS Blokajiyla Olugsan Hipertansiyon Modeli

NO’nun dolagsimi dizenlemedeki rolinun genis olarak arastiriimasi ve
muhtemel esansiyel hipertansiyon mekanizmalari arasinda yer almasi
nedeniyle NOS inhibisyonuyla olusturulan hipertansiyon modelini, konunun
temeli olarak daha ayrintili incelemeyi gerektirir.

Kronik NOS inhibisyonu yeni bir hipertansiyon modeli olarak 1992
yilindan beri kullanilmaktadir (18,32). Iki ayri arastirma grubu tarafindan
tanimlanan ve NO dretiminin engellenmesine dayanan bu modelde kan
basincinin uzun vadede dizenlenmesinde NO’nun katkisi oldugu bulgusu
karsimiza cikmaktadir. NOS inhibitorlerinin farkli dozlarinin siganlarda
hipertansiyona yol ac¢masinin yaninda yuksek dozlarda daha agir
hipertansiyon ve bdbrek hasari goézlenir (18,33). Farkh arastiricilar tarafindan
elde edilen paralel bulgular kronik NOS inhibisyonunun yeni bir arteriyel
hipertansiyon modeli olarak yerlesmesini saglamistir.

Bir L-arginin analogu olan L-NAME sigcanlarda hipertansiyon
olusturmak igin kullanilan ilk NOS inhibitéradur (18,32,34). Suda
¢ozunebilmesi ve igme suyuyla kolayca hayvanlara verilebilmesi, takip eden
yillarda bu modelin yaygin kullanimina yol agmistir. Sicanlarda hipertansiyon
olusturmak i¢in kullanilan diger bir uygulama yolu da L-NAME’nin
intraperitoneal injeksiyonudur (35).



ilk defa Baylis ve ¢alisma arkadaslari sekiz hafta boyunca L-NAME'yi
gunde 5 mg/kg dozda kullanarak, bunun siganlarda stabil hipertansiyon ve
glomertloskleroz gelisimine neden oldugunu gostermistir (18,32). Yine ayni
yil bagka bir galismayla Ribeiro ve arkadaglari da gunde 70 mg/kg dozunda
verilen L-NAME’nin daha agir bir hipertansiyona yol acgtigini ve glomeruler
iskemi, glomeruloskleroz gibi patolojilerin de buna eslik ettigini gozlemigtir
(32).

Deneysel L-NAME hipertansiyon modelinin  kullanildigi  sigan
calismalarinda bu inhibitorin degisik dozlardaki ve uygulama surelerindeki
etkisi de incelenmigtir. Farkli kan basinci artislarinin saptanmasinin yaninda
gozlenen net etki kan basinglarinda belirgin bir artig, uygulama suresine ve
doza bagimli bir etki olarak bildirilmistir (17,34,36). Sigcanlarda ayni dozda
uygulanan L-NAME farkl soylarda degdisik duzeyde kan basinci artiglarina
yol agcmaktadir (32). Bu farkh hipertansif cevaplara ragmen kronik olarak
uygulanan yuksek dozdaki L-NAME’nin daha buyuk damar ve bdbrek
patolojilerinin gelismesine neden oldugu bilinen bir durumdur (18,33).

2.2. Egzersiz ve Hipertansiyon

Egzersizin hipertansiyonda gozlenen yuksek kan basinci Uzerindeki
etkileri, fiziksel aktiviteyle kan basinci arasindaki baglantinin fark
edilmesinden sonra arastiriimistir. Devamli fiziksel aktivitenin antihipertansif
etkisini kanitlayan caligsmalar ve bu konudaki benzer gozlemler egzersizin
hipertansiyon tedavisinde kullanilma dusuncesini ortaya g¢ikarmistir. 1980’li
yilllarda bu konuda yapiimis pek ¢ok calisma goze carpar. Yine de kesin
metodoloji iceren ilk resmi tavsiye 1992 yilinda JNC’nin (Joint National
Committee of the USA) raporunda yayinlanmistir (9). Egzersizin olumlu
etkilerine deginen ve benzer tavsiyeler iceren daha onceki yillara ait raporlar
da Dinya Saghk Orguti ve Amerika Birlesik Devletlerindeki bagka saglk
kuruluslar tarafindan yayinlanmistir (1,9). Egzersizin sadece kan basincini
dusurucu etkisi degil, kalp ve dolasim komplikasyonlari riskini dnleyici etkisini
de ortaya koyan bir¢gok ¢alisma goze carpar; ayrica epidemiyolojik galismalar
sedanter hayat tarzinin esansiyel hipertansiyon patogenezinde yer
alabilecegine isaret etmektedir.

1958 yilinda Miall ve Oldham ilk defa fiziksel aktiviteyle istirahattaki
kan basinci arasindaki baglantiyr ortaya koymustur (37). Bu arastiricilarin
gozlemlerine gore agir is yuku gerektiren mesleklerde calisan iscilerin
istirahattaki kan basinci de@erleri, daha az fiziksel aktivite gerektiren islerde
¢alisan insanlarinkinden daha dusuktar. Yine ayni yila ait bagka bir yayinda
da fiziksel aktivite iceren iglerde c¢alisan erkeklerde daha az hipertansiyon
g6zlendigi ve daha az aktif olan islerdekine gére bu insanlarda hipertansiyon
gelisiminin 10-15 yil daha ge¢ gozlendigi belirtilmigtir (1). Bu veriler daha
genis Kkitleleri kapsayan calismalarla da dogrulanmistir (9). Ayrica kolej
ogrencilerinden sportif faaliyetlere katilanlarda da hayatlarinin daha ge¢
dénemlerinde hipertansiyon sikhiginin azaldigi saptanmistir (1).



Elde edilen verilerin 1s1ginda programli ve kontrolli yapilan egzersizin
normotansif ve hipertansif kigilerdeki kan basincina etkisi pek ¢ok calismada
arastinlmistir. Egzersizin bu etkisinin saptanamadigi ¢caligmalar ise izometrik
veya agir egzersiz kullanilan protokoller olup (1) bu tur egzersiz tavsiye
edilmemistir (9). Ayrica bazi calismalarda uygun olmayan kontrol grubu
segilmesi sonucu istenen olumlu etkilerin saptanamadigi da gozlenmistir.

Egzersizin neden oldugu kan basinci degisiklikleri degerlendirilirken,
egzersizin akut etkilerinden kaginmak igin, son egzersiz uygulamasindan bir
veya iki gun sonra oOlgulen degerlerin kullaniimasi daha uygundur ve 6lgumu
yapan kisinin deneklerin 6zelligini bilmemesi verilerin glvenilirligi agisindan
daha dogrudur (38).

Egzersizin hipertansif insanlardaki etkilerini inceleyen c¢alismalarda
fiziksel aktivitenin ruhsal rahatlhk verici plasebo etkisini devre disi birakmak
bir problem olarak gérilmektedir. insan galismalari igin sedanter gruplara
uygulanabilecek ideal bir “plasebo egzersiz” tanimlanamamistir. Okuma,
sedanter aktiviteler veya yuk getirmeyen bisiklet egzersizi gibi uygulamalarin
yaninda (38), sedanter gruplardaki kigilere hafif gerinme hareketleri
yaptirilarak, kendilerine “hafif egzersiz” grubunda olduklari séylenmistir (1).

2.2.1. Egzersizin Antihipertansif Etkisi

Egzersizin kan basincini dusurict etkisini gosteren ¢ok sayida
c¢alisma bulunmakla birlikte bu etkinin, uygulanan egzersizin tura, siddeti,
sikligr gibi degisken faktorlerle yakindan baglantisi oldugu sdylenebilir.
Fiziksel aktivite sirasinda ayni anda mimkun oldugu kadar fazla kas ve kas
grubunu caligstiran yurime, kosma, bisiklet, yuzme gibi dinamik egzersiz
turlerinin hipertansif hastalarda anlamli kan basinci dislslerine neden
oldugu bilinmektedir (1,9,38). Ote yandan, daha ¢ok izole bir kas grubunu
calistiran izometrik egzersizler genellikle kan basinci Uzerine olumlu etkilerde
bulunmamaktadir.

Egzersizin antihipertansif etkinliginde 6nemli olan bir baska faktor ise
egzersizin giddetidir. Yapilan c¢alismalarda, uygulanan fiziksel aktivite
siddetinin, kanda laktat birikim esiginin altinda olmasi gerektigi
vurgulanmakta ve genellikle maksimal aerobik kapasitenin (VO2 max) %401
ile %701 arasinda degisen agirliktaki aerobik egzersiz uygulamalari
Onerilmektedir (9,10,39). Agir siddetteki egzersizlerin  kan basinglarini
dusurmedigi, ayrica siddetli egzersiz sirasinda ortaya c¢ikabilen kan basinci
artislarinin zararli olabilecegi belirtiimektedir.

Egzersizin kan basincini dusuriuct etkisinde 6nemli oldugu kabul
edilen diger faktorler, egzersizin uygulanma suresi ve sikh@idir. Uygulanan
egzersizin siddetine gore degisebilmekle birlikte cesitli arastirmalarda bir
defada uygulanan egzersiz suresi 30 ile 60 dakika olarak belirlenmistir (40).
Ancak egzersizin kan basinci Uzerine olumlu etkileri, yapildigi sirece devam
etmektedir. 1 ay ile 1 yil arasinda degisen surelerde uygulanan uygun



egzersiz protokollerinin kan basincini duguricu etkisi gosterilmekle birlikte,
saglanan olumlu etkinin devam etmesi igin fiziksel aktivitenin de devami
gerekmektedir (39). Ote yandan uygulanan egzersiz protokolinin sikhgi
haftada 3 gun olarak onerilmekte, bu siklikta yapilan egzersizin kan basincini
disurmede daha yuksek sikliktaki uygulamalardan daha etkili ve olumlu
etkilerin devam etmesi igin yeterli oldugu gosterilmistir (1,9,10,40).

Egzersizin kan basinci Uzerindeki etkileri ilag tedavisi alan hipertansif
hastalarda da incelenmistir. Hipertansiyon nedeniyle ila¢ tedavisi alan
hastalarda duzenli egzersiz uygulamasi sonucunda, tedavi i¢in gerek duyulan
ilag dozunda azalma oldugu ve bazi hipertansif hastalarda ila¢ tedavisinin
kesilmesinden sonra bile kan basinglarinin duguk olarak korundugu
gosterilmistir (1,10). Literatlrde bu arastirmalara zit gorusler de yer almakla
birlikte, ilag tedavisine egzersizin eklenmesiyle kullanilan ilag dozlarinin
azalmasi kabul edilen bir durumdur.

Sonug olarak, dizenli aerobik egzersiz, hafif ve orta siddetli esansiyel
hipertansiyonlu  hastalara alternatif bir tedavi uygulamasi olarak
Onerilmektedir. Egzersizin kan basincini duslrucu etkisi ise egzersizin turd,
sikligr ve siddeti disinda, bastaki kan basinci degerlerine de baghdir (10,38)
ve bu etki egzersiz programi kesildikten kisa sure ortadan kalkar (10). Bunun
yani sira fiziksel kondisyon bireyler arasinda farklilklar gosterebildiginden,
egzersiz uygulamalari farkh bireylerde farkli yanitlara neden olabilmekte ve
bu nedenle egzersiz uygulamalari igin bireysel yaklasim onerilmektedir
(41,42).

2.2.2. Egzersiz ve Hipertansif Siganlar

Egzersizin antihipertansif etkisi insanlarin yani sira, deneysel olarak
hipertansif hale getirilen veya kendiliginden hipertansif olan siganlarda da
arastinlmistir.  Cesitli  hipertansiyon modellerinde, aerobik egzersiz
uygulamalari sonucu elde edilen yanitlar farkliik gosterebildiginden, her
hipertansiyon modeli i¢in ayri ayri incelenmesi gereklidir.

Spontan Hipertansif Siganlar. Dogumdan sonraki ilk haftalarda normal
kan basinci de@erlerine sahip olan spontan hipertansif sicanlar ilk iki ay
sonunda hizli kan basinci artislarn sergilerler ve vyaklasik 13 haftalik
olduklarinda ise yerlesik hipertansiyonlu olarak kabul edilirler (6).

Spontan hipertansiyon modelinde uygulanan disuk siddetteki (VO-
max'In %55’'i agirliginda) kosu egzersizinin kan basincini dusurdugu, fakat
yiksek siddetteki egzersizin (VO, yax'in %85'i agirhginda) ayni etkiye sahip
olmadigi gosterilmistir (42). Yaslar 3-12 hafta arasinda degisen spontan
hipertansif sigcanlarda uygulanan kisa ve uzun sureli gesitli egzersiz
protokollerinin anlamh kan basinci dusuUslerine neden oldugu, kan basinci
degerlerini normale dondurmese de hipertansiyon geligsimini geciktirdigi
gosterilmistir (2,3,6). Bu verilere gore, spontan hipertansif sicanlarda



egzersiz uygulamasinin kan basinci artislarini onledigi ve hipertansiyon
gelisimini geciktirici etkisi oldugu soylenebilir.

Dahl-Tuz Hipertansiyon Modeli. Tuza duyarli Dahl siganlarinda fazla
tuz alimiyla geligtirilen hipertansiyon modelinde egzersizin kan basinci
uzerine olumlu etkisi saptanmigtir. Sureleri 8 hafta ile 2 yil arasinda degisen
kosu programlarinin uygulandigi c¢esitli calismalarda egzersiz periyodu
sonrasinda kan basinci degerlerinde normal sinirlara varabilen anlamh
disusler olustugu gosterilmistir (2). Yuksek tuz diyetiyle eszamanh
uygulanan aerobik kosu egzersizi kan basincinda anlamli duguse yol agmig
ve fazla tuz alimina ragmen 12 hafta boyunca bu disuts korunmustur (43).

DOCA-Tuz Hipertansiyon Modeli. Bu model kullanilarak hipertansif
hale getirilen sicanlarda egzersizin kan basinci Uzerindeki etkisini inceleyen
az sayida galismaya rastlanmistir. Farkli arastirmalarin sonucunda, degisik
sureler boyunca (10-17 hafta) uygulanan degisik egzersiz turlerinin (yuzme,
kosma, aktivite kafesi) kan basincinda anlamli degisimlere neden olmadigi
gosterilmistir (2,3).

Renal Hipertansiyon Modelleri. Goldbatt hipertansiyon olarak bilinen
renal hipertansiyon modelinde egzersizin kan basinci Uzerine etkisini
inceleyen calismalarda 8, 12 ve 16 haftalik kosu bandi egzersizi istirahattaki
kan basinci degerlerinde anlamli farkliliklara yol agmamustir (2,7). “iki bobrek
bir klips” modeliyle hipertansif hale getirilen siganlarda 6 hafta boyunca
surdurldlen goénulli egzersizin anlamh kan basinci dusistine neden oldugu
gozlenmekle birlikte (4), egzersizin olumlu etkisini saptayamayan ¢aligmalar
cogunluktadir.

L-NAME Hipertansiyon Modeli. Diger hipertansiyon modellerine goére
daha yeni olan L-NAME hipertansiyon modelinde, egzersizin kan basinci
Uzerine etkisini arastiran az sayida c¢alisma bulunmaktadir. 1999 yilinda
yayinlanan bir arastirmanin sonuglari bu konuda goze ¢arpan ilk yayindir. Bu
calismada egzersiz sonucu, siganlarda L-NAME ile olusturulan
hipertansiyonda kan basincinda istatistiksel olarak onemli olmayan, 6.5
mmHg’lik disme saptanmistir (19). Diger yandan, bizim laboratuvarlarimizda
gerceklestirilen bir calismada, 4 haftalik duzenli kosma egzersizinin L-NAME
ile hipertansif hale getirilen sigcanlarda énemli kan basinci disusline neden
oldugu gosterilmigtir (5). Egzersiz yapan hipertansif gruptaki kan basinci
degerleri duzenli fiziksel aktiviteyle normal degerlere kadar dismese de
egzersizin etkisi ilk haftadan itibaren belirgindi. Ayrica egzersizin daha sonra
baslatildigi ve 6 haftadir hipertansif olan siganlarda da ayni egzersiz
protokolU belirgin kan basinci dusustine neden olmustur.



2.3. Nitrik Oksit

2.3.1. Nitrik Oksitin Kesfi

Klguk bir molekul olan, insan ve diger memelilerde 6nemli islev gbren
NO’nun gec¢misi 25 yildan Oncesine dayanir fakat nitrojen oksit bilesikleri
hakkindaki ilk gozlemler ise 1916 yilina kadar uzanir. Bu gozlemler daha
sonraki yillarda buyuk bir hizla genigleyen bir arastirma alani dogurmustur.
Bu konudaki ilk veriler sican, domuz ve insan idrarlarinda, diyetle
aldiklarindan daha fazla nitrat bulunmasidir (44). 1979 yilinda ise Gruetter ve
arkadaslar eksojen NO’nun damar diz kas hicresinde ¢6zlnebilir sitozolik
guanilat siklaz (sGC; soluble guanylate cyclase) enzimini aktive ettigini ve
hicre i¢ci guanozin  3’,5-monofosfat (cGMP; cyclic guanosine
monophosphate) artisina yol agarak gevsemeye neden oldugunu gostermistir
(45). Bu bulgu endotel bagimli damar gevsemesi ve daha sonra NO olarak
isimlendirilecek olan endotel kaynakli gevsetici faktorun (EDRF; endothelium-
derived relaxing factor) tanimlanmasindan once elde edilmistir. O yillardaki
arastirmalarda sO0zu gecen NO’nun kaynagi ilag olarak kullanilan
nitrovazodilatorlerdir. Endojen olarak Uretilen NO’nun tanimlanmasi ve
islevinin aydinlatiimasi daha sonraki yillara rastlar. Nitrogliserin, sodyum
nitroprussid ve izoamil nitrit gibi nitro ve nitrozo kalintilari i¢ceren ilaglarin
klinikte yillardir kullanilmasina ragmen, 1980’li yillardan 6nce bunlarin etki
mekanizmasi bilinmemekteydi (46). Nitrojen oksit bilesiklerinin normal
memeli metabolitleri oldugunun belirlenmesi ise 1981 yilindaki aragtirma
verileriyle olmustur (44).

Asetilkolinin neden oldugu damar gevsemesinin endotel varligina bagl
oldugu Furchgott ve Zawadski tarafindan 1980 yilinda gosterilmistir ve bu
etkinin EDRF olarak bilinen labil bir humoral faktor araciligiyla gergeklestigi
gibi daha ayrintil veriler daha sonra ortaya konmustur (47,48,49). Takip eden
yillarda endotel bagimli gevseme c¢esitli uyaranlara cevaben ortaya ¢ikan bir
sure¢ olarak bazi venleri, arterleri ve mikro damarlari iceren pek ¢ok
damarda gosterilmigtir (47).

EDRF ve NO’nun farmakolojik davranislarindaki benzerliklere
dayanarak, 1986 yilinda Furchgott, EDRF’nin NO olabilecegini ileri surmus
ve aynl zamanda Ignarro da EDRF’nin NO veya yakindan iliskili bu tir bir
molekul oldugu konusunda tahminler yapmisgtir (46,47).

EDRF’nin NO olarak tanimlanmasi konusunda daha ayrintili kanitlar
arasinda gevsetici etkileri, trombosit yapismasi ve kimelesmesi Uzerindeki
inhibitor etkileri ve biyolojik yarilanma omdurleri gibi benzerlikler sayilabilir
(47). 1987 yihinda Palmer EDRF’yi kimyasal olarak NO molekuli seklinde
tanimlamigtir (46,47). Damar endotel hdcrelerinde L-arginin amino asidinin
NO sentezi igin prekirsor olarak kullanildigi ise 1988 vyilinda ortaya
konulmusgtur (47).
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2.3.2. NO Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Daha sonra ayrintili olarak Uzerinde durulacak olan NOS enzimi L-
argininden NO Uretimini katalizler, NOS 1, 2, ve 3 olmak Uzere (¢ izoenzimi
vardir (23,46,47,50,51).

Lokal etki gOsteren ve biyolojik haberci rolu olan NO’nun kimyasal
yapisi iglevlerini kolaylastiracak sekildedir. Suda ve yagda c¢o6zunebilme
Ozelligi biyolojik membranlardan kolayca difize olmasini ve hucre igi
hedeflerine kolayca ulagsmasini saglar. Yeni sentezlenen NO’nun etki
mesafesi, biyolojik sivilardaki kisa yarilanma omru (3-5 saniye) nedeniyle
sinirhidir (47,50,52,53).

2.3.3. Substrat Olarak L-arginin

NO duretimi igin substrat olarak kullanilan L-arginin amino asidi icin
sican plazmasinda saptanan dizeyler 58 uM ile 120 uM arasinda dedgisir.
Daha yuksek olan hicre igi konsantrasyonu ise 500 uM ile 1000 uM
arasindadir (48,54). L-arginin amino asidinin endotel hlcrelerine girmesi, D-
arginine gore L-arginine segiciligi olan bazik amino asit tasiyicisi (y* tasiyici)
ile olur (48,55).

NOS disinda L-arginini substrat olarak kullanan diger enzimler
arginaz, arginin-glisin  transaminaz, kiyotrofin sentaz ve arginin
dekarboksilazdir (48,56). Arginaz ure ve ornitin olusumunu katalizler. NO
uretiminde ikincil drin olan L-sitrulin, argininosuksinat ara urin asamasindan
sonra tekrar L-arginin sentezinde kullanilabilir (57). Ornitinin sitruline
donisumi de mumkundur (58). Arginaz ve NOS enzimleri sitotoksik
makrofajlarin metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Aktive makrofajlarda
arginaz enziminin NO Uretimini duzenleyici etkisi vardir. L-arginin makrofajlar
icin eksojen kaynakhdir ve arginazin bu etkisi muhtemelen hucre ici substrat
varligini kontrol etmesinden kaynaklanabilir (56).

2.3.4. L-arginin Amino Asidinden NO Sentezi

Her NOS izoformunun ayri ayri Ozelliklerine deginmeden dénce bu
enzim ailesinin katalizledigi ve NO’nun uretildigi reaksiyondan s6z etmek
gerekir. NOS enzimi L-arginin amino asidinin terminal guanidino grubundaki
nitrojenin  oksidasyonunu saglar. Sentez reaksiyonuna katilan diger
molekuller nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin adenin
dinukleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN) ve (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterindir (H4B) (44,50,51). O, ve NADPH molekulleri bu
reaksiyonda ko-substrat olarak gorev alir. Her i¢ NOS izoformu da prostetik
grup olarak FAD, FMN ve hem grubu demiri (Fe) igerirken, H4B ise
kofaktordur (51). Kalmodulin ise NOS enziminin katalitik aktivite
gOsterebilmesi igin gerekli baska bir kofaktor (23,46,47,50,51,52). Her NOS
izoformu kalmodulin baglanma bdlgesi icerse de kalmodulinin NOS 2’ye
baglanmasi onu kalici bir alt birim haline getirir (23,53). Eksojen Ca ve
kalmodulin NOS 1 ve NOS 3 aktivasyonu icin gerekliyken NOS 2’nin
aktivasyonu kalmodulinden bagimsizdir (23,46,47,51).
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NO sentezini daha iyi tanimlayan deneyler kitle spektrometresi ve
radyoaktif azot iceren ['°N]L-arginin kullanilarak yapilmistir. Buna gore "°NO,
['°N]L-argininin terminal guanidino grubundan olusur. Yapisinda radyoaktif
hidrojen bulunan [3H]L—argininden de [PH]L-sitrulin olustugu bulunduktan
sonra NO ve sitrulin igin elde edilen veriler degerlendirilerek bu iki molekulin
ayni enzimatik reaksiyon sonucu olusan urunler oldugu belirlenmistir (47).
Ayrica radyoaktif molekiiler oksijen ['?0,] ve kiitle spektrometresi kullanilarak
NOS enziminin molekuler oksijeni (O2) hem NO’ya hem de sitruline dahil
ettiginin belirlenmesi bu enzimin bir dioksijenaz oldugunu goéstermektedir
(47). Bu reaksiyonun genel hatlari Sekil 2.1."de gosterilmistir.

H, N\Kf?m2

HzN\KO
A\ NOS NH Ha0 © ©
_Nos 5\ + N=0 2, MO, NGO + NO;
o HyN—" " CO

e
Hsﬁ CcO O
L-arginin L-sitrulin NO Nitrit + Nitrat

Sekil 2.1. L-argininden NO sentezi

2.3.5. Nitrik Oksit Sentaz Enzimi

NO’in tanimlanmasindan sonraki ilk yillarda bu molekulin dretiimesini
katalizleyen NOS izoenzimlerinin siniflandiriimasi i¢gin sadece enzim
proteinlerinin biyokimyasal analizinden elde edilen veriler kullaniimigtir.
Geligen yeni yontemlerle ve ulagilan yeni bilgilerle alt siniflamalar da
yapilabilmistir. Artik ginimuzde bu enzimlerin protein yapilari ve genetik baz
dizilimleri (cDNA; komplementer deoksiribonukleik asit), hicresel dagilimlar
ve ekspresyonlarini kontrol eden mekanizmalar hakkinda daha ayrintil
bilgiler mevcuttur (51).

Kullanilan degisik siniflamalar ve isimlendirmeler arasinda tavsiye
edileni sayisal isimlendirmedir. Bunun temeli izoformlarin tarihsel saflastirma
(cDNA izolasyonu) sirasina dayanir (51). Ayrica enzimin hangi hucre veya
dokudan kaynaklandigini tanimlayan veya ekspresyon 6zelligini gosteren ek
terimler de kullaniimaktadir (NOS1 i¢cin nNOS, NOS2 icin iINOS, NOS3 igin
eNOS) (23,46,47,50,51).

NOS enziminin Ug¢ izoformu tanimlanmistir. Bunlardan NOS 1 ve NOS
3 kalici ve sabit (konstitutif) ekspresyonu olan enzimler iken, NOS 2,
ekspresyonu blyuk oranda sitokinler tarafindan didzenlenen (indiklenebilir)
formdur (23,50,51). Bununla birlikte bazi durumlarda NOS 1 ve NOS 3
izoformlarinin ekspresyonu da uyarilabilir. Ornegin, endotelyal kayma gerilimi
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artisina (shear stress) sebep olan kan akimi artisi NOS 3’ln ekspresyonuna
neden olmaktadir (16).

NOS 1. Bu izoform ilk olarak sican ve domuz beyinciginden
saflagtinimis  (51), ayrica cesitli deney hayvanlarinda ve insanda
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak ekspresyonu arastiriimistir.
Spinal kordun belli bolimleri, nonadrenerjik nonkolinerjik (NANC) periferik
noronlar, solunum yolu, akciger, uterus ve midenin epitel hicreleri, pankreas
adacik hucreleri ve iskelet kasi hucrelerinde bulundugu goésterilmistir (23,51).
Hucrede sitozolik yerlesim gostermekle birlikte (46,51), iskelet kasinda NOS
1 proteininin membranla iliskisi gdsterilmistir (51). NOS 1, Ca**/kalmodulin
bagimli bir enzimdir ve aktivitesi hiicre igi kalsiyum iyonu (Ca*?) diizeyindeki
degisikliklerle dizenlenir (23,50,51,52).

NOS 2. ilk olarak kemirgen makrofajlarindan izole edilen bu izoform
pek cok hucre tipinde sitokinler (interferon-y, endotoksin, tumor nekrozis
faktor alfa ve beta, interldkin-1), bakterial lipopolisakkatitler (LPS) ve baska
pek cok ajan tarafindan uyarilabilir (52). Propionibacterium acnes ve LPS’ye
maruz birakilan sigcanlarda NOS 2’nin immunohistokimyasal yerlesimi
makrofajlarda, dalagin kirmizi pulpasindaki bazi lenfosit, noétrofil ve
eosinofillerde, karacigerdeki endotelyal hucrelerde  ve hepatositlerde,
akcigerdeki alveolar makrofajlarda, bobrekustl bezindeki makrofajlarda ve
endotelyal hucrelerde, kalin barsaktaki histiositlerde, eosinofillerde, mast
hicrelerinde ve endotelyal hiicrelerde saptanmistir (51).

NOS 2 izoformunun aktivitesi genelde Ca**den bagimsizdir ve yiiksek
dizeyde NO uretimi yapabilir (51,52). NOS 2 makrofajlarin antimikrobial ve
antineoplastik aktivitesinde o6nemlidir. Nitekim NO, parazit veya timor
hdcrelerini, ya bu hicrelerin Fe igceren enzimlerini inhibe ederek ya da
DNA’siyla dogrudan etkileserek ortadan kaldirmaktadir (52,53).

NOS 2’nin immun cevap sirasinda uyarilan bir enzim oldugu kabul
edilmekle birlikte, kalici ve sabit ekspresyonu da vardir. Bu izoforma fetal
dokularda da rastlanir; ayrica belirgin bir immun aktivasyonun goézlenmedigi
bazi durumlarda da insan brongiyol epitelinde, alveolar makrofajlarda ve
sigan bobreginde gdsterilmistir (23).

NOS 3. Bu izoform ilk olarak endotelyal hlcrelerde tanimlanmistir.
Immunohistokimyasal ¢alismalar, aralarinda insan dokularinin da oldugu
bircok farkli dokuda arteriyel ve venoz endotel hicrelerinde bulundugunu
gOstermistir (23,46,50,51). Ayrica bobrek tubuler epitel hicrelerinde, insan
plasentasinin sinsitiotrofoblastlarinda, rat hipokampusu ndronlarinda ve
bagska beyin bdlgelerinde de saptanmigtir (61). Hlicrede membrana bagli
olarak bulunan (23,44,51) NOS 3 aktivitesi Ca iyonoforu, asetilkolin,
bradikinin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyari ve sivi akimiyla
uyarilabilir (46,51). NOS 3 enziminin ekspresyonu sabittir ve 06zellikle
dolasimin duzenlenmesinde, trombositlerin ve polimorf ¢ekirdekli 16kositlerin
damar lumeniyle olan etkilesiminde énemli role sahiptir (23,46,51).
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2.3.6. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmasi

Nitrik oksit baslica iglevsel etkilerini sGC enzimini aktive ederek
gerceklestirir (23,44,52). Hicre membranindan kolayca gecebilen NO, sGC
enziminin katalitik bolgesi olan hem prostetik grubuna baglanarak bir nitrozil-
hem kompleksi olusturur ve enzimin aktivasyonuna yol agar (44,46). Enzim
aktivasyonu sonucu artan cGMP, hiicre i¢i Ca'™ konsantrasyonunun
dismesini ve cGMP-bagimli protein kinazlarin aktive olmasini saglar (23) ve
boylece NO aracili etki ortaya cikar. NO’in baglica etkileri, diz kasta
gevseme yaniti olusturmasi, trombosit tutunmasini ve kimelesmesini
onlemesi ve polimorf ¢ekirdekli Iokosit kemotaksisini inhibe etmesidir. cGMP,
bir fosfodiesteraz ailesi tarafindan, inaktif 5 nukleotid monofosfatlara
donusturulerek inaktive edilir (23).

2.3.7. Nitrik Oksitin Metabolizmasi

Biyolojik membranlardan kolayca difuze olabilen NO’in yari émru
birkag saniye ile sinirhdir. Son yériingesinde eslesmemis bir elektron tasidigi
icin, ayni zamanda serbest radikal (eN=0) olarak ta davranabilir. Saniyelerle
ifade edilen bir sirede O, ile reaksiyona girerek nitrojen oksit bilesikleri
olusturabilir. Genellikle NO’nun oksidasyonu sonucu olusan son stabil Grtnler
nitrit (NO7") ve nitrattir (NO3") (44,46,50,53,59).

NO’in oksidasyonu sonucu olusan diger Urunler, nitrozilleyici ajanlar
olarak ta bilinen nitroz anhidrit (N2O3), dinitrojen tetraoksit (N2O4) ve bir
serbest radikal olan nitrojen dioksittir (eNO,). Patolojik sartlarda ise NO,
superoksit anyonu (O2’) ile de reaksiyona girerek peroksinitrit anyonu
(OONO) ve hidroksil radikali (¢OH) olusumuna neden olabilir (60,61).

NO ve redoks formlari olan nitrozonium (NO™) ile nitroksil iyonu (NO"),
tiyol gruplariyla kolayca etkileserek S-nitrozotiolleri olustururlar. Bu
reaksiyonlar protein konfigurasyonlarinin degismesine, NO’nun
stabilizasyonu, depolanmasi ve taginmasina, ayrica potansiyel toksisiteye
sahip yuksek NO duzeylerinin noétralizasyona katkida bulunur (50). NO'’in hizli
oksidasyonuyla olusan nitrojen oksit bilesikleri glutatyon, sistein ve albumin
gibi sulfhidril gruplari iceren molekulleri nitrozilleyebilir (53). NO serum
albumuniyle reaksiyona girerek S-nitrozo-albumin bilesigi olusturabilir.
Plazmadaki duzeyi serbest NO diuzeyinin 3-4 kati kadar olan bu bilesik NO’in
dokulara  ulastinimasinda  kalicihgr  saglayan  bir depo  olarak
yorumlanmaktadir (50). Bunun disinda NO'’in hem grubuna baglanma 6zelligi
de vardir. Fizyolojik sartlarda daha stabil olan nitrozotiol:NO kompleksini,
NO’nun kendisini olusturan NO sentaz enziminin hem prostetik grubuna
baglanabilir ve NOS inhibisyonunu o6nleyebilir (52). NO ayrica hemoglobin
(Hb) molekluline de ylUksek afiniteyle baglanir (52,53). Bu baglanmayla
olusan kompleks, NO’i periferik dokulara dagitan bir tasiyici olarak ta
gorulebilir (52).
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2.3.8. Nitrik Oksitin Fonksiyonlari

2.3.8.1. Kan Dolagsimini Duzenlemedeki Rolu

Bilinen en glclu endojen vazodilatator olan NO, vaskuler iglevlerin
kontrolunde buyuk oOneme sahiptir ve dolagim dengesinin onemli bir
diizenleyicisidir. Uretimindeki ve etkisindeki bozukluklar vaskiiler hastaliklarin
baslangicinda ve gelisiminde 6nemli rol oynar. NOS inhibitorleri sistemik
vaskuler direngte artisa ve kan basincinin yukselmesine neden olur. Bu
veriler damar direncinin dengelenmesinde NO’nun buyik homeostatik rolu
oldugunu gdosterir (47,50).

Damarlarin i¢ yuzeyini doseyen endotel, kan akiminin damar ig
yuzeyine uyguladigr surtinme kuvvetlerinin ve kandaki c¢esitli maddelerin
etkisine maruz kalir. Kayma gerilimi ve asetilkolin, bradikinin, ATP, trombin
gibi maddelerin etkisiyle endotel hiicresi icinde artan Ca’™ endotelyal NOS
enzim aktivasyonunu tetikleyerek NO sentezine neden olur (46,48,50).
Endotel hiicresinde olusan NO’in bir kismi damar diz kas hicresine diflize
olurken, bir kismi da kana gegerek dolasimdaki trombositler ve Iokositler
uzerinde etkili olur (46,50). Ayrica eritrositlerin icine de diflize olarak Hb ile
baglanabilir (52). Dz kas hucresine difiize olan NO, sGC enziminin katalitik
bdlgesine baglanarak bu enzimi aktive eder. Sonugta hticre icinde cGMP
dizeyi artar ve duz kas hlcresinde gevseme meydana gelir. cGMP artisinin
gevsemeye neden olmasi degisik mekanizmalarla aciklanir, fakat temel
olarak hiicre igi serbest Ca™" dlizeyinin azaltiimasi s6z konusudur (48,50,52).

cGMP'nin neden oldugu gevsemeyi aciklayan c¢esitli mekanizmalar
(48) sunlardir: 1. Sarkoplazmik retikulumda Ca**—ATPaz'in aktivasyonuyla
hiicre i¢i Ca™" azalmasi, 2. Miyozin hafif zincirinin defosforilasyonu, 3. Diiz
kas hiicresi membranindaki, reseptdr aracili (receptor operated) Ca™
kanallarinin inhibe edilmesi, 4. Hicre i¢i Ca™ diizeyinin diismesini saglayan
Ca'" tasiyicilarinin, G proteinlerinin, reseptérlerin ve kanal proteinlerinin
fosorile edilmesi, 5. Membrandaki Ca"*~ATPaz'in uyarilmasi, 6. Potasyum
kanallarindan potasyum gecisinin arttirilmasiyla hiperpolarizasyon olusmasi.

2.3.8.2. NO ve Trombosit Aktivitesi

eNOS tarafindan Uretilen NO sadece damar duz kasina etki ederek
vazodilatasyona neden olmakla kalmaz, ayni zamanda damar |imenine
difize olarak trombositlerin damar duvarina tutunmalarini ve kimelesmelerini
de baskilar. Bu etkiler hicre i¢ci cGMP artisiyla iligkili olup endotel kaynakh
NO’in antitrombosit 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir (50,52). Bunun
yani sira, insan trombositlerinde néronal izoforma benzeyen dusiuk miktarda
NOS enziminin bulundugu da gosterilmistir. Trombosit ve endotel kaynakl
NO, trombus olusumunun ve blydmesinin dnlenmesine 6nemli katkida
bulunur (50).
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2.3.8.3. NO ve immun Sistem

NO’in immun sistem Uzerine etkileri yaygin olarak incelenmistir. NO,
cGMP aracih mekanizmalar araciligiyla polimorf c¢ekirdekli lokosit
kemotaksisini inhibe eder (52). Bunun digsinda cGMP’den bagimsiz olarak
bazi sitotoksik etkiler de gdsterir. Mitokondrial enzimlerin demir-sulfir
merkezleriyle etkilesimi sonucu sebep oldugu enzim inhibisyonu sayesinde
sitostatik ve timor hiicrelerini dldiriict etkisi ortaya cikar (52,53). Ote
yandan, aktive makrofajlarda NOS 2 ekpresyonunun ve NO Uretiminin arttigi
da gosterilmistir. Makrofajlarda NOS 2 ekspresyonunu indikleyen baslica
faktorler LPS ve basta interlokin-1, interferon-y ve tUumor nekroz faktor-o
olmak uzere gesitli sitokinlerdir (52).

2.3.8.4. NO ve Sinir Sistemi

NO’in 6grenme, hafiza, uyku, beslenme gibi pek c¢ok fizyolojik
fonksiyona aracilik ettigi bilinmektedir (48,62,63). Beyindeki NO’in kaynagi
beyin damarlarinin entoteli, mikroglia hlcreleri ve beyin arterlerini innerve
eden nonadrenerjik—nonkolinerjik vazodilator sinirlerdir. Norotransmitter
fonksiyonu ilk olarak beyinde gosterilen NO, diger nérotransmitterlerden farkh
olarak, sinaptik veziklullerde depolanip ekzositozla salinima ugramaz.
Eksitator bir nérotransmiter olan glutamat, néronlarda NO Uretimini tetikleyen
onemli bir uyarandir (62,63). Postsinaptik bolgeden kaynaklanan NO’in
presinaptik etkiyle glutamat salinimini arttirdigi, sinaptik transmisyonda stabil
bir artisa sebep oldugu ve boylece hafiza olusumunda retrograd haberci
olarak gorev yaptigi gosterilmistir (57).

2.3.9. NOS inhibitérleri

NO sentezini katalizleyen enzim olan NOS tanimlanip L-argininden
NO sentez yolu aydinlatiimaya c¢aligilirken L-arginin analoglarinin bu yolu
inhibe ettigi gértlmastir. NOS inhibitorla olarak etkileri ilk gdézlenen L-arginin
analogu, yapisinda metil grubu bulunduran N-monometil-L-arginindir (L-
NMMA veya diger adiyla L-NMA; N-metil-L-arginin) (44,47). L-arginin amino
asidinin yapisina cesitli gruplar dahil edilerek degisik L-arginin analoglari
olusturulmus ve bunlarin da NO sentezi Uzerindeki etkileri arastiniimistir. L-
NMMA diginda, N-nitro-L-arginin (L-NA), N-amino-L-arginin (L-NAA), N-nitro-
L-arginin-metil ester (L-NAME) ve N-iminoetil-L-ornitin (L-NIO) diger L-arginin
analoglarindan bazilaridir.

NO sentezini inhibe eden L-arginin analoglarindan L-NIO sadece
konstitltif izoformlara etki ederken, L-NNA, L-NA, L-NMMA ve L-NAME hem
konstitltif hem de indUklenebilen NOS izoformlarini inhibe ederler. L-NIO’nun
inhibisyon etkisi oldukga gugclu ve geri donusumsuzdur. L-NMMA’nin etkisi
geri donusumludur ve etki gucu acisindan L-NIO’dan zayif, L-NAME ve L-
NA’dan ise gugcludur (44,47).
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L-NMMA’'nin insan damarlarindaki etkisi kol arterine ve el sirtindaki
venlere infuzyonuyla arastinimigtir. Asetilkolin ve bradikininin bu damarlarda
olusturdugu gevsemenin L-NMMA ile 6nlendigi bulunmustur (47,53). Benzer
sekilde kobaylarda ve kopeklerde de L-NMMA’'nin vazokonstriktor ve kan
basincini arttirici etkileri gézlenmistir (47). L-NMMA ve L-NAME’nin agiz
yoluyla verilmesi siganlarda kan basinci artisina neden olmaktadir ve cgesitli
deneysel modellerde kullaniimaktadir. (23,47,53).

2.4. Egzersizde Mikrodolagimin Duzenlenmesi

Dokulardaki kan akimi, perflizyon basinci (arteriyel-venoz basing farki)
ve akima gosterilen damar direnciyle duzenlenir. Normalde arteriyel ve venoz
basinglar dar sinirlar iginde tutuldugundan kan akiminin kontroll buyuk
Olgude damar direncinin degisikligiyle basarilir. Damar direncinin kontrolunu
saglayan mekanizmalar temel olarak iki baglk altinda toplanabilir. Bunlar
merkezi kontrol mekanizmalari ve lokal kontrol mekanizmalaridir (64).
Merkezi kontrol mekanizmalari sistemik kan basincinin ve merkezi
kardiyovaskuler homeostazisin korunmasi igin iglev goéren mekanizmalar
olmalarina karsin lokal kontrol mekanizmalari doku homeostazisinin
korunmasi igin galigirlar.

Koroner veya viseral doku kan akimlariyla kargilastirildiginda, dinlenim
durumundaki iskelet kasi kan akiminin oldukga diisiik oldugu goriiliir. iskelet
kasi kan akimi fiziksel aktivite sirasinda aktivitenin siddetiyle orantili olarak
artar. Fiziksel aktivite sirasinda artan besin ve oksijen ihtiyacini karsilamak
uzere kan akiminin artmasi egzersiz hiperemisi olarak tanimlanir. Bu artis,
merkezi kontrol mekanizmalari, direng damarlarinin lokal vazodilatasyonu ve
kas kasiimasinin mekanik etkileri gibi faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya
cikar (64,65,66).

2.4.1. Merkezi Kontrol Mekanizmalari

Egzersiz sirasinda sistemik vaskuler homeostazisin korunmasinda
g6rev alan humoral ve néral kontrol sistemleri kalp aktivitesinin ve vicuttaki
bolgesel vaskuler tonusun duzenlenmesinden sorumludur. Dinlenimde iskelet
kasi damarlarindaki tonus, diren¢ damarlarinin miyojenik aktivitesi ve
nisbeten yuksek sempatik aktiviteyle belirlenir. Denervasyonla veya o-
adrenerjik blokorlerle sempatik tonusun ortadan kaldirildigr durumlarda
dinlenimdeki iskelet kasinda kan akiminin artmasi, bazal damar tonusunun
belirlenmesinde sempatik tonusun Onemini gosterir. Sempatik adrenarjik
aktivite aktif kasta vazokonstriktdr etkilerini siirdiirmektedir. Ornegin akut
lumbar sempatektomi sonucu sempatik noral etkilerin ortadan kaldiriimasiyla,
sicanlardaki arka bacak kan akimi dusuk siddetli egzersiz sirasinda daha
yuksek bulunmustur. Bu sonuglar dusuk siddetli egzersiz sirasinda bile
sempatik vazokonstriksiyonla metabolik vazodilatasyon arasinda bir yarigin
varligina isaret eder. Fakat lokal faktorlerle belirgin olarak sempatik
adrenarjik aktivite baskilanir, buna fonksiyonel sempatolizis de denir (64).
Egzersiz sirasinda sempatik vazokonstriksiyonun sudrmesinin  nedeni,
aktiviteye katilmayan kas gruplarina giden kan akiminin azaltiimasidir. Diger
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yandan sempatik kolinerjik vazodilatasyon egzersiz hiperemisindeki cevapta
bilesenlerden biri olarak gorulse de egzersizin neden oldugu kan akimi
artisinin baglica kas dokusundaki lokal vaskuler kontrol sistemleri araciligiyla
gerceklestigi kabul edilmektedir (64). Ayrica sempatik kolinerjik liflerin kas
dokusundaki varligi insanlarda godsterilemediginden, bu mekanizmanin
ustinde durulmamaktadir (67).

2.4.2. Lokal Kontrol Mekanizmalari

Her doku gibi iskelet kasinin da metabolik hiziyla kan akimi arasinda
yakin bir iligki vardir. Kas aktivitesi sirasinda artan metabolik ihtiyaca uygun
olarak vazomotor cevaplarla kapiller perfiizyonun artmasi saglanir. ileride
daha ayrintih tartigildiginda gorulecegi gibi, egzersiz hiperemisine katkida
bulunan faktorleri bazen birbirinden kesin sinirlarla ayirmak mumkdn
olmamakta ve mekanizmalarin birbiri icine gectigi gorulmektedir. Yine de
egzersiz hiperemisine katkida bulunan lokal kontrol faktorleri 1. metabolik
kontrol, 2. endotel-aracili kontrol, 3. miyojenik kontrol, 4. kas pompasi ve 5.
iletilen ve akim aracili gevseme olarak bes grupta incelenebilir.

2.4.2.1. Metabolik Kontrol

Aktif kastaki kan akiminin belirlenmesinde baslica roll olan etken kas
dokusunun metabolik hizidir. Metabolik hipoteze gore doku metabolizmasi ile
diz kas hucreleri arasinda, dokuya gerekli oranda kan akimi artigina aracilik
eden bir mekanizma bulunur. Bu kontrol mekanizmasi dokunun besin veya
enerji ihtiyaci ile kan akimi arasinda eslesme saglayan lokal bir olgudur.
Kasilan kastan kaynaklanan metabolitler direng arteriyollerinin bulundugu
ortamdaki hucrelerarasi siviya diflize olarak vazodilatasyona sebep olur.
Metabolik vazodilatasyonla artan kan akimi ve oksijen ekstraksiyonu,
dokunun oksijen ihtiyacina uygun bir dizeyde oksijen destedine yol agar. Bu
sekilde metabolik hipoteze gore egzersiz hiperemisinin surdurilmesinde
dokulara olan oksijen tasinmasinin kontrol faktdrii oldugu éngérilir. ileride
kan akiminin metabolik kontrolinde yer aldigi dusunulen maddelerin
onemlileri tartisilacaktir (64,68).

2.4.2.2. Endotel Aracili Vaskiiler Kontrol

Endotel dokusu agirlikli olarak lokal etkilere sahip ve damar duz kas
tonusu Uzerine belirgin aktiviteleri olan pek ¢ok mediatorin kaynagidir.
Deneysel veriler endotelin vazodilator ve vazokonstriktor cevaplara
katildigini, pekgok uyariya cevaben de yapisal damar adaptasyonunda roli
oldugunu ortaya koymaktadir. Endotel dokusu dolasimdaki kimyasal
bilesikleri algiladigi kadar siUrtinme stresi ve damar gerimi gibi damar
duvarina etki eden fiziksel kuvvetleri de algilar ve bu kimyasal veya fiziksel
sinyallere cevap olarak vaskuler tonusu veya damar yapisini dizenleyen
bilesikler salgilar (64,65).

Damar endotelinin pek ¢ok uyariya cevap olarak salgiladigi vazodilator

bilesiklerin baginda prostasiklin (PG-I2) ve NO gelir. Bunun yani sira Gzerinde
durulan ve yine endotelden kaynaklandigi savunulan diger bir vazodilator
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bilesik de endotel kaynakli hiperpolarize edici faktérdir. Endotel
hucrelerinden PG-lI; ve NO salinimi igin gerekli hucre igi uyar serbest
kalsiyum diUzeyi artisidir (64).

iskelet kas! kan akiminin diizenlenmesinde rolii olan ve endotel
bagimli lokal kontrol yollari arasinda tanimlanan bir mekanizma da akim
aracili vazodilatér mekanizmadir. Arterlerin akim aracii gevsemesi
intraluminal olarak damar duvari boyunca artan surtinme stresinin dogrudan
etkisiyle olmaktadir. Kan akimi ve surtinme stresinin paralel artislar
endotelyal hiicre zarindaki Ca*" kanallarinin agilmasina ve hiicre igi kalsiyum
artisi araciigiyla NO salinimina yol agar. Buna ek olarak endotel
hdcrelerinden ACh salinimina neden olan lokal bir kolinerjik mekanizma da
tanimlanmistir. Salinan ACh komsu endotel hlicrelerinde bulunan muskarinik
tip reseptorlerine baglanarak NO salgilatir. Bu nedenle endotel bagimli ve
akim aracili vazodilatasyon mekanizmalarinin iskelet kasindaki vaskuler
tonusun duzenlenmesinde onemli katkilari vardir (64,65,69,70).

2.4.2.3. Miyojenik Vaskuler Kontrol

Lokal kan akimi kontrolinin miyojenik teoriye gore duzenlenmesinin
temelinde yatan varsayim, arteriyoler duzeydeki damar direncinin, gerimin
diz kas tonusu Uzerindeki etkisine bagl oldugudur. Buna goére transmural
basinctaki degisikliklere cevaben damar duz kas tonusunu duzenleyen
arteriyoler gerim reseptorleri devreye girer. Kasilan iskelet kasindaki
hiperemik cevapta bu mekanizmanin katkisi ve dnemi ¢ok kesin olmamakla
birlikte muhtemel rolinden bahsedilmektedir (68).

2.4.2.4. Kas Pompasi

Kas dokusunun lokal kan akiminin dizenlenmesindeki katkisi, diger
dokulara gore gosterdigi bir farkla, kasilma ile damarlara digtan baski
yapmasidir. Bu mekanizmanin c¢alisabilmesi icin ritmik kas kasiimasi
gereklidir. Ritmik kas kasilmasinin pompa etkisi ve venoz kapakgiklarin yonu
nedeniyle kan kalbe dogru ydnlendirilebilir ve kasin gevsedigi zaman
diliminde venoz alanda “tekrar dolma” surecine izin verilmis olur. Tekrarlanan
hizli kasilma ve gevseme dongusu venler Gzerindeki basi kuvvetinin hizli
degdisimine ve surecin ilerlemesine yol acar. Bu yuzden genel olarak egzersiz
sirasinda damar iletiminin artmasinda katkisi oldugu igin bu mekanizma
onemli olarak gorulur (64,68).

2.4.2.5. iletilen ve Akim Aracili Gevseme

Egzersiz sirasinda olusan kan akimi artigsindan tek basina metabolik
vazodilatorlerin sorumlu olmasi yetersiz bir tanimlama olmaktadir. Metabolik
intiyacin ~ arttigi  aktivite durumunda kuaglk ve buylk damarlarin
dilatasyonunun uyumlu bir sekilde gerceklesmesi gerektigi aciktir. Yerel
olarak artan kan akimina dolasimin uyum saglamasi icin arteriyel agin
kolaylastirici bir yapisi vardir, bu da ¢ap! buyuk olan damarlardan seriler
halinde terminal arteriyollerin gikmasi ile agiklanir. Mikrodolagimda baslayip
daha bulyuk besleyici arterlere dogru iletilen vazodilatasyon fenomenini
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tanimlamak icgin “cikan-tirmanan vazodilatasyon” terimi dnerilmistir (64). Kas
aktivitesinin baglamasindan sonraki kisa sureg icerisinde, terminal arteriyoller
artan metabolik drlnlerle etkilesecek sekilde hlcreler arasi siviyla
temastadir. Vaskuler dallanma boyunca degisik tipteki damarlar arasindaki
farklar nedeniyle tek bir damarin cevabi tim vaskuler yatagin cevabini temsil
etmez. Akima gosterilen en buyuk direng terminal arteriyoller seviyesindedir,
bunun yani sira doku diuzeyinde uygun perfuzyon basincinin olusmasi igin
besleyici ve iletim tipi arterlerde de genisleme gerceklesmelidir. Besleyici
arterler kas dokusu iginde yer almadiklarindan kas dokusundaki htcreler
aras! sivida bulunan vazodilator maddelere maruz kalmazlar. Arteriyoller
genisleyerek ust seviyelerdeki arterlerde kan akim hizi arttirihr. Akim
hizindaki bu artis endotel Uzerindeki surtinme stresini attirarak NO
biyoaktivitesini uyarir ve besleyici arterde vazodilatasyona neden olur. Akim
aracili gevseme olarak tanimlanan bu durum iletim tipi arterlerde NO
biyoaktivitesi artisina baglanmistir (65,69,70).

iletlen vazodilatasyonda yerel gevseme cevabinin daha (st
seviyedeki damarlara iletimesi dogrudan endotel hucreleri ve/veya duz kas
hicreleri arasindaki egslesmeyle de gergeklesir. Egzersiz sirasinda
endotelden NO salinimini uyararak, damar gevsemesine ve kan akimi
artisina yol agan ACh’nin kaynagi motor sinirlerin sinir-kas kavsagidir. Sinir-
kas kavsagindan salinan ACh’nin gozlenen diger bir etkisi de endotelyal
hicreler arasinda gap junction baglantilariyla iletilen bir hiperpolarizasyona
neden olarak arteriyoler agda gevsemeye yol agmasidir (64).

2.4.3. Egzersiz Hiperemisinde Rolu Olan Guglu Vazodilatorler

iskelet kasindaki vaskiler yatakta fiziksel aktivite sirasinda meydana
gelen vazodilatasyon basit bir olay degildir ve agiklanmaya calisildigi gibi pek
¢ok mekanizmanin eszamanl etkisi ve etkilesimiyle gerceklesmektedir. Farkh
mediatorlerin  ayri  katkilari yaninda ayni mediatérin birden fazla
mekanizmada karsimiza c¢iktigini goruyoruz. Bu nedenle bilimsel verilerle
ortaya konmus ve her birinin egzersiz hiperemisine katkilari bulunan araci
molekullerin ayri ayri tartigiimasi gerekir.

Kasilan kasta vazodilatasyona yol agan ve kas liflerinden salinan
metabolitlerin varligi 100 yili agkin suredir bilinmektedir. Fiziksel aktiviteyle
ortaya c¢lkan kardiyovaskuler hemodinamik degisiklikler akut egzersize
cevaben aktif kaslara olan kan akimini 50 — 100 kat kadar arttirabilmektedir.
Aktivite devam ettigi surece kastan hucreler arasi siviya vazoaktif
metabolitler salinarak dogrudan terminal arteriyoller tzerine etki ederler (68).
Asagida egzersiz hiperemisinde s6zu gegen mediatdrlerden bazilar
tartisilirken, bunlarin arasinda yer alan NO ise daha ayrintil tartisilacaktir.

Laktat. Kas kasiimasi sirasinda gereksinim duyulan ATP’yi karsilamak
Uzere, egzersiz siddetine bagl olarak anaerobik glikoliz hizi arttiginda kasta
laktat birikimi olur. Laktatin neden oldugu vazodilatasyonda solubl guanilat
siklazin etkili oldugu bilinmektedir. Laktatin 6nemli bir metabolik vazodilator
oldugu konusunda ise bazi gupheler vardir. Hucreler arasi sivida laktat
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konsantrasyonu degismedigi halde kan akiminin onemli Olgude arttiginin
bircok galismada gosterilmesi, laktatin kan akimini duzenleyen temel faktor
olmasindan ziyade yardimci bir faktor oldugunu distndidrmektedir (65).

Hidrojen iyonu. pH dizeyindeki degisikliklerin birgok dokunun damar
tonusunun dizenlenmesiyle iligkili oldugu bilinmektedir. pHnin  hem
hiperkapnik hem de normokapnik sartlarda dusurtlmesi hicre igi kalsiyum
konsantrasyonunu azaltir ve boylece duz kas hlcrelerinde gevsemeye neden
olur. Bu etkinin ardindaki mekanizma net olarak aydinlatilamamakla birlikte
hiicre digi pH distsinin ATP-duyarli K* kanallarini etkileyerek membran K*
gegirgenligini arttirdid1 ve diz kas hucrelerinin hiperpolarizasyonuna neden
oldugu gosterilmistir (65).

Oksijen. Birgok c¢alismada kaslardaki kan akiminin  normoksik
egzersize gore, hipoksik sartlarda daha fazla oldugu goésterilmigtir. Fakat
bulgular iskelet kasi damarlarinin oksijen eksikligine cevap vermesinin
yaninda, aktif kastaki kan akimini dizenlemede birinci derecede diuzenleyici
olmadigini kanitlamaktadir. $Soyle ki; hiperoksi ¢alismalarinda submaksimal
veya maksimal egzersiz siddetlerinde bacak kan akiminin etkilenmedigi
gosterilmigtir. Buna ek olarak polisitemiyle artan oksijen dagitiminin kasilan
kasta kan akimini etiklemedigi bildirilmistir. Yine de oksijen, Gzerinde durulan
faktorlerden biridir. Cunku elektriksel uyariyla olusturulan kas kasiimalari
sirasinda arteriyoler oksijen saturasyonu degismezken, venuler oksijen
saturasyonunun azaldid1 bilinmektedir. Bu etkiyle venul endotelinden
gevsetici faktorlerin salinip komsuluktaki arteriyollerde gevsemeye neden
oldugu oOne surulmektedir. Fakat bu konunun aydinlatiimasi daha ileri
calismalar gerektirir (65,68).

Potasyum. Arteriyel kana potasyum inflzyonu sonucu go6zlenen
vazodilatasyona dayanarak, potasyum egzersiz hiperemisinin bir aracisi
olarak 6ne sirllmustir. Clnkl kas kasilmasi sirasinda voltaj-bagimh K
kanallarindan kas lifinin disina dogru hizli potasyum difizyonu olur. Bu da
damarlari gevreleyen hucreler arasi sivida potasyum konsantrasyonunun
artmasiyla sonuglanir. Yapilan arastirmalar kas kasilmalari sonucu hucreler
aras! sividaki potasyum konsantrasyonunun kasilmanin suresi ve siddetine
bagh olarak ~9 mM seviyesine kadar yukselebilecegini gostermistir. Bu
sonuglar ve mikrodiyalizle yapilan baska ¢aligmalar potasyum konsantrasyon
artisini ortaya koysa da kas aktivitesinin baglamasindan sonraki suregte bu
olayin zamansal gelisimini ¢ok kisa zaman araliklarinda ayrintili olarak
tanimlanamamistir. Fakat son vyillarda spesifik potasyum elektrodu
kullanilarak yapilan Olgimlerde hizli bir hicre digi potasyum artigi
saptanmigtir. Bunun yaninda insan ve hayvan deneyleriyle venoz kanda
potasyum artis surecinin kan akiminda meydana gelen degisiklikle zamansal
olarak uyumlu oldugu da bulunmustur. Hucre digi sivisindaki hizli potasyum
artisi bu iyonun, kas lifinden kaynaklanan ve kasilma sonrasi kan akimi
cevabini etkileyecek, potansiyel bir vazodilator olarak o6ne ¢ikmasini
saglamistir (65).
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Hucreler arasi sivida artan potasyum konsantrasyonunun hangi
mekanizmayla duz kas gevsemesine ve vazodilatasyona yol actigi agik¢a
anlasilamamistir. Nernst esitligine goére hicre disinda artan potasyumun,
depolarizasyon ve vazokonstriksiyon olusturmasi beklenir. Hucreler arasi
sivida potasyum konsantrasyonunun ~20 mM seviyesinin Gzerinde oldugu
durumda Nernst esitliginde ongorulenler gercgeklersir, fakat bu seviyenin
altindaki degerler hiperpolarizasyon ve vazodilatasyona yol acar. Na-K
pompasinin artan aktivitesi ve hucre igine dogru potasyum geciren kanallarin
(Kir) aktivitesi bu vazodilatér cevaba neden olan aracilar olarak 6ne
surdlmastur. Ki. kanallarinin bloke edilmesiyle yapilan calismalarda bu
kanallarin gobzlenen vazodilatasyona ¢ok oOnemli katkida bulundugu
gosterilmigtir (65).

Adenozin. Uzun bir sure boyunca adenozinin iskelet kasi
hicrelerindeki adenin nukleotitlerinin  kasilmayla uyarilan yikimindan
kaynaklandigi dusunulmastur. Elde edilen gincel verilere gore adenozin
baslica, kas hicrelerinin dig tarafinda membrana bagli olarak bulunan, ekto-
5’-nukleotidaz araciligiyla olusmaktadir. Kas kasilmasi sirasinda adenozinin
hicre disinda olusmasi insanlarda siddetli olmayan kas aktivitelerinde bile
hicreler arasi ortamdaki artisini acgiklar niteliktedir. Aslinda belirgin ATP
yikimina neden olan siddetli egzersizde bile normal iskelet kasi hucresi
icinde adenozin igerigi artmamaktadir. Adenozinin yillarca 6nde gelen
metabolik vazodilator adayi olarak goértlmesinin nedeni iskelet kasinda
uretildigi bilinen, gugli bir vazodilator olarak tanimlanmasindan kaynaklanir
(65,68). Gergekten de mikrodiyaliz yontemiyle bacak egzersizi sirasinda
adenozin konsantrasyonu ile kan akimi arasinda guglu bir korelasyon
saptanmistir. insanlarda adenozin reseptér agonisti inflizyonu da egzersizle
uyarilan kan akiminda ~%20 azalmaya neden olmustur. Diger yandan bazi
tirlerde ne adenozin reseptor blokaji ne de reseptdr duyarsizlastiriimasi aktif
kastaki kan akimini degistirmemistir (65). Elde edilen sonuglar adenozinin
egzersiz hiperemisi icin esansiyel olup olmadigi konusunda suUpheye yol
acmaktadir.

ATP. Dolagimdaki ATP duzeyleri oldugu kadar kas dokusunun
hicrelerarasi sivisindaki ATP duzeylerinin egzersiz siddetine bagli olarak
arttig1 gosterilmigtir. Fakat ATP konsantrasyonundaki degisiklerle kan akimi
arasindaki iligki net olarak acgiklanamamigstir. ATP’nin kaynagi iskelet kasi
hacreleri degildir. Egzersiz sirasinda hucreler arasi siviya ATP saglayan
potansiyel kaynaklar endotel hlcreleri, sempatik sinir sonlanmalari, mekanik
deformasyona ugrayan eritrositler ve oksihemoglobin deoksijenasyonu olarak
sayllabilir. ATP damar endotelindeki P,y reseptorlerinin aktivasyonuyla
vazodilatasyona ve NO, PG ve EDHF gibi vazodilatorlerin salinmasina da
neden olur. Bunun yaninda ATP de iletilen vazodilatasyonun araci molekuli
olarak gosterilmektedir (65). Vazodilator purinerjik P, reseptorlerinin spesifik
antagonistinin  bulunmamasi  ATP’nin  egzersiz hiperemisindeki rolu
konusunda guglu yorumlarin yapiimasini engellemistir.
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Prostaglandinler. Damar endotel hicreleri oldugu kadar iskelet kasi
hicreleri de vazoaktif prostaglandinler igin potansiyel kaynaklardir.
Siklooksijenaz (COX) enzimiyle arasidonik asitten prostaglandin H;
olustuktan sonra, gesitli eikozanoid urtnler olusur (prostaglandin E,, PG-I, ve
tromboksan A;). Prostaglandinlerin olusumunu saglayan temel sure¢ hicre
icinde kalsiyum konsantrasyonunun artmasidir. Fakat bunun yaninda NO ve
peroksinitrit molekulleri de prostaglandin olusumuna katkida bulunurlar (65).
Ortama salinan prostaglandin ve prostasiklin molekulleri, hedef hicrelerinden
biri olan duz kas hucrelerinde reseptorleri araciigiyla adenilat siklaz
aktivasyonuna ve hucre i¢i kalsiyum duzeylerinde dusmeye yol agarak
vazodilatasyona neden olurlar (71).

Kas kasiimasinin prostaglandin Gretimi Uzerine etkisi vardir. PG-E; ve
PG-l; molekullerinin her ikisi de kas dokusu tarafindan olustururlurlar ve
egzersiz sirasinda kastaki venoz kanda konsantrasyonlari artar. Mikrodiyaliz
yontemiyle egzersiz sirasinda hucreler arasi sivida PG-E; ve PG-l
konsantrasyonlarinin artigi ve PG-E, dulzeyinin egzersiz siddetiyle iligkili
oldugu gbsterilmistir. ilging olarak tromboksan Ay'nin egzersiz sirasinda,
siddetiyle ters iligkili olarak, azaldig1 saptanmistir (72).

Prostaglandinlerin  egzersiz  hiperemisine  katkisini  inceleyen
calismalarin sonuglari ise oldukga celigkilidir. insanda kan akiminin venoz
oklizyon pletismografisiyle o6lguldigu c¢alismalarda COX inhibisyonunun
egzersiz hiperemisini ~%20 kadar azalttigi gozlenirken (73) diger yandan
ayni yontemle veya ultrason-Doppler tekniginin kullanildigi COX inhibisyonu
calismalarinda benzer bir etki gorulmemistir. Deney hayvanlarindan elde
edilen sonuclarin da benzer sekilde celiskili olmasi ve saptanan olumsuz
bulgular prostanoitlerin egzersiz hiperemisi igin esansiyel olmadigini
disundlurmektedir (65).

Endotel Kaynakli Hiperpolarize edici Faktér. COX ve NOS inhibisyonu
sirasinda bile bradikinin ve ACh molekullerinin diuz kas hucrelerinde
hiperpolarizasyona ve arteriyel vazodilatasyona neden olmasi hiperpolarize
edici bir faktorun varhgini dusundirmastir. Bu etkinin altinda yatan
mekanizma tam olarak aydinlatilamamis olsa da, endoteldeki agonist nedenli
hicre igi kalsiyum artisinin, Ca**-bagimli potasyum kanallarinin
aktivasyonuyla endotel hucrelerinde hiperpolarizasyona neden olduguna
inaniimaktadir (74). Bunu takiben hiperpolarizasyon duz kas hucrelerine de
iletilir. Bunun igin dnerilen birkag yol vardir: bir araci molekilin endotelden
diz kas hucrelerine difuzyonu, miyoendotelyal gap junction baglantilari
araciligiyla iletim veya endotel hicrelerinden potasyum salinmasiyla Na-K
pompasi ve/veya potasyum kanallarinin aktivasyonu (65).

EDHF’nin dogrudan egzersiz hiperemisinde ise karistigina dair kanit
yoktur. Bradikininin iskelet kasi arterlerinde gucli bir vazodilatéor oldugu
gercegi ve egzersize cevaben iskelet kasindaki hicrelerarasi sivida arttiginin
gosterilmesi EDHF’nin egzersiz hiperemisinde bradikinin araciligiyla etki
gosterdigi ihtimalini dugundurmektedir (75).
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EDHF dokudan dokuya farkllik gosterdigi gibi, belli bir dokuda pek gok
farkh  EDHF bulunabilir. Damar yataginda sitokrom P-450 epoksijenaz
metabolitleriyle EDHF arasinda iliski kurulmasindan dolayi iskelet kasinda
vazodilatér 11,12-eikozatrienoik asit (11,12-EET) metabolitini olusturan
sitokrom P-450 2C (CYP 2C) enziminin EDHF oldugu o6ne suriimustar.
11,12-EET duz kasta hiperpolarizasyona neden olur (76). Sitokrom P-450
(CYP 2C) 2C9 insan iskelet kasinda, baslica mikrodamarlarin endotelinde
bulunur ve iskelet kasi hicrelerinde saptanamamistir (77). insanlarda
spesifik CYP 2C inhibitori olan sulfaphenazole inflUzyonu egzersiz
sirasindaki kas kan akimini degistirmemistir. Yine de CYP 2C gibi diger
sitokrom P-450 izoformlarinin oldugu kadar bagka molekullerin de iskelet
kasindaki EDHF etkisinde yeri olabilecegi unutulmamalidir. Ornegin sican
iskelet kasi arterlerinde endotelden bagimsiz ve oubaine duyarli
vazodilatasyona yol actigi gézlenen potasyum iyonu, pek ¢ok dokuda bu
etkiyle iligkili bulunmustur (65).

2.4.4. NO ve Egzersiz Hiperemisi

NO’nun iskelet kaslarinda rezistans damarlari araciliiyla bazal
vaskuler tonusun duizenlenmesindeki temel faktérlerden biri oldugu c¢ok
onceden bilinmektedir (64). Egzersiz hiperemisine katkisi ise birgok
arastirmaya konu oldugu halde, yontemsel yetersizlik ve/veya farkliliklardan
dolay! geliskili sonuglar mevcuttur. Yine de gunumuizde kas kasilmasinin
iskelet kasi hucrelerinden NO salinimini tetikledigi kesin olarak kabul
edilmektedir. NO dondrlerinin arteriyel inflzyonuyla iskelet kasi kan akiminda
belirgin artisa neden oldugu bilinmektedir. Bir NO donéri olan S-nitroso-N-
acethyl-penicillamine (SNAP)'In infuzyonuyla insan iskelet kasinda dlgulen
kan akimi artisinin egzersizin neden oldugu artigin yarisi kadar oldugu da
saptanmigtir (78). Deney hayvanlari ve insanlarda yapilan c¢alismalarin
bircogu NO’'nun bazal kas kan akimi kadar egzersizden sonraki toparlanma
surecindeki akimin duzenlenmesinde de duzenleyici rol oynadigini
gOstermistir. Mesela insanlarda NOS inhibitorlerinin inflizyonunun bazal kan
akimini %30-50 dluzeyinde, toparlanma surecindeki akimi da %30-40
dizeyinde azalttigi gosterilmistir (65). Deney hayvanlarininda da NOS
inhibitorlerinin  bazal kan akiminda benzer azaltici etki gosterdikleri
saptanmistir. Kas kasilmasinin neden oldugu kan akimi artisinin ise NOS
inhibisyonuyla %30 kadar azaldigi yine insan c¢alismalariyla ortaya
konmustur (65). Cogunlukla kan akiminin ol¢iimesinde venoz oklizyon
pletismografisi kullanildigindan, NOS inhibisyonuyla ilgili elde edilen veriler
sorgulanmaktadir. Bu yontemle kan akiminin dlgulmesi igin kas aktivitesinin
sona ermesi gerekir, dolayisiyla Olgllen degerler egzersizden sonraki
toparlanma surecinin erken fazi igin gecerlidir (78). Bu ylzden sistemik NOS
inhibisyonunun kan akimi Uzerindeki etkisi saptanamaz. Alternatif olarak
ultrason-doppler veya termodilusyon tekniklerinin kullanildigi ¢calismalarda da
benzer  sonuglara  varilmistir.  Bunun  yaninda  kullanilan  kas
preparasyonlarinin degisik tipte kas lifi icermesi de gbéze carpan bir
degiskendir. NO bagimli vazodilatasyonun dusuk-oksidatif kas gruplarina
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gbre yuksek-oksidatif kapasiteye sahip kas gruplarinda baskin oldugu
bilinmektedir (79).

NO’nun iletilen vazodilatasyondaki rolu de 6n plandadir. Vazodilator
metabolitlerin birikimine cevaben mikrodamarlardaki genigleme bir basing
gradienti yaratir ve endotelden surtinme stresi uyarisiyla salinan NO
araciliiyla daha Ust seviyede yer alan besleyici arterlerde akim-aracil
genislemeye de neden olur (16,64). Besleyici arterlerdeki akim-aracih
dilatasyonla, metabolik dilatasyon arasindaki, saniyelerle ifade edilen
gecikme zamani da bu gorusu destekler niteliktedir (64).

Besleyici arterlerde NO araciliyla gergeklesen dilatasyon, kastaki
perfuzyon basinci degismeksizin mikrodamarlarda akimin artmasina izin
verir. Damar tonusunun sempatik sinir sistemi tarafindan kontrol edilen
baglica alaninin besleyici arterler olmasi nedeniyle, bu mekanizma vyerel
perfuzyon ihtiyacina karsin sistemik perfuzyon ihtiyacinin dizenlenmesine de
izin verir. NO, sempatik iglev Uzerinde hem besleyici arterler duzeyinde
periferik etki, hem de iglevsel sempatolize neden olan merkezi etki
sergileyebilir. Periferde endotelyal az-adrenoseptorlerin katekolaminlerle
uyariimasi NO salinimina neden olur. az-adrenoseptorler nedeniyle olusan
vazokonstriksiyon 6zellikle NO’nun inhibitor etkisine duyarhdir. Diger yandan
NO’nun, noradrenalin salinimini presinaptik olarak inhibe ettigi de
bilinmektedir (16).

Bir Ustteki paragrafta s6zu edilen mekanizmalardan baska, endotelde
NO olusumu reseptorlerine baglanan bradikinin, asetilkolin ve ATP
molekulleriyle veya en 6nemlisi mekanik bir faktor olan sirtinme stresiyle
artar. Kas kasilmasi sirasinda endotel kadar, kas hucreleri de iskelet kasi
dokusundaki potansiyel NO kaynaklaridir. iskelet kasi hiicrelerindeki NOS
aktivasyonunun, kasilmayla baglantili olarak hiicre iginde artan Ca™*
konsantrasyonu veya NOS fosforilasyonu ve caveolin-3’e baglanma gibi
faktorlerle baglantili oldugu kabul edilmektedir (65).

Kas dokusunda NOS ekspresyonu: NOS izoenzimlerinin kas
dokusundaki ekspresyonu hem insanlarda hem de deneysel olarak kullanilan
kiguk memelilerde arastirnimistir. NNOS hem iskelet kasi liflerinde hem de
kas dokusunun iginden gegen noéronal aksonlarda eksprese edilir.
immunonhistokimyasal boyamalarla sican ve diger kiigiik memelilerde nNOS
tipinin baslica hizh liflerde ve bunlarin da sarkolemmaya yakin bdlgelerinde
bulundugu belirlenmistir (80). Sinir-kas kavsaginin motor son plak bdlgesinde
de nNOS yogunlasmasi da saptanmistir. Kasta, egzersizle nNOS
aktivitesinde artis oldugunu gdsteren bulgular da literaturde yer almaktadir.
Ayni zamanda mitokondriyle yakin komsulugu ve tip Il kas liflerindeki bollugu
dikkat cekmigtir (81).

Primer yerlesimi damardaki endotel hucreleri olan eNOS tipi, kas
dokusunda bulunan diger bir izoformdur. Immunohistokimyasal boyamalarla
kas liflerinde heterojen dagilima sahip oldugu ve mitokondriyal bir enzim olan

25



suksinat-dehidrogenaza yakin olarak bulundugu saptanmigtir. Kas
homojenatlarindan elde edilen mitokondriyal fraksiyonlarda Ca**-bagimli
NOS aktivitesinin ylksek olmasi bu bulguyu destekler niteliktedir. NNOS
izoformu gibi bu tip NOS aktivitesi de uyarilabilir 6zelliktedir ve egzersizle
arttigl saptanmistir. insanda ise eNOS enzimi sadece damar endotelinde
saptanmigtir (80).

iINOS’un kas dokusunda sabit bir ekspresyonu yoktur, fakat
inflamatuar uyariya cevaben ekspresyonu artar. immunohistokimyasal olarak
ve izole hucrelerde yapilan c¢alismalarla iINOS’un iskelet kasi hucrelerinde
oldugu kadar hem endotel hucrelerinde hem de kas igindeki makrofajlarda
arttigr bulunmustur (82).

2.5. Amag ve Hipotez

NOS inhibisyonuyla hipertansif hale getirilen si¢canlarda duzenli fiziksel
aktivitenin kan basincini disurmesinin mekanizmasi henuz tam olarak
aydinlatilamamistir. Kan basincinin duzenlenmesinde 6nemli rol oynayan
diren¢ damarlarinin bazal tonusunun ayarlanmasinda NO 6én planda yer alan
maddelerden biridir. Ayrica dizenli egzersizler sonucu NO dretiminde olumlu
yonde degisiklikler oldugu iyi bilinmektedir. Bu bilgiler gozetilerek
planladigimiz simdiki ¢alismada amacimiz NOS inhibisyonu ile hipertansif
hale getirilen sicanlarin duzenli egzersizler sonucu rezistans damarlarindaki
yanit degisikliklerini ortaya koymaktir.

Hipotez: NOS inhibisyonuna bagh hipertansiyon modelinde bozulan

direng damarlarinin yanitlari, dizenli fiziksel aktiviteyle dizelir ve bunda
egzersize bagdli olarak artan NOS enzimi proteininin rola vardir.
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GEREG VE YONTEMLER

Akdeniz  Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gergeklestirilen bu ¢alismada toplam 80 adet, 8 haftalik,
geng erigkin, disi Wistar sican kullanildi. Siganlar Deney Hayvanlari
Unitesinden saglandi ve sicakligi 23+2°C olan ve 12 saat aydinlik - 12 saat
karanlik periyodu uygulanan bir odada tutuldu. Ticari sican yemi ile beslenen
ve musluk suyu verilen hayvanlar serbest yem ve su tuketimine birakildi.

Calismanin basinda siganlar rastgele doért gruba aynldi ve
gruplandirma asagida gosterildigi sekilde yapildi:

a) Kontrol grubu (K, n=20)

b) Egzersiz grubu (E, n=20)

c) Hipertansif grup (H, n=20)

d) Hipertansif egzersiz grubu (HE, n=20)

3.1. Egzersiz Protokolii

Egzersiz gruplarina fiziksel aktivite modeli olarak yluzme egzersizi
uygulandi. Hayvanlarin yaptigi yuzme egzersizi i¢cin ¢esme suyuyla
doldurulan ve su sicakhgi 33+2°C’ye kadar isitilan 50x50x100 cm
boyutlarindaki cam akvaryum kullanildi. Siganlarin gece aktif olan hayvanlar
olduklari géz onlne alinarak, yizme antrenmanlari siganlar i¢in ayarlanan
IStk duzeninin karanhk periyodunda, karanlik bir odada yaptirildi. Yuzme
egzersizinden sonra hayvanlar kurulanarak kafeslerine yerlestirildi. Egzersiz
protokolunun ilk gunlerinde asamali alisgtirma yontemi uygulandi ve
amaglanan gunlik egzersiz siresine birkag gun icinde ulasildi. Ylizen
sicanlar 6 hafta boyunca haftada 5 gun, gunde 1 saat olmak Uuzere
antrenman slrecini tamamladi. Hipertansif egzersiz grubundaki ylzme
egzersizi L-NAME verilmesiyle eszamanli olarak baslatildi ve paralel devam
ettirildi. Uygulanan c¢esitli egzersiz protokolleriyle kiyaslandiginda, bu
siganlarda kullanilan egzersiz siddetinin VO2 wmax'in %55-60'ina karsilik
geldigi gorulir (42). Bu 6zelligi nedeniyle bu protokol dusuk-orta siddetli bir
aerobik egzersiz sayilabilir.

3.2. Hipertansiyonun Olusturulmasi

Hayvanlardaki hipertansiyon segici olmayan bir NOS inhibitoérl olan L-
NAME’nin (C7H4sN504-HCI) igme suyuna ilave edilmesiyle olusturuldu.
Kullanilan L-NAME’nin dozu hayvanlardaki icme suyu tuketimi belirlenerek
hesaplandi ve amaclanan dozun alinmasi saglandi. L-NAME’li igme suyu 2
gunde bir tazelendi ve onceden artan igme suyu tekrar kullaniimadi. Bu
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sekilde hipertansif gruplardaki sigcanlar 6 hafta boyunca glinde 25 mg/kg
dozunda L-NAME aldilar.

3.3. Kan Basinci Olgiimii

Deneydeki hayvanlarin kan basinglari invazif olmayan ftail-cuff
yontemiyle kuyruk arterlerinden Olguldu. 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) Unitesi
araciligiyla bilgisayara aktarildi ve dlgimler Acknowledge paket programiyla
gizdirilen basing traseleri Uzerinden yapildi. Tum hayvanlarin deney oncesi
bazal degerleri saptandiktan sonra kan basinci takibine 2 haftada bir yapilan
Olcumlerle deney sonuna kadar devam edildi.

Kuyruktaki arterlerden gecen kan akiminin kisa bir sdreligine
kesilmesi icin havayla sigirilebilen, halka seklindeki bir manset (cuff)
kullanildi. Belli basing saglayacak duzeyde sigirilen mansetin otomatik
olarak yavasca sondurilmesiyle kan akiminin tekrar baslamasi saglandi. Bu
sirada, yine halka seklindeki basing probuyla belirlenebilen pulsasyonun
basing degeri saptandi. Bu yontemdeki kan basincinin 6lgim prensibi
insandaki kan basincini kol arterinden 6lgme yontemindekiyle benzerdir.

Kuyruk arterlerindeki pulsasyonlarin daha kolay algilanmasi igin
hayvanlar her kan basinci dlgimunden 6nce 1sitildi ve arterlerin geniglemesi
saglandi. Tabandan isitilan ve nefes almayi engellemeyen, i¢ sicakligi
30°C’ye kadar g¢ikan genisge bir kutuda 10-15 dakika bekletilen hayvanlar
dlgime alindi. Olgiimler oda sicakliginda yapildi ve kuyruklarin isitilmasina
yaklasik 30 cm yuksekte bulunan 150 watt'lik kizildtesi 1sinli lamba ile
devam edildi. Periyodik olgumler sirasinda her si¢an igin en az Ug¢ basing
trasesi kaydedildi ve belirlenen degerlerin ortalamasindan o gunki kan
basinci degeri hesaplandi. Egzersiz gruplarindaki hayvanlarin kan basinglari
son egzersizden en az 24 saat sonra olgulda.

3.4. Deneyin Sonlandiriimasi

6 haftalik deney suresinin sonunda tum gruplardan doku o&rnekleri
alindi. Deneyin sonlandiriimasi islemi egzersiz gruplarinda son egzersizden
48 saat sonra yapildi.

Uygulanan eter anestezisinden sonra karinlari acgilan hayvanlar
kansizlagtirilarak feda edildi. Hayvanlarin her iki bacagindaki tuylu deri
kesilip dikkatlice soyulduktan sonra iki bacaktaki gastocnemius kaslari
damarlarin zedelenmeyeceg@i sekilde cikarildi. Buzda bekletilen modifiye
Krebs-Henseleit solusyonuyla (110 mM NaCl, 5 mM KCI, 24 mM NaHCOs, 1
mM KH2PO4, 1 mM MgSO4-7H20, 2,5 mM CaClz, 10 mM glukoz, 0,02 mM
EDTA) vyikanan kas orneklerinden diren¢ damarinin izolasyonu igin
mikrodiseksiyon asamasina gegildi.
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Diseksiyon mikroskobu kullanilarak (OLYMPUS-SZ61), uygun
bayutme derecesinde arter-ven ayirimi yapildiktan sonra gastocnemius
kasini besleyen iletim tipi arterin dallarindan ayrilan direng arteri belirlendi.
Dallanma gozlenmeyen bolgesinden 2 mm’yi gegcmeyen boydaki damar
parcasi izole edilerek etrafindaki bag ve yag dokulari uzaklastirildi. Alinan
damar segmentleri telli miyograf sistemine (EMKA Technologies, Paris-
France) veya mikropipetle kanule edilen basing kontrolli miyografa (Living
Systems Instrumentation, VT-USA) mikroskop altinda yerlestirildi. izole
edilen direng damarlarinin ¢api yaklasik olarak 200 ile 250 um arasindaydi.

3.4.1. Telli Miyograf Caligmasi

Gastrocnemius kasinin igine giren ve ikiye ayrilan, besleyici-iletim tipi
arterinin devamina uzanan mikrodiseksiyonla rezistans arteri segmenti izole
edildi. Damar 6rnegi soguk diseksiyon ortamindan alinarak 37°C’lik Krebs-
Henseleit solusyonu bulunan ve ortasinda damarin  miyografa
yerlestiriimesine yardimci olan 6zel bir duzenegi bulunan petri kabina
konuldu. Bir ucu vidalanarak sabitlenmis 25 ym c¢apindaki tungsten tel, ince
uclu forseps yardimiyla damarin iginden gecirildi. Bu igslem sirasinda
Ozellikle telin serbest ucunun damar lumeni icindeki hareketi sirasinda
endotel tabakasinin zedelenmemesine dikkat edildi. Tungsten telin serbest
ucu da vidalandiktan sonra ikinci bir tel damarin lumeni boyunca ilerletilerek
preparasyonun miyografa yerlestiriimeden dnceki asamasi tamamlandi.

Hazirlanan preparasyon banyo hacmi 10 ml olan ve dissal i1sitmayla
icindeki solusyonun sicakligini 37°C’de sabit tutulan miyograf haznesine
yerlestirildi. Damar pargasina mekanik kuvvet uygulanmadan, serbest tel
uclari izometrik kuvvet transduserinin kargisinda bulunan simetrik dizenege
vidalanarak sabitlendi. Bazal duvar gerimi saptanmadan 15 dakikalik bir
sure i¢cin damar pargasi organ banyosunda dinlendirildi.

Mikrometrik 6lgiim skalasi kullanilarak her damarin boyu élgiildi. iki
tel arasinda belli dig damar ¢api degerlerinde, damar duvarinin olusturdugu
gerim kuvveti saptanarak bilgisayar yazilimi yardimiyla (Normalize v1.0,
EMKA Technologies) cap-gerim grafigi cizdirildi. Bazal damar gerimini
belirlemek igin in-vivo sartlarda 90 mmHg kan basinci degerinde olugan
gerim de yazilimla otomatik olarak hesaplandi ve her damar preparasyonu o
ornek icin saptanan bazal gerimde bekletildi.

Isitilan banyo solusyonunun 15 dakikada bir degistirildigi miyograf
haznesi c¢alisma protokolleri boyunca %5 CO; - %95 O, gaz karisimiyla
gazlandirildi. Bir saatlik bekleme sureci sonrasinda damar cevaplarinin
saglikh olarak elde edilebilmesini kolaylastiran ve damar igin bir 6n-uyariima
sayllan vitalizasyon agsamasina gegildi. Bunun i¢in 20 mM KCI iceren banyo
solusyonuna ayrica 107 M konsantrasyonda noradrenalin (NA) ilave edildi.
Bu sekilde 3 defa kasilmasi saglanan damar preparati her uygulamadan
sonra normal Krebs-Henseleit solusyonuyla yikandi. Takip eden sirecgte 30
dk dinlenme periyodu uygulandi.
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Deney protokollerine baglamadan o©Once damarlardaki endotel
dokusunun saglam olup olmadigi arastirildi. 10° M NA ile kastirilan damara
ayni konsantrasyonda ACh uygulanarak gevseme cevabinin olup olmadigi
ve buyukligu saptandi. %60 ve Uzerinde gevseme cevabi sergileyen
damarlar endotel pozitif olarak degerlendirildi. Endotel cevabi olmayan veya
cok zayif olan damarlar endotelsiz protokolde kullanildi.

Damar duz kasinin kasilma gucunun saptanmasi igin 80 mM KCI
iceren banyo solusyonu kullanildi. ilave edilen fazladan K iyonu
konsantrasyonuna esdeger Na iyonu solusyon igeriginden ¢ikarilarak, yerine
koyma yontemiyle belirtilen dizeyde KCI iceren ¢ozelti hazirlandi. Bu
asamadan sonra damarlar 30 dk dinlenme suresine birakildi.

Bu asamaya kadar ayni iglemlere maruz kalan damarlar i¢in bundan
sonra asagida tarif edilen protokoller uygulandi. Birbirini takip eden
uygulamalin aralarinda 30 dk dinlenme periyodu birakildi.

Noradrenalin: artan dozda NA kiimilatif olarak (10°-3x10° M)
uygulandi ve kasilma cevabi kaydedildi.

Sodyum nitroprussid: 10° M dozunda NA ile kastirilan damarlarin NO
dondrii olan sodyum nitroprussid (SNPYnin artan dozdaki (10°-10° M)
konsantrasyonlarda gevseme yanitlari saptandi.

Asetilkolin: damarlarin ACh doz-yanit egrisini saptamak icin 10° M
NA ile kasilmasini takiben kumdulatif ACh dozlarina (10‘9—10'6 M) verilen
gevseme cevaplari elde edildi.

ACh protokolii NOS enziminin substrati olan L-arginin varliginda (10
M, 30 dk preinkubasyon) ve secici olmayan NOS inhibitord L-NAME
varhiginda (10* M, 20 dk) tekrar edildi. Diz kas hiicresine difiize olan
NO’nun gevsetici etkisini inhibe etmek igin, hedefi olan solubl guanilat siklaz
enziminin inhibitoriyle (7H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a] quinox-alin-1-one, ODQ)
10° M dozda, 30 dk inkubasyon sonrasinda da yine kiimiilatif ACh
dozlariyla (10°-10° M) elde edilen gevseme yanitlari degerlendirildi. Diger
bir protokolde ise L-NAME'in yani sira siklooksijenaz enzim inhibitora olan
indometasin (10° M), secici olmayan potasyum kanal blokorii olan Tetraetil
amonyum (10° M) ve voltaja duyarli potasyum kanali blokdrii olan 4-
Aminopiridin varliginda (10° M, 20 dk eszamanl preinkubasyon) artan
dozda ACh (10°-10° M) ile elde edilen gevseme yanitlari saptandi.
indometasin ile prostaglandinlerin, Tetraetii amonyum ve 4-Aminopiridin ile
EDHF’nin gevsemedeki katkisina yaklasim yapilmaya ¢alisildi.

Endotelsiz damarlara ise yukarida tanimlanan NA doz-yanit
protokollUnun aynisi uygulandi, bunun yani sira artan dozdaki SNP’ye verilen
gevseme cevaplari da kaydedildi.

Damar cevaplarinin sayisal degerlerini elde etmek igin veri toplama

sistemiyle bilgisayara kaydedilen miyogramlar kullanildi (/OX-Datanalyst
2.0.0.6, EMKA Technologies). Asamali olarak artan NA dozlarina verilen
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kasilma cevaplari damarlarin sergiledigi net gerim seklinde gram cinsinden
ifade edildi. ACh ve SNP’ye verilen gevseme yanitlari ise bu ajanlarin her
dozu igin 10° M NA’nin neden oldugu maksimal gerime goére % azalma
seklinde hesaplanarak ifade edildi. Her protokol icin saptanan doz-cevap
egrilerinin verileri, degisik dozlar i¢cin 5-9 damar preparasyonundan elde
edilen degerlerin ortalamasi seklinde sunuldu.

3.4.2. Basing miyografi galismasi

Akim aracili gevseme vyanitlari basing miyografi kullanilarak
degerlendirildi. Daha once belirtildigi sekilde izole edilen gastrocnemius
kaslarindan izole edilen ~200 um ¢apindaki dal igermeyen damarlar, Krebs-
Henseleit solusyonu igeren damar banyosuna alinarak iki adet cam
mikrokanul araciligiyla kanule edildi. Damar segmentinin iki ucu ince ipek
iplik kullanilarak baglandiktan sonra 37°C’de, 1 saatlik dinlenme periyoduna
birakildi. Servo-kontrolli basing Unitesi araciligiyla (Pressure servo control
unit — Peristaltic pump, Living Systems Instrumentation, VT-USA) dinlenim
periyodunun ilk 20 dakikasi suresince intraluminal basing 45 mmHg, geri
kalan 40 dk boyunca ise 65 mmHg dizeyinde sabit tutuldu. Dinlenim
periyodu boyunca her 15 dakikada bir arteriyoller taze Krebs-Henseleit
solusyonuyla yikandi. 1 saatlik dinlenim periyodunun sonunda damarlarin
bayuk kismi baslangi¢ ¢aplarina kiyasla en az %25 oraninda spontan tonus
olustururken bazi damarlarin kasilmasi banyo sivisina noradrenalin
eklenerek saglandi (10'8—10'6 M). Tum deney protokolleri intraluminal basing
65 mmHg duzeyinde iken gergeklestirildi.

Akim aracili gevseme yanitlari tim gruplarda artan damar i¢i akima
cevaben olusan damar i¢ ¢api degisikliklerinin Olgilmesiyle degerlendirildi.
Deney protokolleri boyunca ortaya g¢ikan damar i¢ gapindaki degisiklikler
inverted mikroskoba bagh (Nikon Eclipse TS100, Japan) video-kamera
sistemi araciligiyla surekli olgtldi (Sony XC73CE) ve kayitlari veri toplama
sistemiyle bilgisayar ortamina aktarildi (MP100-CE, BIOPAC Systems, CA-
USA). Damar i¢i akim hizi 7, 16, 26, 35 ve 62 pl/dk olacak sekilde agsamali
olarak arttirildi ve her bir akim hizinda damar ¢api degisiklikleri 5 dk boyunca
izlendi. Tum deney gruplarinda akim aracili gevseme yanitlari bazal sartlarda
ve sonrasinda banyo sivisina eklenen L-NAME varliginda degerlendirildi (20
dk inkubasyon, 10 M). Her bir akim agsamasinda ortaya ¢ikan ¢ap degisimi,
spontan tonusun olustugu durumda saptanan i¢ ¢ap degerinin yuzdesi (%)
seklinde ifade edildi.
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3.5. Western Blot Analizi

3.5.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

izole edilip dondurulan ¢izgili kas ve damar dokulari éncelikle 30 dk
boyunca buzlu ortamda proteaz inhibitér kokteyli iceren (Sigma, P8340) lizis
tamponunda bekletildi. Damar dokularinin kuagik olmasi nedeniyle ayni
grupta yer alan 2 hayvanin Ornekleri birlestirildi. Daha basarili bir
homojenizasyon igin kaslar kUguk pargalara boélundd. Buz Uzerinde, 10
saniyelik sonikasyonla elde edilen homojenatlardan 2 asamali santrif(j
islemiyle (10 dk—8000 rpm; 15 dk-15000 rpm) ayrilan supernatantlarda
protein olgimu yapildi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-USA). Esit
miktarda protein igeren ornekler hazirlandi ve protein denaturasyonu igin
numuneyle esit hacimde 2xLaemmli tamponu (Sigma, S3401) karistirildi.
Karisim vorteks agsamasindan sonra 5 dk 95°C’lik suda bekletildi ve santrifi;
(5 dk—8000 rpm) isleminden sonra supernatanti alindi.

3.5.2. Elektroforez ve Blotlama islemleri

Proteinlerin sodyum dodesil sulfat — poliakrilamid jelde elektoforetik
olarak ayrilmasi igin %7.5'lik jel kullanildi. Molekuler agirhk standardi (Bio-
Rad Laboratories) ve numuneler kuyucuklara yuklenerek 2 saatlik
elektroforez asamasina gecildi. Bunun ardindan jelde molekuler agirhigina
gore ayrilmis olan proteinler nitroseluloz membrana aktarildi ve %5’lik yagsiz
sut tozu iceren tampon kullanilarak 1 saatlik bloklama islemi uygulandi.

Primer antikor uygulamasindan once nitroseluloz membranlar 30 dk
boyunca 4 kez tazelenen tampon kullanilarak yikandi. Ayri membranlar
NNOS, eNOS ve iNOS ic¢in sirasiyla 1:2000, 1:1500 ve 1:1000 sulandirma
oraninda primer antikor solusyonlariyla (Sigma, N7280, N3893, N7782) 1
gece boyunca 4°C’de devamli c¢alkalanarak muamele edildi. Sonrasinda
spesifik olmayan baglantilarin goéruntilenmesini engellemek icin yine 30 dk
boyunca membranlar devamli calkalanarak yikandi. Sekonder antikor
uygulamasi igin 1:7000 oraninda sulandiriimig, peroksidaz-konjuge antikor
solusyonu kullanildi (Chemicon, AP132P). 1 saatlik inkubasyon sonrasinda
géruntileme asamasina gegcildi. Yontemin pozitif kontrol araci olarak
hicrelerde sabit ekspresyonu olan gliseraldehit-3-fosfat-dehidrogenaz
(GAPDH) proteinine 0zgu antikor kullanildi (Santa Cruz Biotechnology,
F1335-primer, F2705-sekonder).

3.5.3. Goriintlileme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans
olusturan Grdna igin substrat iceren ECL reaksiyon karisimi (RPN2132,GE
Healthcare Amersham-UK) nitroseluloz membranlarin Gzerine uygulandi. 5
dk bekleme surecinden sonra fotograf filmi (Hyperfilm) kullanilarak spesifik
antikor baglanmalarinin yeri film tzerinde belirlendi.

Gorintllerin yari-kantitatif analizi icin bilgisayar ortamina aktarilan film

paternleri bilgisayar yazilimi yardimiyla degerlendirildi (Scion Image).
Sonuglar her grup icin Unite cinsinden ifade edildi.
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3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda elde edilen sonuglar ortalama * standart hata olarak
verildi. Tekrarli olmayan verilerin istatistiksel degerlendirmesi tek yonlu
varyans analiziyle, gruplar arasi karsilastirma ise Newman-Keuls testi
kullanilarak yapildi. Tekrarlayan odlgumlerle elde edilen farkh ajan
dozlarindaki kasilma/gevseme cevaplarinin degerlendiriimesinde 2 yonlu
varyans analizi kullanildi. Noradrenalin ve asetilkolinin sigmoid doz-cevap
edrilerinde maksimal cevabin vyarisini olugturan efektif konsantrasyon
degerleri (ECsp) lineer olmayan regresyon analizi kullanilarak hesaplandi.
Elde edilen verilerin negatif logaritmik degerleri alinarak sonuglar pD2
seklinde ifade edildi, gruplar arasi karsilastirma tek yonli varyans analizi ve
Newman-Keuls testleriyle yapildi. istatistiksel énemlilik derecesi p<0,05
olarak kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Vucut Agirhgi

Deney sonlandirilirken olgutlen vicut agirliklari K grubunda 234 + 7,57
g, E grubunda 247,5 £ 7,79 g, H grubunda 243,3 + 9,89 g, HE grubunda da
232,5 £ 8,96 g olarak bulundu. Vicut agirliklari yoninden gruplar arasinda
fark saptanmadi.

4.2. Kan Basinci

6 haftalik deney sureci boyunca 2 haftalik araliklarla dlgulen sistolik
kan basinci degerleri Sekil 4.1’de gdsterilmistir. Bazal kan basinci degerleri
gruplar arasinda farkli degildi. Hipertansif gruplardaki degerler 2. haftadan
itibaren deney sonuna kadar diger gruplardakine gore yuksekti. Deney
sonunda H ve HE gruplarindaki kan basinglari K grubuna goére oneml
dizeyde yuksek bulundu (p<0,001). Ayrica HE grubunda daha dusuk olan
kan basinci de@erleri ile H grubu arasinda énemli fark saptandi (p<0,01).

—=—K
160+ n —
—1 =
o E*i* e HE

Sistolik kan basinci
(mmHg)

Haftalar

Sekil 4.1. Deney gruplarindaki sistolik kan basinci degerleri (mmHg).
K grubundan fark, *** p<0,001, H grubundan fark, ## p<0,01
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4.3. Telli Miyografta Degerlendirilen Damar Cevaplari

4.3.1. KCI Cevaplari

80 mM K iyonu igeren banyo solusyonunda damarlarin sergiledigi
kasilma cevplari gruplar arasinda farkhlik géstermedi (Emax (9); K 1,15 £ 0,16;
E 1,06 £0,11; H 1,06 £ 0,08; HE 1,16 + 0,16).

4.3.2. Noradrenaline Verilen Kasilma Yanitlari

Artan dozda NA (10 — 3x10° M) ile elde edilen doz-yanit egrileri Sekil
4.2'de gosterilmistir. Gruplarin NA yanit egrileri arasinda herhangi bir
istatistiksel fark saptanamadi. Ayrica her grup i¢in hesaplanan pD2 degerleri
agisindan gruplar arasinda 6nemli bir fark saptanmadi (K 6,91 £ 0,19 M, E
6,43 £ 0,26 M, H 6,34 + 0,35 M, HE 6,13 +£0,20). Maksimal kasiima yanitlari
da benzer sekilde gruplar arasinda farkl degildi (Tablo 4.1).
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Sekil 4.2. Rezistans arterlerindeki noradrenalin (10'9—3x10'6 M) doz-cevap egrileri.

Tablo 4.1. Degisik protokollerde direng damarlarinin sergiledigi maksimal cevap degerleri
(Emax); veriler noradrenalin i¢in gram, diger ajanlar icin % gevseme seklinde
gOsterilmigtir.

Protokol K E H HE

NA (9) 1,48 £ 0,23 1,18 £ 0,14 1,11+ 0,29 1,38 £ 0,09
SNP (%) 95,3+1,8 95,2 +1,1 95,9 +2,5” 94,5+1,2”
ACh (%) 70,1+6,9 74,4 +49 47,8 +5,1* 70,8 + 4,5
L-arg (%) 89,9+ 1,6 79,349 57,8 £+ 9,5* 82,2 + 4,8
L-NAME (%) 56,4 + 8,5 57,7+ 8,2 23,7+7,5* 58,3 + 4,4"
oDQ (%) 55,3 £ 6,1 60,3 + 8,2 43,4 +8,8” 49,8 + 6,47
L-NAME + indo + K inh (%) 18,8 +6,0 17,7+9,3 14,6 + 14,6 17,3+ 7,7

K grubundan fark, * p<0,05; H grubundan fark, # p<0,05
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4.3.3. Sodyum Nitroprussid ile Elde Edilen Gevgseme Yanitlari

SNP’nin kiimiilatif dozlariyla (10° — 10° M) elde edilen doz-yanit
egrileri Sekil 4.3’te gosterilmigtir. Gruplarin  SNP’ye verdikleri doz-yanit
egrilerinde ve ulasilan maksimal gevseme cevaplari arasinda énemli bir fark
saptanmadi (Tablo 4.1).
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A H
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-log [SNP] M
Sekil 4.3. Direng damarlarinda sodyum nitroprussid (10°-10° M) ile elde edilen gevseme
cevaplari.

4.3.4. Asetilkoline Verilen Gevgseme Cevaplari

Artan dozda ACh (10° — 10° M) ile gruplarda saptanan doz-yanit
egrileri Sekil 4.4’te gosterilmistir. ACh gevseme yanitlarinin tekrarlayan
Olcumleri igin iki yonlu varyans analizi sonucu egriler arasinda istatistiksel
olarak 6nemli fark bulundu (p<0,05). Maksimal gevseme yanitlari yonunden
kargilastirildiklarinda, H grubundaki degerler K grubundakilerden onemli
dizeyde dusuk olarak saptandi (p<0,05). Ayrica HE grubundaki yanitlar da H
grubundakilerden 6nemli 6lglide (p<0,05) ylksekti (Tablo 4.1). Hesaplanan
pD2 degerleri K grubu igin 7,94 + 0,17 M, E grubu igin 8,36 £ 0,22 M, H
grubu icin 8,31 £ 0,24 M ve HE grubu igin 8,47 £ 0,16 M olarak bulundu ve
bu degerler arasinda istatistiksel agidan fark saptanmadi.
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Sekil 4.4. Rezistans arterlerinde ACh (10'9—10'6 M) uyarisiyla elde edilen gevseme
cevaplari. K grubundan fark, * p<0,05; H grubundan fark, # p<0,05
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4.3.5. L-arginin Varhginda Saptanan Gevgeme Yanitlari

L-arginin ile inkubasyon sonrasinda saptanan ACh aracili gevseme
yanitlari Sekil 4.5’'te gosterilmistir. Gruplarin doz-yanit egrilerinde 6nemli
dizeyde (p<0,01) istatistiksel fark vardi. H grubunun sergiledigi maksimal
gevseme vyanitlari K grubundakilerden &6nemli dizeyde dusik olarak
bulunurken (p<0,05), HE grubundaki degerler de H grubundakine gore
onemli derecede (p<0,05) yuksekti (Tablo 4.1).
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Sekil 4.5. L-arginin (10 M) inkubasyonu sonrasinda saptanan ACh-gevseme
yanitlari. K grubundan fark, * p<0,05; H grubundan fark, # p<0,05

4.3.6. L-NAME inhibisyonuyla Gézlenen Damar Cevaplari

L-NAME ile inkubasyon sonrasi g¢alisma gruplarinda goézlenen ACh
aracili gevseme yanitlari Sekil 4.6’da gosterilmistir. L-NAME inhibisyonunun
etkisi tum gruplarda gozlendi. Gruplarin doz-yanit egrilerinde yapilan
istatistiksel analiz sonucu aralarinda énemli diizeyde (p<0,05) fark saptandi.
H grubundaki maksimal gevseme degerleri K grubundakilerden onemli
Olclide dusluk olarak saptandi (p<0,01). Bunun yaninda HE grubundaki
cevaplar da H grubundakilerden 6nemli dizeyde (p<0,05) yuksekti (Tablo
4.1).
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Sekil 4.6. L-NAME (10 M) inkubasyonu sonrasinda elde edilen ACh-gevseme cevaplari.
K grubundan fark, ** p<0,01; H grubundan fark, # p<0,05
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4.3.7. ODQ inhibisyonuyla Saptanan Gevseme Cevaplari

Damarlarin  ODQ inkubasyonu sonrasinda ACh’ya cevaben
sergiledikleri gevseme yanitlari Sekil 4.7°’de gosterilmistir. Tiam gruplarin
cevaplarinda ODQ’nun inhibitor etkisi gozlendi. Gruplarin doz-yanit egrileri ve
maksimal gevseme degerleri arasinda dnemli bir fark saptanmadi (Tablo
4.1).
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Sekil 4.7. ODQ (10 M) inhibisyonu sonrasinda damar érneklerinde saptanan ACh-gevseme
cevaplari.

4.3.8. L-NAME, indometasin ve K* Kanallarn inhibisyonuyla Elde Edilen
Damar Cevaplari

NO ve prostaglandin Uretimlerinin engellendigi ve damar duz kasindaki
hiperpolarizasyonun o6nlendidi protokoldeki damar yanitlari Sekil 4.8'de
gOsterilmigtir. Tum gruplarin gevseme yanitlarinda belirgin azalma saptandi.
Gruplarin doz-yanit egrileri ve maksimal gevseme dederleri ydoninden énemli
bir fark saptanmadi (Tablo 4.1).
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Sekil 4.8. L-NAME (10'4 M), indometasin (10'5 M), tetraetil amonyum (10'3 M)
ve 4-aminopiridin (10 M) inhibisyonu sonrasinda direng damarlarinda
elde edilen ACh-gevseme cevaplari.
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4.3.9. Endotelsiz Damarlarin Yanitlari

Endoteli hasarlanmis damarlarin NA'nin kimdulatif dozlarina (10'9 -
3x10° M) gosterdigi maksimal kasilma yanitlar agisindan gruplar arasinda
fark saptanmadi (Emax (9); K 1,53 £ 0,32; E 1,24 + 0,33; H 0,97 + 0,10; HE
1,11 + 0,14). Benzer sekilde artan dozdaki SNP veriimesiyle (10° — 10° M)
de gruplarin maksimal gevseme yanitlari farksizdi (Emax (%); K 91,2 + 2,54; E
93,1 £ 0,90; H 89,9 £ 3,91; HE 88,7 + 3.0).
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4.4. Basing Miyografi Caligmasi ve Akim Aracili Gevseme Cevaplari

Her grupta akimla uyarilan gevseme yanitlari bazal sartlarda ve L-
NAME inkubasyonu sonrasinda degerlendirildi (Sekil 4.9, A ve B). Akim
aracili gevseme degerleri agisindan, bazal sartlarda H grubundaki degerler K
grubundakilere goére 6nemli dizeyde diusuktl (p<0,001). HE grubundaki akim
aracili gevseme yanitlari H grubuna kiyasla onemli dizeyde yukselme
gosterdi  (p<0,01). 10* M dozundaki L-NAME akim aracili gevseme
yanitlarini belirgin olarak azaltti. L-NAME inkubasyonu sonrasinda da benzer
sekilde H grubu K’'dan (p<0,01), HE grubu da H’dan farkh bulundu (p<0,05).

A

Akim (pL/dk)

B

Akim (pL/dk)

Sekil 4.9. Diren¢ damarlarinda akim araciligiyla uyarilan gevseme yanitlari,
A. Bazal sartlarda, B. L-NAME (10™ M) inhibisyonu sonrasinda.
K grubundan fark, ** p<0,01, *** p<0,001;
H grubundan fark, # p<0,05, ## p<0,01
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4.5. Western Blot Sonuglari

4.5.1. Diren¢ Damarlarindaki Bulgular

Esit miktarda protein iceren damar orneklerinde GAPDH protein
ekspresyonu gruplar arasinda farksiz olarak saptandi. eNOS protein
ekspresyonu yonunden sonuglar degerlendirildiginde egzersiz protokolunu
uygulayan her iki grupta da (E 19,4 £ 1,39 ve HE 20,6 = 3,23) K grubuna
gore (10,3 £ 2,15) 6nemli artis bulundu (p<0,05), H grubundaki sonuglar ise
K grubundakilerden istatistiksel olarak farkh degildi (15,9 = 2,61). eNOS
ekspresyonu sonuglari Sekil 4.10°da sunulmustur.

30+

20

Unite

10+

g m 4 e g m

K E H HE K E Huvec H HE

Sekil 4.10. Damarlardaki eNOS protein ekspresyonu sonuglari ve Western blot gortintusu.
(HUVEC — human umbilical vein endothelial cells, pozitif eNOS kontrolii)
K grubundan fark, * p<0,05

Diren¢g damarlarindaki nNOS sonuglari agisindan gruplar arasinda bir

fark saptanmadi (Tablo 4.2). Yaptigimiz galigmada damarlarda iNOS proteini
saptanamadi.

Tablo 4.2. Deney gruplarindaki NOS proteini ekspresyonu sonuglari (Unite).

NOS Tipi K E H HE
nNOS (damar) 118,8 £ 18,50 134,3 £ 11,95 117,5 £ 13,90 111,5 £ 15,70
nNOS (kas) 29,5+4,60 28,4270 31,4 £2,50 29,3+3,70
iNOS (kas) 22,4 +247 20,35+ 2,70 18,1+4,25 19,6 +4,59”

4.5.2. Cizgili Kas Dokusundaki Bulgular

Kas ornekleri icin de yapilan protein standardizasyonu sonucunda
numuneler arasinda GAPDH ekspresyonu yonunden fark bulunmadi. Bunun
yaninda eNOS proteini kas dokusunda saptanamadi.

Cizgili kas dokusundaki nNOS ekspresyonu yonunden gruplar
arasinda fark saptanmadi (Tablo 4.2). INOS protein ekspresyonu da gruplar
arasinda farkh degildi (Tablo 4.2).
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TARTISMA

Kan basincinin kalici olarak yukselmesi hangi sosyoekonomik
dizeyde olursa olsun o6nemli bir saglik sorunu yaratmaktadir.
Hipertansiyonun koroner kalp hastaliklarina, kalp yetmezligine, bdobrek
hasarina, serebrovaskuler hastaliklara zemin hazirlamasi ¢ok iyi bilinen
sureglerdir (21). Bundan dolayi tibbi veritabanlari incelendiginde (Medline
gibi), hipertansiyon anahtar kelimesini igeren binlerce c¢alisma oldugu
gorulmektedir. Hipertansiyonun mekanizmasini, yan etkilerini, tedavisini
arastiran caligmalarda etik kaygilar nedeniyle insanlarda c¢ok detaylara
inilememektedir. Bu zorlugu agsmak igin hipertansiyon arastirmalarinda gesitli
deneysel hipertansiyon modelleri kullaniimaktadir. Kendiliginden hipertansif
sigan turlerinin yaninda, ¢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.  Arastirmamizda  kullandigimiz ~ NOS-inhibisyonu
hipertansiyon modeli ise son yillarda sik kullanilan ve digerlerine gore
oldukga yeni bir modeldir (18).

Kan Basincindaki Degisiklikler

Hipertansiyonlarin %95’lik oranini olusturan esansiyel hipertansiyonu
aciklayan onemli hipotezlerden biri de endotel disfonksiyonudur (25). Hem
insan hem de hayvanlarda gdsterilen bu durum temel olarak asetilkolin gibi
uyaranlara bagli olarak endotelden salgilanan gevsetici maddelerin
salgilanmasinda  yetersizlik olarak  belirir  (24). NOS-inhibisyonu
hipertansiyonu da endotelyal yetmezlikle iligkilendirilmigtir (17,18). Diger
yonden hipertansiyonun da endotel fonksiyon bozuklugu yapabilecegi iddia
edilmektedir (48). Fakat ister primer isterse hipertansiyona sekonder olussun
endotel fonksiyon bozuklugu sonucu NO eksikligi karsimiza énemli bir sorun
olarak ¢ikmaktadir.

Calismamizda NOS inhibisyonu yapmak i¢in igme suyuna bir L-arginin
analogu olan L-NAME 25 mg.kg"'.giin”" dozunda katildi. L-NAME icin cesitli
verilme yollari olsa da (intraperitoneal, intramuskuler, gavaj) genellikle tercih
edilen icme suyuna katimasidir (18,32,34,35). Deney hayvanlarinin igme
suyu tuketimleri takibinde onemli bir sapma yoksa benzer dizeyde alim
yaptiklari kabul edilmektedir. Bizim c¢alismamizda su tuketimleri birbirine
oldukca yakindi.

Deney hayvanlarimizin kan basinci non-invazif bir yontem olan
kuyruktan oOl¢gimle takip edildi. 6 hafta boyunca kan basinci takip edilen
hayvanlarin L-NAME alanlarinda ilk haftadan itibaren belirgin yukselis
g6zlendi. Calismanin yaklasik son 4 haftasinda kan basinci ylkselmesi
durdu ve yuksek olarak deney sonuna kadar devam etti. Bu seyir ve ulagilan
degerler, verilen doz g6z 6nlne alindiginda bizim dnceki ¢alismalarimizi da
teyit eder durumdaydi (5,83).
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Calismamizda hipertansiyon olusturmaktan baska, gruplarimiza
uyguladigimiz diger bir girisim de yluzme egzersizidir. Duzenli fiziksel
aktivitenin kardiyovaskuler sistem saghgina katkisi ¢ok iyi bilinen bir
durumdur ve kardiyovaskuler hastaliklardan en sik gorulenlerden biri olan
hipertansiyonla egzersiz arasindaki iliski de etraflica arastinimistir (1,9,38).
Fiziksel aktivitesi fazla olan bireylerde hipertansiyonun gortlme sikliginin az
olmasinin yaninda hipertansiyonlu kisilerde aktivitenin arttiriimasi kan basinci
degerlerinde Onemli dlsusler yapmaktadir. Bu durum birgok deneysel
calismada ortaya kondugu gibi, simdiki verilerimizce de goOsterilmigtir. L-
NAME verilerek hipertansiyon olugturulan ve eszamanli olarak egzersiz
uygulanan HE grubunun kan basinglari kontrol grubuna goére yuksek
saptandi, yalnizca NOS inhibitorG alan H grubuna gore ise istatistiksel olarak
dusuktu. Bu fark 4. haftada baglayip deneyin sonuna kadar devam etti. NOS-
inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinde egzersizin kan basinci
Uzerine etkisini inceleyen simdiye kadar yapiimis U¢ arastirma vardir. De
Angelis Lobo d'Avila K ve ark. tarafindan yapilan arastirmada egzersizle kan
basincinda istatistiksel olarak onemli olmayan dusus saptanirken (19), bizim
yaptigimiz her iki calismada da egzersiz belirgin distse yol acti (5, 83).

Egzersizin, hipertansiyonu dusuricu etkisinin mekanizmasinda tek bir
aciklama yer almamaktadir. Total katekolamin duzeyi ve sempatik aktivitede
azalma (4,39,84,85), PG-E, duzeyi artisi (1,41), renin-anjiyotensin
sistemindeki duzelmeler (4), Na atiiminin artmasi, insulin direncinin azalmasi
(1), barorefleks mekanizmasi duyarlihdinin degismesi (85,86), damarlardaki
yapisal degisimler (1), kalp hizi ve periferik direngte azalma (40,87,88),
damar endotel yanitindaki duzelmeler (10,11) bunlar arasinda sayiimaktadir.
Egzersizin, NOS-inhibisyonu hipertansiyonuna etkisini inceledigimiz onceki
calismamizda (5) 4 hafta boyunca L-NAME uygulanan grupta egzersizin kalp
hizi, plazma renin aktivitesi, damar duvarindaki yapisal degisikliklere etkisi
saptanamazken, total NOS aktivitesinin kas dokusunda arttigini gdstermistik.
Fakat onceki calismamizda kan basincinin en 6nemli belirleyicilerinden biri
olan diren¢ damarlarinin yanitlari incelenmemisti. Kasta artmig olarak
saptanan NOS aktivitesinin dolayli olarak bu damarlarin yanitlarinda olumlu
etki yaratabilecegi dusunulebilirse de, agonistlere yanit, akim aracih
gevseme yanitl, hangi NOS tipinin nerede arttigi gibi sorular agik kalmisti. Bu
calismamizda egzersizin, NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde olumlu
etkisini agiklamak icin diren¢g damarlarina odaklandik.

Diren¢ Damarlarinin Yanitlarindaki Degisiklikler

Herhangi bir dokudaki kan akimini perfuzyon basinci ile (arteriyel ve
vendz basinglar arasi fark) o dokunun damar direnci belirler. Genellikle
perfuzyon basinci dar sinirlar iginde tutuldugundan, kan akimini 6nemli
Olclde belirleyen damar direncidir (89). Birgok doku gibi kas dokusunda da
damar direnci buyuk Olgude c¢api 10 ile 500 ym arasinda degisen direng
damarlarinin fonksiyonu olarak karsimiza c¢ikar (16). Doku gereksinimine
gore diren¢ damarlari, tonusunu degigtirerek kan akimini ayarlayabilir
(metabolik teori). Diger yonden arteriyel kan basincinin doku dlzeyine
inmeden dusuruldigu en onemli basamak da diren¢g damarlaridir. Direng
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damarlari hem doku kan akimina etkisi hem de sistemik kan basincini
duzenlemedeki etkisi yuzunden kritik bir oneme sahiptir.

Diren¢g damarlarinin hem doku kanlanmasina etkisi hem de sistemik
kan basincini dizenlemedeki etkisi yuzinden fonksiyonundaki degisiklikleri
arastirmak bircok fizyolojik veya fizyopatolojik mekanizmaya 1gik tutar.
Damarlar Uzerinde organ banyolarinda yapilan ¢alismalarda genellikle buyuk
iletim veya besleyici tip arterler incelenebilmektedir. Fakat bunlarin
yanitlarindaki degisikliklerin doku perfliizyonu veya kan basincina ne dizeyde
etki ettigi onemli bir elestiri konusudur. Direngc damari denilebilecek
dizeydeki kuguk arter (100 - 500 um) yanitlarinin incelenmesi igin kullanilan
iki teknik vardir. Bunlardan ilki olan telli miyografta cesitli maddelere karsi
damarin verdigi yanitlar izometrik kuvvet transdiseriyle kaydedilmektedir.
Digeri ise damarin iki kanul arasina takilip iginden gegen sivinin akim veya
basincinin istendigi gibi duzenlenebildigi ve yanitlarinin daha fizyolojik
kogullarda alinabilecegi basing miyografi teknigidir (90,91). Basing
miyografinda akim ve basing ayri ayri kontrol edilebildiginden, damarlarda
akim araciligiyla degigsen kayma geriliminin damar tonusuna etkisi de
incelenebilmektedir. Damarin silindirik yapisinin korunmasi ve akim-basing
ikilisinin ayri ayri kontrol edilebilmesinden dolayr basing miyografi daha
fizyolojik bir teknik olsa da, protokol surelerinin uzun olmasi ve nisbeten daha
zor manipulasyonu nedeniyle, basing miyografinin yani sira telli miyograf da
tercin edilebilen bir tekniktir. Biz arastirmamizda c¢esitli agonist veya
antagonist ajanlara karsi diren¢g damarlarinin yanitlarini telli miyografta, akim
aracili gevseme yanitlarini ise basing miyografinda inceledik.

Endotel dokusunun hasar gérmemesi igin azami dikkat gosterilerek
telli miyografa takilan damarlarin ¢api yaklagik olarak 200 - 250 ym arasinda
degisiyordu. izole edilen damar segmenti, capi ve boyuna uygun olarak in-
vivo sartlarda 90 mmHg’ya karsilik gelecek istirahat geriminde bekletildikten
sonra damara ilk olarak KCI protokoli uygulandi. Herhangi bir mediator
araciligiyla aktive olan reseptor ve/veya post-reseptor duzeyindeki olaylari
isin igine katmadan dogrudan diz kasin kontraktil elemanlarinin yanitinin
incelendigi bu basamakta, 80 mM KCl'ye cevapta gruplar arasinda bir fark
bulunamadi. ikinci asamada konstriktér bir ajan olan noradrenalinin 107 ile
3x10° M arasindaki kiimiilatif konsantrasyonlarinin da gruplar arasinda
damar kasilma yanitlarinda herhangi bir fark yaratmadigi gézlendi. Benzer
sekilde NO vericisi olan SNP’nin neden oldugu duz kas gevseme yanitlari da
yine gruplar arasinda farkli degildi. Endoteli isin icine katmadan, dogrudan
diz kasa etki eden maddeler araciligiyla alinan konsantrasyon-yanit
egrilerinde ve maksimum kasilma-gevseme yanitlarinda (Emax) gruplar
arasinda fark olmamasi duz kasin hipertansiyon veya egzersizden bu zaman
surecinde etkilenmedigini gdstermekteydi. Literatir gézden gegcirildiginde
NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde NA ve SNP yanitlarinda bir fikir
birligi olmadigi gbéze c¢arpmaktadir. Bu farkh sonuglarin agiklanmasinda
incelenen damar tipinin, inhibitdr dozunun ve uygulama suresinin onemli
etkisi vardir. NA’ya verilen kasilma yanitlarinda artis saptanan c¢alismalarda
(92,93) genellikle tedavi suresi 2 haftadan kisa tutulmustur. Bunun yaninda
NA yanitlar farksiz bulan ¢alismalarda (94,95) genellikle daha uzun L-NAME
uygulamasi goze ¢arpmaktadir. SNP yanitlari agisindan ise NOS-inhibisyonu
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hipertansiyon modelinde bir calisma haricinde (95) genellikle fark
saptanamamisgtir (92,96,97).

NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde etkisini endotel Uzerinden
gOsteren ACh-gevseme yanitlari agisindan ise literatlirdeki sonuglar, azalmis
olmasi yonunde fikir birligindedir (92,95,96,98,99,100). Bu hipertansiyon
modelinde L-NAME veriimesiyle endotel fonksiyon bozuklugu olustugu
bildiriimektedir (18,101). Bizim ¢alismamizin sonuglarina baktigimizda da 6
hafta boyunca L-NAME alan H grubunun ACh’ya verdigi gevseme
yanitlarinin kontrole gore belirgin olarak azaldigi goérulmektedir. L-NAME ile
egzersizin birlikte uygulandigi HE grubunda ise damarlarin ACh-gevseme
yaniti normale  donmustur. Bagka hipertansiyon modellerinde
(102,103,104,105) egzersizin bu diuzeltici etkisi gdsterilmis olmasina ragmen
NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinde ilk defa ortaya konulmustur. Bu
modelde hipertansiyon olusumunda, NOS inhibisyonundan ziyade substrat
eksikliginin bir roli olup olmayacagi L-arginin inkubasyonu sonucu ACh-
gevseme yanitlari ile incelendi. Banyo solusyonuna L-arginin eklenmesi tim
gruplarda gevseme yanitlarinin bir miktar artmasina sebep olduysa da H
grubundaki ACh-gevseme yanitinda ortaya c¢ikan 6énemli azalma varhgini
korumaya devam etti.

Endotel dokusunun salgiladigi gesitli ajanlarla bazal damar tonusunun
belirlendigi ¢ok iyi bilinmektedir. Damar tonusunu azaltici yondeki etkileri
temel olarak uretip salgiladigi t¢ madde Uzerindendir: NO, prostaglandinler
ve EDHF. Cesitli maddeler (ACh, bradikinin) veya kayma gerilimi gibi
mekanik uyaranlar sonucu her Ggunun de belli oranlarda gevsemeye katildigi
bilinmektedir (106,107,108). incelendigi dokuya gére degismekle birlikte arter
cap! buyudukge bazal tonusa NO’nun katkisi on planda iken, arter gapinin
klguldigu diren¢g damarlarinda EDHF’nin katkisi artmaktadir (106,107,109).
Fakat ¢izgili kas dokusu 6n plana alinarak incelendiginde, bazal tonusu
surdirmede NO’nun 6nemli bir ajan oldugu vurgulanmaktadir. (64,65). Ayrica
EDHF’nin bazal tonusa katkisi incelenirken yapilan NOS inhibisyonu sonucu
EDHF’nin arttigi, ¢ciinki NO’nun EDHF Gzerinde duzenli bir baskilayici etkisi
oldugu belirtiimektedir (106). Diger yonden cizgili kas damarlarinda akim
aracili gevseme s6z konusu oldugunda NO ve prostaglandinlerin 6n planda
oldugu, EDHF’nin ancak NO yoklugunda katkida bulundugu da gosterilmigstir
(110).

Organ banyosunda damarlarin 20 dk boyunca L-NAME ile
inkubasyonu sonrasinda alinan gevseme yanitlari araciligiyla ACh’ya verilen
cevapta NO’nun katkisi godsteriimeye calisilmistir. Hipertansif hayvanlarda
saptanan gevseme yanitlari kontrol grubuna gore 6nemli dl¢glide baskilanmis
olarak bulundu. Fakat egzersiz yaptirilan hipertansif grupta énceki deney
basamaklarinda oldugu gibi yanitlarin normale donduigu gozlendi. H
grubunda goérilen yanit azalmasi, HE grubunda ortadan kalkmisti. Gevsetici
mediatorlerin az olmasi beklenmesine ragmen spontan hipertansif sicanlarda
yapilan organ banyosu calismalarinda, L-NAME inkubasyonu ile ACh-
gevseme yanitinin onemli Olgide azalmasi, yani bazal tonusu surdurmede
hala NO’'nun 6énemli bir yer tutmasi bilinen bir durumdur (111,112). Bizim
calismamizda olusturdugumuz NOS-inhibisyonu hipertansiyonunda, L-NAME
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inkubasyonu ile énemli dlcide ACh-aracili gevseme etkisinin baskilanmasi
bir celigkiyi akla getirebilir. Daha Once de gosterilen bu durum bizim
calismamiza 6zgu degildir (96). Bu deneklerde NO eksikligi olmasi
beklenirken halen L-NAME ile yanitlarin baskilanmasi, bu hipertansiyon
modelinde sorunun yalnizca NO eksikligi olmamasindan kaynaklanmaktadir.
Bu durum, NO olusumu azalmis olsa da, gevsetici mediatorler arasinda
goreceli olarak NO’nun gevsetici payinin arttigini géstermektedir. Bunu daha
iyi aciklayabilmek icin NOS-inhibisyonu hipertansiyon modelinin fizyopatolojik
sureglerini gdzden gecgirmek gerekir.

NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyon modelinde fizyopatolojik
sure¢g, NO olusumunu engellemesi ile tonik vazodilatasyon eksikligi ile
baglamaktadir. Fakat bu inhibisyon slreci bir sure devam ettirildiginde
durum, vyalnizca L-arginin/NO yolaginin inaktivasyonuna bagl olmaktan
cikmaktadir (18). Bu duruma katkisi bulundugu ileri strilen mekanizmalar
arasinda renin-anjiyotensin sisteminin aktivasyonu (17,113,114), santral veya
periferik sempatik uyarilarin artisi (18,115), tuz birikimi sonucu volim
yukleme mekanizmasinin harekete gegmesi (18,36), endotelin duzeyinin
artmasi (114), kalsiyum kanallarinin etkisi (18) 6ne surtlmektedir. Ayrica
NO’'nun antiproliferatif etkilerinin ortadan kalkmasiyla gelisen kardiak
hipertrofi, bdbrekte olusan glomerller hasar, damarlarda perivaskller fibrozis
ve medial kalinlagsma, durumu yalnizca vazodilatasyon eksikliginden oteye de
g6turmektedir (18,100,101,116).

NOS-inhibisyonu hipertansiyonunda yukarida sz edilmeyen ama
bircok calismada gosterilmis olan diger bir sire¢ de endotelden salgilanan
prostaglandinlerin ve EDHF’nin de olumsuz yonde etkilenmesidir. L-NAME
verilmesiyle EDHF’nin etkisinin/olusumunun azalmasi yoéninde az sayida
arastirma goze carpar (117,118), prostaglandinlerle ilgili calismalar ise ¢ok
sayidadir. NOS inhibisyonu dilator prostaglandinleri azaltirken (PG-Iy),
konstriktor prostaglandinleri (8-iso-PG-F2a, TxBy, TxAz, PG-E») arttirmaktadir
(101,119,120). Dilatér prostaglandinlerin  Uretiminden sorumlu olan
siklooksijenaz-1, NOS inhibisyonu ile inhibe olup, konstriktor prostaglandinleri
ureten ve induklenen form olan siklooksijenaz-2 artmaktadir (95,121). Bu
calismalarin da ortaya koydugu gibi NOS-inhibisyonu hipertansiyon modeli
bircok mekanizma ile kan basincini arttirarak etkisini gostermektedir.

Organ banyosunda her Ug¢ dilator mediatérin de (NO, PG’ler, EDHF)
inhibitord bulundugunda ACh’ya verilen gevseme yanitinin 6nemli Olgude
baskilandigl ve gruplar arasinda bir fark olmadidi goézlendi. Gevsemenin
tamamen ortadan kaldirlamamasinin  nedeni verilen inhibitorlerin
konsantrasyonlarinin yetmemesinin yaninda, baska gevsetici maddelerin
etkisinden de kaynaklaniyor olabilir. NO’'nun hucre igi reseptoru olarak kabul
edilen solubl guanilat siklaz enziminin inhibitdéri olan ODQ’'nun kullanildigi
basamakta da gevseme vyanitlari agisindan gruplar arasinda bir fark
bulunamadi. Bu durum NO olustuktan sonra gevsetici etkisini ortaya
cilkarmada etkili olan ikincil haberci cGMP’yi iceren mekanizmalarin
hipertansiyonda etkilenmedigini gdstermektedir. Bunun yaninda 10° M
konsantrasyonunda kullanilan ODQ’nun daha yuksek konsantrasyonlari daha
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blayuk inhibitdér etkiye sahip olabilir. Disaridan verilen NO’ya karsi (SNP)
yanit farkinin olmamasi olayin NO’nun etki edememesinden ziyade NO
dretiminin/salinmasinin  azalmasi veya eksikligi yoninde oldugunu
vurgulamaktadir. Endotelsiz damarlarin yanitlarina bakildiginda da alinan
NA-kasilma ve SNP-gevseme yanitlarinda gruplar arasinda istatistiksel fark
bulunmadi.

Akim aracili gevseme yanitlarinin gozlendigi basin¢g miyografi, direng
damarlarinin daha fizyolojik kosullarda incelenmesine olanak veren bir
sistemdir. Bu duzenekten elde edilen sonuglar buyuk olgcude telli miyograftan
elde edilen sonuglarla uyumluydu. Direng damarlarinin akim aracili gevseme
yanitlarina bakildiginda 6 haftallk NOS inhibisyonu sonucu olusan
hipertansiyonda H grubunda énemli derecede baskilanma gdzlendi.

Hipertansiyonda endotel disfonksiyonunun varligi ¢ok iyi bilinen bir
durumdur (70). Diger yonden saglikli deneklerde dizenli uygulanan egzersiz
sonucu damar yanitlarinda olumlu degisikliklerin olup olmayacagi konusunda
tam bir fikir birligi yoktur (69). Fakat endotel fonksiyonunun bozuldugu
durumlarda (hipertansiyon, yaslanma, sigara i¢cme, hiperkolesterolemi,
obezite, diabetes mellitus gibi) duzenli fiziksel aktivitenin onemli Olgude
iyilesme yaptigi bilinmektedir (70). Bizim egzersiz ve hipertansiyonu birlikte
uyguladigimiz grubun akim aracii gevseme yanitlarina bakildiginda
istatistiksel olarak 6nemli dizelme izlenmekte ve degerlerin kontrol dizeyine
yaklagtigi gorulmektedir.

Akim aracili gevseme yanitlari ortama L-NAME eklenerek
incelendiginde bu olaydaki NO’nun katkisi hakkinda yorum yapmak mumkin
olmaktadir. Deney gruplarinin akima yanitlari L-NAME ile buyuk Olgude
baskilanmistir. Bu da akim araciligiyla artan kayma gerilimi ile olusturulan
yanitta NO’nun Onemli yer tuttugunu gostermektedir. Nitekim g¢izgili kas
damarlarinin akim aracili gevseme yanitlarinda EDHF’nin hemen hig¢ katkisi
olmayip, gevseme yanitinda oncelikli olarak NO ve prostaglandinlerin rol
aldigi vurgulanmaktadir (110).

Bir mekano-transdiser gibi ¢alisan endotel katmaninin sitoskeletal
elemanlart akim araciligiyla artan kayma gerilimini algilamakta ve NO
salgilanmasi icin gerekli mekanizmalari harekete gecgirmektedir (16,70). Bu
durumun tekrarlamasi ile NO olugsumunu arttiracak duzenlemeler
gergeklesmektedir. Egzersize bagli olarak  NOS proteinlerinin
ekspresyonunun arttigr birgcok calismada gosterilmistir. NOS-inhibisyonu
hipertansiyon modelinde ise egzersizin etkisi ile NOS proteinlerinin nasil
degistigini calismamizin son agsamasinda degerlendirdik.

NOS Enzimi Ekspresyonundaki Degigiklikler

Hem telli miyografta, hem de basing miyografinda HE grubu
damarlarinda, H grubuna gore saptanan 6nemli dizeydeki dizelmelerin,
NOS ekspresyonu artisina bagli olabilecegini hipotezimizde belirtmistik. Bu
konuda yaptigimiz ilk ¢alismada da hipertansif egzersiz grubunda NOS
aktivitesinin arttigini gostermistik, fakat bu artisin ekspresyon artigina mi
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yoksa post-translasyonel duzenlemeye mi bagli olduguna ait verileri ortaya
koyamamigtik. Bu galismamizda hem ¢izgili kas hem de direng damarlarinda
her U¢ NOS tipinin ekspresyon dizeyini incelemeyi hedefledik.

Kas kontraksiyonlari sirasinda artan NO miktarindan hem endotel hem
de cizgili kasin igindeki NOS’lar sorumludur (65). Diger yonden egzersize
bagl olarak cizgili kasta NOS ekspresyonunun artabilecedi de bilinmektedir
(122,123,124). Fakat biz bu bulguyu calismamizda teyit edemedik.
Gruplarimizin higbirinde ¢izgili kas nNOS ve iINOS duzeylerinde farklilik
g6zlenmedi. Bunun yaninda eNOS'u ¢izgili kasta higbir grupta gosteremedik.
Kas homojenatlarinda saptanan eNOS’un endotel kaynakli olmasi ve bizim
kas numunesi alirken tum dokulari diseksiyon mikroskobu altinda
damarlarindan temizlememizin bu sonugcta etkisi olabilir.

Diren¢g damarlarinin NOS ekspresyonu sonuglari incelendiginde ise
indUklenebilir form olan INOS saptanamazken, nNOS duzeyleri agisindan
gruplar arasinda fark yoktu. Literatlr incelendiginde de hipertansiyon veya
egzersizden etkilenen NOS tipinin eNOS oldugu izlenmektedir (16,69,70).
Egzersiz uygulanan her iki grubumuzda da eNOS ekspresyonu K grubuna
gore istatistiksel olarak yuksek bulundu. Miyograf ¢alismalarindan elde edilen
damar yanitlarindaki dizelmeye ¢ok énemli destek saglayan bu bulgu, NOS-
inhibisyonu hipertansiyon modelinde egzersizin etkisi agisindan, daha 6nce
gosterilmemigtir. Bircok calismada egzersizle artan kayma gerilimi sonucu
eNOS’un upregulasyona ugradigi ve olusan NO miktarini arttirdigi
gosterilmistir (16,69). Fakat egzersiz uzun sure devam ettirilirse NOS
dizeyinin tekrar normale geldigi ve bunda da vaskuler yeniden yapilanma ile
damar c¢apinin ve sayisinin artmasi ile fiziksel aktiviteye bagl kayma gerilimi
etkisinin ortadan kalkmasinin etkili oldugu bildiriimektedir (70).

Sonug olarak, NOS inhibisyonuna bagli hipertansiyon modelinde
uygulanan duzenli fiziksel aktiviteyle ortaya ¢ikan kan basinci dususu bu
calismamizda tekrar ortaya konulmustur. Bu bulgunun mekanizmasini
aciklamaya yonelik olarak direng damarlarinin yanitlari incelendiginde
hipertansif grupta hem kimyasal hem fiziksel uyaranlara karsi, bozulmusg olan
gevseme yanitlarinin egzersizle duzeldigi saptanmistir. Diren¢g damarlarinda
artan eNOS ekspresyonunun, bu duzelmede onemli rolu olabilecegi
gOsterilmistir.

SONUGLAR

NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde 6 haftalik ylzme egzersizi
belirgin kan basinci diisiisiine neden oldu. incelenen direng arterlerinde
endotelyal disfonksiyon gostergesi olarak ACh ile uyarilan gevseme yanitlari
ve akim aracili gevseme cevplari hipertansiyonda bozulmus olarak bulundu.
Egzersiz her iki parametre Uzerine endotelyal disfonksiyonu dizeltme
yonunde etki gosterdi. Endotelyal NOS enziminin ekspresyonundaki artisin
da bu etkiye katkisi vardir.
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