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OZET

CO, endotelden ve diuz kastan salinarak, vaskuherston diizenlenmesinden sorumlu
onemli bir mediyator olarak kabul edilmektedir. @Q’HO-1 ve HO-2 enzimleriyle endojen
olarak pek ¢cok damar dokusunda Uregjidiilinse de hangi damar ya@iada ne oranda katkisi
oldugu ortaya konmamgtir. Tanimlayici bir argirma olarak planlanan bu gahanin amaci,
CO'in farkli buyuklukteki damar segmentlerinde varkli organlarin damar yataklarinda
vaskiler tonusa katkisini ve CO’'in bu damarlardanghamekanizma aracgiyla
vazodilatasyona neden olglinu ortaya koymaktir. Bu amaclar @altusunda cajmamizda
300-350g airhginda 6-8 aylik Wistar Albino sicanlar kullanildieBey hayvanlarinin izole
edilen damarlarn klasik organ banyosu veya tellyograf diizenginde calsildi. Calsilan
damar segmentleri olan mezenter (ana mezenten,2eB.dallari), renal (renal arter,1-2-
3.dallari), gastrokinemius kasi (gastrokinemiusriearteri,1-2. dallari), grasilis kasi (femoral
arter, muskuler dal, grasilis arteri), kalp (korgpnéAD), akciger (ana pulmoner arter,
pulmoner arter, 1. dali) beyin (pial arter) damataklari ve torasik aorta, abdominal aorta
endojen ve ekzojen CO yanitlari gdtli. Tum damarlarin fenilefrin (Phe) ya da seraten
(Ser) verdikleri kasilma yanitlari, HO inhibitérinkilbasyonu ©ncesi ve sonrasinda
kaydedilerek endojen Uretilen CO’in vaskuiler tonusdkisi dgerlendirildi. CO dondru
(CORM, Tricarbonyldichlororuthenium(ll) dimer) kathilarak ekzojen CO’e verilen geame
yanitlart alinmasini takiben, siklik guanozin morfosfat (cGMP) inhibitéri 1H-
[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a] quinox-alin-1-one (ODQ) petasyum kanal inhibitdrt tetra etil
amonyum (TEA) varfiinda alinan CORM yantilari ile CO’in etki mekaniznancelendi.
Ayrica izole edilen damarlardan HO-2 enzim ekspoasyda western blot analiziyle saptandi.
CO torasik ve abdominal aortlar, mezenter, renaimpner, kalp, gastrokinemius kasi iletim
arterlerinde vaskuler tonus dizenlemesine katriitixe damar yataklarinin direng arterlerinde
etki gostermedi. Grasilis kasI damar gatala hic etkili dgilken beyin dokusunda direnc
arterlerinde de dnemgiekilde tonus dizenlemesine etkili idi. HO-2 enzpmotein dizeyi ile
endojen CO’in vaskiler tonusa katkisinin birbigi iliskili olmadigl gosterildi. CO diz kasta
gewetici etkisini, ¢c@unlukla capi yaklgk olarak 600 um den kiguk olan arteriyel
damarlarda K kanallari ile gosterirken, daha biiyiik ¢caph daarad ise hem Kkanallar
hem de cGMP aracghyla olusturdusu belirlendi.

Anahtar kelimeler:  karbonmonoksit, hemoksijenaz, vaskiler tonus, daiarsiklaz, potasyum
kanal.



ABSTRACT

CO is considered as an important mediator relefdssed endothelium and smooth
muscles and is responsible for regulating vasdolaus. Although CO has been known that is
produced in many vascular tissues endogenously evitymes HO-1 and HO-2, it has not
been shown that contribution of CO to which vessel or in which ratio. The purpose of this
descriptive study is to determine the contributioh CO to vascular tonus in vascular
segments of various sizes and in vascular bed obus organs and through which
mechanisms CO causes vasodilatation in these ge$s®lthis purpose, we used 6-8 months
old Wistar Albino rats weighing 300-350 g. The ads were carefully dissected out and were
mounted on a myograph or tissue bath. Endogenodise@ogenous vessel responses were
studied in vascular beds of mesentery (main meseraetery, ' 2" 3 branches), renal
(renal artery, T 2" 3 branches), gastrocinemius muscle (feed artety2" branches),
gracilis muscle (femoral artery, muscular brunatacdis artery) heart (coroner, LAD), lung
(main pulmonary artery, pulmonary artery' ranch), brain (pial artery), vascular beds,
thoracic and abdominal aorta. To determine whethelogenously produced CO contributes
to vascular tonus, PE or Ser concentration-responsees were generated in all vessels
before and after treatment with the HO inhibitoMEx. To examine vasodilator responses to
CO donor (CORM, Tricarbonyldichlororuthenium (ll)ntkr) were elicited in each ring on
three separate occasions following pre-constricuath Phe or Ser: first in the absence of
inhibitors, second in the presence of cGMP inhibitél-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a] quinox-
alin-1-one (ODQ) and third in the presence of npec#fic potassium channel inhibitor
tetraethylammonium (TEA). Moreover, HO-2 expressfoom isolated vessels was found
using the western blot analysis. While CO has douted to vascular tonus regulation of
thoracic and abdominal aorta, mesentery, renamoéry, heart, gastrocinemius feed artery,
it has not affected in resistance arteries of themeular beds. Carbon monoxide was not
effective at all vascular bed of gracilis muscleg luvas also significantly effective in the
regulation of vascular tone in resistance artesfdbe brain tissue. It has been shown that, the
contribution of HO-2 enzyme protein levels and ¢énelogenous carbon monoxide to vascular
tone is not related to each other. While CO gehestlows the relaxant effect in smooth
muscle via potassium channels in arterial vesseishware lesser than 6Q0n, it performs
the relaxant effect via either potassium channetgsMP in the larger arteries.

Key words: carbon monoxide, hemoxigenase, vascular tonus,jlgtenyclase, potassium
channel.
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GIRIS

Vaskiler tonusun duzenlenmesi, yeterli doku ok&pgsyonu ve doku
kanlanmasi icin temel bir fonksiyondur. Bundan goldamar dyi kaynakh néral ve
humoral faktorlerin yaninda, endotel ve diz kasi g#sitli damar yapilarindan
kaynaklanan parakrin faktorler, myojenik mekanizigiai birbiri ile etkilesimli
karmalk surecleri icermektedir [1-3Bir¢cok patolojik sirecte oldiu gibi, normal
fizyolojik sirecte de vaskuiler tonusun dizenlenmdsisalgilady vazodilatér ve
vazokonstriktér maddelerle asil dizenleyicinin eadoldusu kabul edilmektedir
[1-3]. Vaskuler endotelden salgilanan vazodilatdér maduotellessinda nitrik oksit
(NO), prostaglandin;l(PGL) ve endotel kaynakl hiperpolarize edici fakto D)
gelmektedir [1, 3-5] . Son yillarda vaskuler tonks#kisi bakiminda 6n plana ¢ikan
molekdillerden biri de, endotelden salgilanan kanmomoksit (CO)'’tir [6-8].

CO’e bali olusan gegeme yaniti, cizgili kas, bobrek, beyin, akai, kalp
gibi dokulara ait ¢gtli damar segmenlerinde go6steriktir [9-13]. CO’in dokuda
onemli bir kismi hem molekulinin, hemoksijenaz (H@2imi aracigiyla yikilmasi
sirasinda uretilmektedir [14-16]. Ug izoformu olBi® enziminin, HO-3 izoformu
hakkinda bilinenler azdir [6, 17]. Ancak gemiagzilim gdstermesi yaninda, hipoksi,
oksidatif stres, okside lipidler, sitokinler, amgignsin Il gibi faktorlere b#i
sentezlenen indiklenebilir form olan HO-1 ve yapdarak eksprese edilen HO-2
izoformu hakkinda bilinenler oldukc¢a fazladir [18}1Herhangi bir biyokimyasal
veya biyofiziksel stresin olmagl bazal kgullarda, endotel ve damar diz kasinda
ekspere edilen HO-2, CO’in bazal skdlardaki yapimindan sorumlu tutulmaktadir
[20-25]. NO ile benzer fizikokimyasal Ozelliklerealsp endojen vazoaktif bir
molekil olan CO, damar gsetici etkisini yine NO gibi ¢6zunebilir guanilatk&z
enzimini (sGS) aktive ederek [15-18¢ya damar diz kasinda yer alan kalsiyumla
aktive olan potasyum kanallarini (BX uyararak yapmaktadir [8, 26-27].

Aorttan balayarak prekapiller sfinktere kadar uzun arterigainar gaci g6z
onune alindiinda farkli segmentlerde, farkh tonus dizenlegioil 6n plana ¢ikgi
gozlenmektedir [28-30]. Genellikle damaiaainda, NO ve EDHF’nin rolatif katkisi;
EDHF damar caplari azaldikga daha 6nemli hale lggrlir NO blyuk damarlarda
hakim old@gu izlenmektedir [31]. Ojer yonden organlara spesifik olarak damar
yataklari incelengiinde ise, belirli damar yataklarinin bazi mediyk@ daha fazla
yanit verebildgi bircok calsmada saptanmaktadir [30]. Bunun yaninda NO ve
EDHF'de oldgu gibi damar segmenti gatikce, mediatoriin damar gesegnesine
neden olan araci mekanizmasi dgigien gosterebilmektedir [28-31].

Literatirde bulunan CO’nun damar tonusu vel/veya lasgoin
dizenlenmesiyle ilgili akdrmalar incelendiinde, CO’in hangi damar
segmentlerinde veya hangi organlarin damargyatk toniise ne oranda katguohi
gosteren kiyaslamali bir yaklan bulunmamaktadir. Bunun yaninda CO’in
olusturdusu vazodilator etkinin mekanizmasinin damar caplavdgmar yag@na



gore nasil bir d@sim gosterdgini de incelenyen bir agarma yoktur. Yapilan
calismalar CO’nun spot olarak yalnizca belli bir damablglesindeki cgtli
fonksiyonel etkilerini aydinlatmaya yoneliktir.

Tanimlayici bir argirma olarak planlanan bu c¢ghanin amaci, CO’nun
farkll buyuklikteki damar segmentlerinde ve farafganlarin damar yataklarinda
vaskiler tonuse katki diizeyini ortaya koymaktirridg bu damar segmentlerinde,
CO’in hangi mekanizma 6n planda olarak gmwe yaratfii ortaya konmaya
calisilacaktir.



GENEL BIiLGIiLER

Vaskiler sistem temel olarak iki amaca hizmet e@anincisi dagitim bir
digeri de dgisimdir. Dagitim, kanin organlara goturilmesi ve organlardan
uzaklgtiriimasi slemini icerir. Deisim, kan akim hizinin en dik oldyu damar
segmenti olan kapiller damarlarda, maddelerin kardoku arasindaki ahverisini
kapsar. Bu tezin ilgilendi konu olan dgitim, damarlarin anatomik olarak ve
fizyolojik kontrol mekanizmalariyla dizenlenmese isg&lanir. Damar c¢aplarinin
desismesi kan basincini dizenler ve kanin spesifik deganve organlarin belirli
bdlgelerine ulgmasini sglar [1, 32]

2.1. Vaskdler Sistemin Yapisi ve Fonksiyonu
2.1.1. Vaskiler Sistemin Histolojik Yapisi

Damar &I, kani kalpten dokulara ggyan arteryal sistem, kan ve dokular
arasinda madde alwverisine izin veren kapiller damarlar ve kanin tekratbka
donsini s@layan ventz sistemden olu. Arteryal ve vendz biyik damarlar,
intima, media ve adventisya olmak tzere ¢ tabakatigurken kucik damarlar ve
kapillerler, endotel hiicreleri ve bazal laminaddusuarlar, diiz kastan yoksundurlar.
Intima, tek sira endotel hiicrelerindensoluve bazal lamina ile media tabakasindan
ayrilir. Biyuk damarlarda, bazal lamina ve endbi@trelerinin arasinda padoku
yer alir. Media, glikoproteinler, elastin ve kolajenatrikste iyice yerkamis diz kas
hicrelerini icerir. Damarin blyukdiine b&h olarak; diz kas hicrelerinin birkac
tabakasi olabilir, bunlar longutudinal, helikal dairesel olarak duzenlengtir. Dliz
kas hicreleri kasildinda damarin capi azalir. DUz kas hicrelerinin jkalave
elastine orani damarin butin mekanik 6zellikletyalirler. Ornein, aort blyuk
miktarda elastin icerir ve bu mekanizma, aortureratiasincini kontrol etmesini
sglar. Kucuk arter ve arteriyollerdeyse oransal dkatéz kas miktari daha fazladir.
Bundan dolay! bu damarlar kasilarak kan akimi ve basincini diizenlemede daha
etkindirler. En dy tabakaysa adventisya tabakasidir. Bu tabaka madhgkasindan
eksternal elastik laminayla ayrilir. Adventisya dkési, kolajen, fibroblast, blyuk
damarlarda vaza vozorumlar, lenfatikler ve otonomirler 6zellikle sempatik
adrejenerjik sinirleri icerir [33].

Addventisya

Dledia

Intima

Sekil 2.1. Damarlarin histolojik yapisi



2.1.2. Vaskuler Sistemin Fonksiyonu
Sol ventrikil kani aortaya pompalar ve arteriyainér sistemleri aracgiyla
tum vucuda dahr.”

Aort

Buayuk

Arter Kapillerler

Artenyol
Sekil 2.2. Dolasimda yer alan kan damari tipleri

Aort, kani kalpten arteriyel sistemegdan ana damardir ve pulsatil basinci
tamponlar ki bu fonksiyonu yiksek kompliyansi sayds yapmaktadir. Buylk
arterler, aorttan dallanirlar (6rn; karotis, meeeikt ve renal arterler) ve spesifik
organ veya vicudun 6zel bélumlerine kan akimiglastar. Blyik arterlerin normal
fizyolojik kosullar altinda doku kan akiminin veya kan basincdiirenlenmesinde
rolleri yoktur. Buyuk arterler organlara gteklarinda kicuk arterlere, kiicuk arterler
ise daha kucuk arterlere dallanir. Arteriyel sisdenierleyen damarlarin ¢aplari 200
um’ye ulagtiginda arteriyol olarak isimlendirir. Kiuguk arterlere arteriyoller
fonksiyonel olarak diren¢ damarlari olarak ta s$amdiiriimaktadirlar. Bu segment
organlarin kan akiminin ve arteriyal kan basincohiizenlenmesinden sorumludur.
Direng damarlarinin fonksiyonlarinin dizenlenmesimhsinirsel hem de humoral
olarak kontrol edilmektedir. Diren¢ arterleri, oton sinirlerle 6zellikle sempatik
adrenerjik sinirlerle inerve edilirler ve sinirsaktiviteye ba&li olarak ta kasilir veya
gewerler. Direnc¢ arterlerinin diz kaslarinda dobeda yer alan hormonlarin (6rn;
katekolaminler, anjiyotensin Il (ANG 1) lgandg reseptorler de bulunur, bu
hormonlar da damarlarin ¢apinin dizenlenmesineidatbulunmaktadir. Ayrica
direng arterlerin fonksiyonlari damar etrafindakikdlardan veya damarin kendi
yapilarinda uretilen adenozin, potasyum )(Knitrik oksit (NO) ve karbonmonoksit
(CO) gibi trunlerle de duzenlenmektedirler [32,.34]

Damar caplan giderek kiculen arteriyollerden aorkapiller damarlar
gelmektedir. Kapiller damarlarin, damar diz kaslgoktur, endotel ve bazal
membrandan olimaktadir. Dolaimdaki en kigiik damarlar olmasingmween sayi
olarak cok fazladir. Bu nedenle en buyik kesit @arsahip olup, vicuttaki klaca
desisim damarlarndir. Kapiller endotel, maddegg@mi icin ¢cok fazla ylizey alanina



sahiptir. Endotelden, oksijen £) karbondioksit (C@, metabolik substratlar ve
drtnlerin, dolaimdaki hormonlarin, plazma ve doku intertisyumu sardaki
degisimi gerceklgir [32, 34].

Kapillerler bir araya gelerek post-kapiller veniillelustururlar. Post-kapiller
venillerde makromolekdller ve sivilar icinglgm damarlari olarak hizmet verirler.
Post-kapiller ventller birkerek daha buyuk form olan venulleri gwrurlar. Bu
noktada damar duvarinda diz kas yeniden gorinmeyarb Vendller, kasilip
geweme Ozellikleriyle kapiller basing ve vendz kanrhag dizenler [34].

Vendller bir araya gelerek daha buyuk venleristlwr. Venuller ve venler
vicudun bglica kapasitans damarlaridir. Kan hacminin biytuk kismi bu
damarlarda bulunur. Venlerin kasilmasi, ventz kasirxini arttirarak ven6z kan
voliumiuna azaltirken kalbe geri donen kan miktaranttirirlar. En son venoz
damarlar inferior ve superior vena kavadir ki bmddar kani kalbin saatriyumuna
tasir [34].

Tablo 2.1.Damarlarin yapisi ve fonksiyonlari

Aort Buyuk Kuguk Arteriyoller | Kapillerler Vendller Venler Vena kava
arterler arterler

Damar 25 1.0-4.0 0.2-1.0 0.01-0.2 0.006-0.01 0.1-0.2 0.2-5 35
Capl (mm)
Kollajen
ifir Il E B [ H
=l | NI Bl
o I Il N
Endotel . . I . . . l l
Foksiyon Dagitim ve Dagitim Dazitim ve Direnc De&isim Degisim, Kapasitans Toplama

basincin direng toplama,

tamponlanmas kapasitans

2.2. Vaskuler Tonusun Dizenlenmesi

Fizyolojik kosullar altinda kapiller dncesi diren¢ damarlarin it arterler
ve arteriyoller) ¢caplarinin gesmesi sistemik vaskiler direncin dizenlenmesinde en
onemli mekanizmadir. Diren¢g damarlarinin normajularda kismen kasili olmasi
vaskuler bazal tonus olarak ifade edilmektedirebg damarlari, bazal tonuslarinin
Uzerine daha da kasilirlarsa direnc artar, dizakash geyemesi sonucundaysa
dilate olurlarsa, direncleri azalir [35]. Ventz datarda da durum benzgekildedir.

Ekstrensek ve intrensek mekanizmalar damar diz dtdsvasyonu nun
derecesini belirler. Ekstrensek mekanizmalar; séikpsinirler ve dolaimdaki
hormonlar damar dokusununsghdan koken alirlarintrensek mekanizmalar da kan
damarlarindan veya damar dokusunun cevresinden akmrlar. intrensek




mekanizmalar; endotelden kaynaklanan faktorler, kil miyojenik tonusu, lokal
olarak uretilen hormonlar ve doku metabolitlerinapgamaktadirintrensek ve
ekstrensek mekanizmalarin bir kismi vazokonstriksiy uyarirken (sempatik
sinirler, ANG I1l, endotelin | (ET-1)) gierleri diz kas relaksasyonunu ve vaskuler
dilatasyonu uyarir (NO, adenozin, hidrojen iyonu *)jH Bu cercevede,
vazkonstriktor ve vazodilatorler organizmanin germeknlerine gore vaskuler tonusu
belirlemek icin yarirlar [1, 35].

Genelde, vazokonstriktor mekanizmalar arteriyaiba ve sistemik vaskuler
direnci surdirmek icin 6nemli olmasina kar vazodilator mekanizmalar da
organlarin kan akimini dizenleme de 6n plana ¢ikaaaar.

Ekstrensek intrensek

Direng Daman Doku

Metabolitlen
Néral
Lokal
Hormonlar
Himoral Miyojenik
Endotelyal
Faktorler
Kontraksiyon Dilatasyon

A

Sekil 2.3.intrensek ve ekstrensek mekanizmalarla vaskiilesstondiizenlenmesi

2.2.1. Ekstrensek Mekanizmalar
2.2.1.1. Vaskduler Tonusun Noral Kontroli

Vaskuler tonusun dizenlenmesinde gorev alan otosiairerin etkileri iki
alt balik altinda incelenmektedir.

Parasempatik innervasyonParasempatik sinir sisteminin kranial
bolumunun efferent lifleri bazi i¢c organlari, sh@ kan damarlarini innerve eder,
halbuki sakral bolumu genital organlari, mesan&alen ba&irsagin kan damarlarina
gider. Diren¢ damarlarinin az bir kisminin parasatikplif almasi nedeniyle, bu
kolinerjik liflerin total vaskuler dirence etkisedir [36].

Sempatik/nnervasyon Postgangliyonik sempatik lifler innerve edecekler
arter ve venlerin etrafinda yer alir. Kapillerlevia ventllerin sinirsel innervasyonlari



yoktur. Sempatik efferent sinirlerin dallari danmaadventisya kisminda bulunur ve
sempatik sinirlerin kuclkiskin alanlari olan varikositlerden nérotransmittahisimi
gerceklemektedir. Sempatik aktivasyon diren¢ ve kapasitdararlarda kasiimaya
neden olarak sistemik vaskuler direnci arttirmasiganinda venlerde kasiima
yaparak vendz kapasitansi azaltir. Sempatik adegjknsinir ucalarindan salinan
norepinefrin, postsinaptiki;-adrenoreseptorlerine ganir ve vazokonstriksiyona
neden olur. Benzer cevaplar kiicik arter ve artbege bulunan postsinaptid.-
adrenoreseptorler aragilyla da gerceklgr. Ayrica norepinefrin, presinaptik,-
adrenoreseptorlerine glanarak ta kendi salinimini kontrol etmektedir [B4-

Kan damarlari postsinaptjle- adrenoreseptdrlere de sahiptir. Postsingptik
adrenoreseptorlerin uyariimasi vazodilatasyonaagotaktadir. Fakat damarlarda
adrenoreseptdrler daha fazla ve daha baskingoldgin B,-adrenoreseptorlerin
vazodilator etkisini gérmek icin ancakadrenoreseptdrlerin tamamen bloke olmasi
gerekir [36].

Diren¢ damarlarinin sempatik aktivasyonu pek coganda vaskiler tonusa
katki sglar. Iskelet kasi, deri, gastrointestinal ve renal glala sempatik
aktiviteden cok etkilenirken bunlarin tersine beyekalp sempatik aktiviteden daha
zayif etkilenir. Genelleme yapacak olursak sempatikivasyon beyin ve kalp
disinda arteriyal kan basincini arttirir ve organ jieybnunu azaltir [36].

2.2.1.2. Vaskuler Tonusun Humoral Kontroli

Endokrin bezler veya Ozefimis hiicreler tarafindan yapildiktan sonra kana
salgilanan ve kan yolu ile ylaklari organ ve dokularda fonksiyon dizenleyici
olarak cok dgik miktarlar ile gbrev yapan organik hilklere uyarma anlamina
gelen hormon denilir. Do$amdaki bircok hormon damar sistemini etkiler. Aaiy
natritiretik peptit (ANP), vazoaktif intestinal pép{VIP) ve kininler vazodilator
hormonlardir. Vazopressin, noradrenalin, adrenai® ANG Il dolgimdaki
vazokonstriktér hormonlardir [38].

Atrial natritiretik hormon Kalp tarafindan salgilanan atrial natritiretik pdpti
(ANP) csasitli vazokonstriktor ajanlarin etkilerini antagomizder ve kan basincini
diUsUrirse de dokamin dizenlenmesindeki roll hala bilinmemekted@, [39-40].

Vazopressin. Arka hipofiz bezinden salinan vazopressin gucli  bir
vazokonstriktordir. Periferal damarlarin direncartirarak arteriyel kan basincini
artirir. Fakat bu etkisi gakli bireylerde ¢cok dguktir. Ancak airi kanama gibi
durumlarda kan hacmi ¢ok fazla giiigiinde (hipovolemiksok), vazopressin kan
basincinin tekrar normal seviyelere ¢ekilmesindeémemli vazokonstriktor ajandir
[36, 38]

Anjiyotensin 1l Yaygin vazokonstriktor etkiye sahip birgdr hormon da
ANG II'dir ve Ozellikle kan basinci ya da ekstraget sivi hacmindeki diiise cevap
olarak salgilanir; sonucta kan basincinin strdigginde son derece onemlidir.



ANG II, gerek dg@rudan arteriyolar diz kas hiicresine etki edereiekge sempatik
aktivite artglyla islev goérebilmektedir[36, 41]

2.3.intrensek Mekanizmalar
2.3.1. Doku Faktorleri

Doku faktorleri damarlarinin  sulaggl dokularca Uretilen maddeleri
kapsamaktadir. Bu maddeler kan damarlarina etkirekdelamar diz kasinin
kasilmasi veya gegemesi Yyoluyla direnc ve kan akimini gigirirler. Bazi
durumlarda bu maddeler dolayll ya endotel fonksiyandgistirerek veya sempatik
sinirlerden norepinefrin salgilatarak da damar #@asina etki ederler. Vazoaktif
maddelere, hiicre aktivitesi veya metabolizmasi soralsan adenozin, C§) H',
K*, laktat gibi doku metabolitleri 6rnek olarak vebilir. Bu metabolitlere ilaveten
doku etrafinda yer alan farkh hicre tiplerindehrsen ve lokal parakrin hormonlar
olarak ta isimlendirilen histamin, bradikinin ve optoglandinler gibi vazoaktif
maddeler de sayilabilir [2].

Doku metabolizmasinin artmasi veya azalmasi bwalkdf maddelerin
salinimini dgistirir. Dokuda metabolik aktivite arffinda, orngin kaslar kasilirken
veya beyinde noronal aktivite agiinda bu dokularda kanlanma artbu yolla
aciklanmaktadir [2].

Adenozin.Bébrek damarlari ginda adenozin, pek ¢cok organda guclu bir
vazodilatatordir. Adenozin, 5 nikleotidaz enzimiyhdenozin monofosfattan
(AMP) Uretilir. AMP de, ATP ve ADP’den dretilir. Aghozin, hipokside ve oksijen
tuketiminin yiuksek oldgu durumda artar. ATP konsantrasyonu, adenozin
konsantrasyonundan yakila 1000 kat daha fazla oldundan az miktarda bile ATP
hidroliz olunca adenozin konsantrasyonu ¢ok aHgvoksi ve miyokardiyal oksijen
tiketiminin  fazla oldgu durumlarda adenozin, koroner kan akiminin
dizenlenmesenide 6nemli bir mekanizmadir [2, 42]

Karbondioksit (CQ). CO,, oksidatif metabolizmanin yaninda, kan akimi
azaldginda da doku ve damarlarda £&onsantrasyonu da artar. ¢@arankimal
hiicrelerden vaskiler diz kas hicrelerine kolay&féz#i olarak damarlari geetir.
CO,, dzellikle beyin kan akiminin diizenlenmesinde dneshoynar [2, 43]

Hidrojen Jyonu. Hidrojen iyonu (H), CQO, konsantrasyonu astna béli
olarak veya anaerobik metabolizma @rtida artar. Lokal vazodilatasyona neden
olan H iyonu 6zellikle serebral dajanda etkilidir [2, 44].

Potasyumyonu.Potasyum iyonu (K, iskelet ve kalp kaslarinin kasiimasiyla
hiicre icinden dina geg yapar. Kan damarlarinin cevresinde hicre dd*
konsantrasyonunun artmasi vaskiler diz kas hucrééer hiperpolarizasyon
aracilglyla damarlarda ggemeye neden olmaktadir. Kkasilan iskelet kasinin kan
akiminin artmasinda 6nemli bir rol oyngidgok iyi bilinmektedir [2, 45].



Oksijen. Oksijen konsantrasyonu lokal kan akiminin dizenkesinde
onemlidir. Dokularin parsiyel oksijen basincisdiesi vazodilatasyona neden olarak
dokunun kan akimi arttirmaktadir. Hipoksi, pulmomamar yatgn hari¢ btin
damarlarda vazodilatasyona sebep olur [2, 35].

Ozmolarite. Kan ve doku interstisyumundaki ozmolaritegigeliklerinin
lokal kan akiminin diizenlenmesinde rolt vardir. Dakkemisi ve metabolik
aktivitenin artmasi, interstisyel sivinin ve verkenin ozmolaritesini arttirarak ta
vazodilatasyona neden olmaktadir. Bu nedenle ozitedaki spesifik olmayan
degisikliklerin  kan akiminin dizenlenmesinde rol oynal@tegi tahmin
edilmektedir [2, 35].

2.3.2. Parakrin Hormonlar

Parakrin fonksiyon, interseliler sivi kanallardgagyap kayaklari boyunca bir
hiicre tipinden kogu farkli bir hicre tipine sinyal molekulinin gitniis [32].
Histamin, bradikinin, ve as&donik asit Urtnlerini iceren parakrin hormonlarnka
akiminin diizenlenmesinde doku metabolizmasindgmisaz mediyatorlerdir [32].

Histamin Inflamasyon, alerji ve alerjik yanitlar sonucunda sma
hicrelerinden salinarak kapiller gecirgenlikte sartbazi damar yataklarinda vendz
konstriksiyona ve arteriolar vazodilatasyona setlep. Histamin vaskiler etkilerini,
H1 ve H2 resptorleri aracgyla gerceklstirir [2].

Bradikinin. Kinin ailesinin bir tiyesi olup bir doku hormonudiallikreninle
aktive ve anjiyotensin dogturict enzim ile de inaktive edilir. Kardiyovaskiile
hastaliklarin olgum patogenezinde dnemli bir rol oyngdileri strtlmektedir [46-
47]. Bradikinin, endotel hiicrelerinde yer alan B2 kingseptorleri aracgyla hicre
icine Cd" konsantrasyonunu arttirarak NO sentezini uyariosfdlipaz-A
aktivasyonu ile de membranda vazoaktif medyatOskemtezletir. Argidonik asit
metabolitleri ve NO aracgiyla da dolayl olarak vazodilatasyona neden ofi-|[
48]. Bradikinin, B2 reseptérleriyle diz kas relekganu, damarlarda permeabilite
artisl, mast hicrelerinden histamin salinimi, doku mi&yonu, sempatik sinir
eksitasyonuyla katekolamin salinimi, membranlardgikoz transportu ile instline
duyarliligin artmasi gibi dgrudan etkileri de vardir.

Arasidonik asit metabolitler. Membranda bulunan bir fosfolipid olan
argidonik asitten Uretilen prostasiklin ve prostaglanB, (PGE,), vazodilator iken
prostaglandin J;, tromboksanlar ve l6kotrienler vazokonstriktor raka etki
etmektedir. Birgok dokuda etkili olduklari gibi,rbok uyaran ile de salgilanmalari
sonucu bazal tonlse etki ederek doku kanlanmasiizenlenmesine katkida
bulunmaktadir [2]
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Sekil 2.4. Arteriyollerin etrafindaki dokulardan kaynaklaneawoaktif bilgikler.

2.3.3. Miyojenik Mekanizmalar

Doku metabolizmasi bazal durumda sabit glduzaman, perfliizyon
basincindaki désmelere kagin sabit kan akimini devam ettirilmesi icin vaskile
direnc dgisikliklerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu mekanizrganel olarak kan
akiminin otoreguilasyonu olarak kabul edilmektedierfizyon basinci destigi
zaman kan akiminin hala sabit kalmasinin nedeniojeryjk mekanizmayla
aciklanabilir. Bu mekanizmaya gore, vaskuler dug gerildginde vaskuler diz kas
membraninda yer alan gerime duyarli kanallari aktder ve hicre ici kalsiyum
konsantrasyonunu arttirarak damarlar kasilir [2, 35

2.3.4. Vaskiler Tonusun Endotelyal Kontroli

Vaskuler tonusun kontrolinde endotelin katkist gibnlidur. Endotelden,
NO, prostasiklin ve endotelden kaynaklanan hipenpoé edici faktor (EDHF) gibi
vazodilator ajanlarin yani sira endotelin gibi Meaustriktor ajanlarda salinmaktadir.
Vaskuler tonus bu vazokonsriktér ve vazodilatonkaarasindaki dengeye ghalir.
En 6nemli dizenleyici ajanlarsazida aciklanmtir [2, 35].

Nitrik Oksit. NO, endotelden salinan en 6énemli mediyatérdir. ofaigal
gewetici faktor varlgl ilk olarak Furchgott ve Zawadzki tarafindan 1980nda
tawan aort halkasinda @am bir endotel varfiinda asetil koline ggemeseklinde
yanit verilmesiyle fark edilngtir. Bu calsmada sglam ve perfiizyonu dizgin olan
tawan aort kesitlerinde noradrenalin ile glurulan vazokonstriiksiyonun asetil kolin
ile vazorelaksasyona dogtligli, fakat endotel tabakasi cikarilan aort kesittiin
vaskiler diz kasin vazodilatasyon yefgnm kayboldigu gézlenmgtir. Bu nedenle
endotelyal gesetici faktor olarak tanimlanan prostanoidlegidda vazodilator bir
maddenin varfii ortaya konmstur. Daha sonra yapilan cahalarda bu yeni
faktoriin normal endotel tarafindan salfhdre caitli ilag ve ilag dsi maddeler ile
saliniminin arttirildyi gézlenmgtir [49]. Bundan 7 yil sonra endotelyal getici
faktoriin NO oldgu tespit edilmgtir [50].

NO, L-arjinin amino asidinin nitrik oksit sentaz Q@Q$) enzimiyle
oksidasyonu sonucunda sitrilin ile birlikte gla NOS enziminin ¢ izoformu
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bulnunmaktadir. Beyinden klonlanan formu néranal SNGnNOS), endotel
hicrelerinden klonlanan endotelyal NOS (eNOS) vedarak uyarilabilir formu da
induklenebilir NOS’tur (iNOS). Bu Uc¢ izoformun hepde nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (NADPH), flavin adenin dinikledtve flavin mononikleotid
kofaktor balanma bolgesi ve kalsiyum (€3 kalmodulin bglanma bolgelerine
sahiptir. Tetrahidrobiyopterin, enzimin hem gruband_-arjinine elektron transfer
eden O6nemli kofaktordirilging olarak tetrahidrobiyopterin yada L-arjinin kga

elektron transferi molekuler oksijene kayarak stgsit anyonunu okturmaktadir.

Asetil kolin, norepinefrin, bradikinin, trombin, T, vazopressin, seratonin,
histamin, y& asitleri, iyonoforlar ve kayma gerimi gibi NO samini diizenleyen
pek cok faktor vardir. NO, diiz kas membranini koéagecerek soluble guanilat
siklazin (sGC) hem kismina ganip, siklik guanozin monofosfatt (cGMP)
olusumunu sglamaktadir. cGMP, miyozin hafif zincir kinazin fostinu
uzaklatirarak defosforiller ve hiicre ici €adiizeyinin azalmasini gayarak ta
gewemeye neden olur.

Vaskiler tonusun diizenlenmesinde endotelden saMt oldukca 6nemli
rolii olan bir mediyatordir. NO ile endotelden sahivazokonstriktorler ve sempatik
sinir sistemi arasindaki denge bazal damar tonususirdirilmesinde kritik
fonksiyon gosterir. NOS enziminin vaskuler tonusatkksi gerek inhibitorleriyle
gerekse de transgenik hayvanlarla yapilansigeiarda ortaya konngtur. Tawan
aortunda NOS enziminin L-NMMA ile inhibe edilmesi ndotelyal
vazokonstriksiyona yol acarken eNOS’dan yoksunléaire aortunda Ach’e verilen
geweme yaniti ortan kalktir. NO’in katkisi farkl canl turleri ve ayni chda
damar boyutlari acisindan farkliik gostermekteddzellikle iletim tipi biyuk
arterlerde NO’in katkisi 6n plandayken, damar ¢amildikce NO yerini EDHF'ye
birakmaktadir.

NO, genel sistemik tonusun yanind&eati damar yataklarina gére koroner,
pulmoner ve renal vaskuiler tonusun diizenlenmegitath@ 6nemli bir role sahiptir.
Huang ve arkadtéari eNOS’'dan yoksun hayvanlarin endoteliglaen aort
damarlarinda asetil koline verilen geme yanitlarinin azalgini ve bu hayvanlarin
hipertansif oldgunu ilk olarak gostermerdir [51]. Kardiyak, ndronal ve hormonal
homeostatik mekanizmalar devreye girmesinggmen eNOS’un yoklgunu
kompanse edememektedir, hipertansiyonsgedktedir [52]. Bu sonuclar sistemik
kan basincinin dizenlenmesinde eNOS kaynakli NQ@&dtunin cok ©6nemli
oldugunu vurgulamaktadir.

eNOS’dan yoksun hayvanlarin pulmoner dotanda NO’in katkisi
incelendginde; bu hayvanlarin pulmoner arter basinci ve dagir@ncinin arttg
gosterilmitir. Pulmoner dolgmda iINOS ve nNOS kaynakli NO’in, sistemik kan
basincina eNOS kadar katkisinin olngatespit edilmtir.

Koroner damar tonusunun dizenlenmesinde NO’in 6nBIQIS enzimin
inhibisyonuyla gosterilngtir. L-NMMA ile perflize edilen kalpte bazal koroner
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damar tonusu agtl gostermesinin yaninda, asetil kolin ve bradikininerilen
geweme yaniti 6nemli dl¢liide baskilagitm [53-54] .

NO’in bébrekte damar tonusu ve renal fonksiyonkaitkisini incelediinde;
eNOS’tan kaynaklanan NO’in, pre ve post-glomeri@geriyolar tonisin ve renal
kan akiminin kontrolinde O6nemli role sahip @dugorilmektedir. Bu dengenin
bozulmasi boébrek disfonksiyonuna ve bir sire saistemik hipertansiyona yol
acmaktadir [55]. eNOS yaninda bobreklerde nNOS’an édemli fonksiyonlari
vardir. Parasempatik ve nitrerjik sinirlerin yamandtbul ve glomerdl gibi noral
olmayan bdbrek bolumlerinde de yer alan nNOS, Holiweksiyonu ve renal kan
akiminin dizenlenmesine katkida bulunmaktadir. dsyizole edilen renal arter ve
arteriyollerde de nitrerjik sinirlerin uyarilmasazodilator etkilidir. Spesifik nNOS
inhibitorlerinin uygulanmasi renal plazma akimmedullar ve kortikal kan akimini
azaltir, renal vaskuler direnci arttirir [56].

EDHF. NO’in aydinlatilmasindan kisa sure sonra tire, alamboyutlarina,
uyarana bgh olarak endotelden birden fazla farkli getici faktorlerin salindii da
tespit edilmgtir. Bu calsmalarda asetil kolin’e verilen ggame yanitlarinin, NOS ve
siklooksijenaz (COX) inhibitorleriyle engellenmgdisaptandiktan sonra, birgok
aragtirmada NO ve PGlden farkli endotel kaynakli vazodilatér madde talamistir
[57]. Bu vazodilator yanitlarin potasyum kanallamrbloke edilmesiyle ortadan
kalktigi tespit edilmgtir. EDHF'nin etkisiyle ilgili 0¢ farkh mekanizma
Onerilmektedir. Bu mekanizmalar tirler arasindamaia yataklari arasinda ve
endotelyal uyaranlara gore farkliik gostermektedsirinci oneri EDHF, C¥
bagimli K* kanallari aracifiiyla endotelde hiperpolarizasyon gturur. Oluan
hiperpolarizasyon, gap junctionlar aragijla vaskuiler diz kasa iletilerek diz kasta
gewemeye yol acar [58]Bu fikre gore; endotelyal Kkanallari, diiz kasta voltaj
bazimli Ca™“ kanallari aracifiiyla C&? girisini azaltarak vaskiler diz kasin
kasilabilirligine etki eder [59]. Oger bir 6neri; EDHF, EET gibi sitokrom p450
yolaginin Grinddar ve EET, Bk kanallari aracifiiyla diiz kasta hiperpolarizasyona
yol acar [59]. Uclincii 6neri ise; endotel hiicreléeim orta ve kiiciik Cabazimh K*
kanallari aracifiiyla K* cikisi diiz kas hiicrelerindeki inward rectifying potasyum
kanallarini (Kr) ve sodyum potasyum ATPaz'lari (M&K* ATPaz) aktive eder [60].
EDHF, damar capinin agtyla vazodilatasyonda ve doku perfiizyonunda oneohli
oynar.

Yapilan calgmalarda K, H,O, C-natriiiretik peptid, anandamid, 14,15
epoksieikosatrienoik asit (14,15 EET) bircok metlly&EDHF olarak tanimlanrtir.
EDHF aracili geyeme iletim ve diren¢g damarlarinin her ikisinde deiiinlansa da
direnc arterlerinde ve damar boyu kiculdikce katkisha fazladir [5].iletim
damarlari oldgu halde koroner ve bébrek damar gatala EDHF major rol oynar
[61-62].

Endotelden salinan hiperpolarize edici faktorlezeiendginde; 14,15 EET,
aragsidonik asidin sitokrom P450 metabolitidir ve 14, BBT diz kasa diffize olarak
kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarini agBunun sonucunda potasyum
iyonlarinin hiicre gina cikmasi ile ve damar diz kasi hiperpolarizea@laeger.
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14,15 EET, in vivo ve in vitro ¢aimalarda insan koroner ve mammary arterinde ve
bir o kadar da periferal muskuiler ve subkutan kmtde damar geemesine katsisi
gosterilmitir  [5, 63-65]. Sitokrom P450 metabolitleri bdbrekolasiminin
dizenlenmesinde, kan basincinin uzun sdreli kamdd ve sodyum
homeostazisinde de 6nemli rol oynamaktadirlar [8p-6

Bir diger EDHF de insan koroner arterinde Onemli @ldw gosterilen
hidrojen peroksittir. BO,’nin  mezenterik diren¢g damarlarinda da anahtar rol
oynadgini sdyleyen yayinlar da mevcuttur [&enelde, iletim arterlerinden kiguk
arterlere gidildikce NO’in vaskiler tonusa katkisizalirken EDHFnin ki
artmaktadir. EDHF Uretimi ve NO duzeylerinin dizsmwhesi arasinda bir etkglen
vardir. NO, sitokrom P450'nin hem grubunaglamarak bu enzimleri ve 12,15
EET nin Urdnlerini inhibe etmektedir. Superoksietimi arttginda ise NO oksidatif
olarak yikilir ve NO biyoyararalanimi azalir. Argmolan superoksit, hidrojen
azalmasi, kompensatuar olarak EDHF’nin sama yol acar ve EDHF, kucuk
damarlarin geyemesinde 6n plana ¢ikgl].

Prostasiklin. Prostasiklin (prostaglandin,, | PGb), COX 1 ve COX 2
aracllglyla argidonik asitten Uretilirler. PG) endotelden salinghi kesfedilen ilk
vazodilatér ajandir [5] ve endotelden salindiktamra damar diz kasinda cAMP
aracllglyla geveemeye yol acarlar. Pglvaskiler homeostazisin surdurilmesinde
ve kan akiminin kontroliinde esansiyel rol oy[@8]. Prostaglandinler, Ozellikle
bobrekte vaskuller tonusun kontrolinde dnemli g@mewardir [4]. Prostasiklinler,
iskelet kaslarinda kan akimi ve metabolik vazoddgbnu dizenlemede buyuk
onemi vardir [4] Prostasiklin sentezini uyaran agonistler arasewaucli uyaran
bradikinin, bunun yani sira substans P, platelgh&kli bliyume faktori, epidermal
biyume faktori ve adenin nukleotidleridir [41].

Arasidonik Asitten Kaynaklanan VazokonstriktorldEndotelden daha c¢ok
prostasiklinler salinsa da hipertansiyon [70] gibtolojik kasullarda vazokonstriktor
aktiviteye sahip dier prostaglandinler de dretebilebilir [41]. Prosaaglin H
(PGH,) dogrudan COX1 ve COX2 urund iken, tromboksan ise B@dh
tromboksan sentaz enzimiyle sentezlenir [71].

Diger o6nemli vazokonstriktor ajan amonik asidin sitokrom P450
metabolizmasinin trint olan 20 hidroksieikosatewde asittir (20 HETE). Bu
bilesik, kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarinhibe ederek kasiimaya yol
acar. 20 HETE sentezini, ANG I, endotelin, katekoinler uyarirken NO inhibe
eder[72].

Anjiyotensin Il.Anjiyotensin dongtirict enzim (ACE), 6zellikle pulmoner
damarlarin endotel hicrelerinde membranghbalarak yer almaktadir [73JACE,
ANG 1'i ANG II'ye doénistirmesinde ve bradikininin parcalanmasinda goérev
almaktadir. Bunun yaninda kardiak ve vaskller Hécraenin anjiyotensin
sisteminin tim komponentlerini icerir [41] ve bogge ANG II'nin lokal olarak
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Uretiimesi damar fonksiyonlari icin de dnemli olaiéktedir. ANG II'nin lokal
uretimi, dolgimdaki anjiyotensin veya renin duzeyleri yukseknoda gl halde ACE
inhibitorleri veya anjiyotensin reseptor antagdeistin neden etkili oldgunu ortaya
koymaktadir.

Son doénemde yeni bir karboksipeptidaz olan ACHinl’ varligl ortaya
konmutur [74]. Bu enzim ANG | veya ANG II'den 1 aminoitkeserek, ANG II'yi
azaltmak ve vazodilator 6zellikte olan anjiyotendH? metabolitini arttirmaktadir.
Bu bakimdan ACE ve ACE Il arasindaki denge, AN@ulkeylerinin ve vazomotor
tonusun kontrolinde énemlidir [75].

Endotelinler. Endotelinler (ET), aralarinda endotel hicrelerinide
bulundgu pek cok hiicrede sentezlenip, salinirlar. ET, dna asitten olgan 3
izoformu vardir. ET, preproendotelin olarak sengslilip, endotelin donditirtict
enzim (ECE) aracghyla aktif ET’'ye donigturilerek salinir. Preproendotelin sentezi,
ANG II, LDL, hipoksi disiik kayma gerilimi ve inflamatuar sitokinlerle uylar(76].
ET’ler, ET-A, ET-B ve ET-C reseptorleri aragilyla vaskuiler etkilerini gosterirler.
ET-A reseptori damar diz kasinda daha fazlaykenBEfeseptori endotel
hiicrelerinde bulunurilk aktive oldgunda gicli vazokonstriksiyonu uyarmasina
karsin ilerleyen surecte NO salinimini uyararak etkisimaltir [77]. Organizmada
ET-1 konsantrasyonu agitnda hizla elemine edilmektedir. Ozellikle pulmoner
dolasimdan ET-B reseptori ara@lyla geri alinmaktadir. Pulmoner deiain
disinda bobrek ve karaggerinde ET-1'in eliminasyonun da katkisi vardir.

ET-1, kasici etkisini IP3 vyopa aracilgiyla gosterir [78]. D#&uk
konsantrasyonlarda, ANG Il, seratoniradrenerjik agonistler gibi protein kinaz C
aracilikli etki gésteren ger vazokonstriktorleri de arttirir.

Kan basincinin ve bazal vaskiler tonusun dizerdsmde ET-1'in de
katkisi vardir. ET-1'e ait reseptorler butiin dareegmentlerinde bulunur ve ET-1
diger ajanlara kiyasla 10 kat daha gucli bir vazokissyon yapar [41]. Deney
hayvanlarinda sistemik olarak ET-1'e ait reseptotdoke edilirse damarlarda
vazodilatasyona ve kan basincinda %10-20 azalmaligor[41]. Benzersekilde
ECE enziminin inhibisyonu da normotansif insanlakin basincinin guastine
sebep olmgtur.

ET-1'in hedef organlari arasinda akei, bobrek ve kalp yer almaktadir. ET-
1'in pulmoner dolaaima etkisi tam anklamamstir, fakat ET-1'in Klirensi ve
uretimi acisindan oldukca o6nemlidir. Ozellikle koeon damarlarda gicliu bir
vazokonstriktordir ve etkisini ET-A reseptorii ahdcyla gerceklstirir. Bolus
olarak uygulandinda miyokardiyal iskemiye hatta ventrikiler ariyi yol
acabilmektedir. Bobrek dajaninda da oldukca ©6nemlidir. Afferent ve efferent
arteriyolde vazokonstriksiyona neden olarak rerlakma akimini ve glomertler
filtrasyon hizini azaltir. Renal vazokonstriksiyetkisini ET-A reseptoru aracgiyla
gerceklgtirir. ET-B reseptorii de idrarda sodyum atilimindaemlidir. ET-B
reseptorii olmayan ratlarda tuza duyarl hipertamsigelsebildigi gosterilmitir.
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Bdylece ET-1, bobrekte iyon ve su homeostazisiiagen da 6énemli olabilmektedir
[41].

2.4. Karbonmonoksit
2.4.1. Karbonmonoksidin Fiziksel ve Kimyasal Ozelkleri

CO, tatsiz, kokusuz, renksiz @ik molekil &irligina sahip diatomik bir
gazdir ve CQO’e ait fiziksel ozellikler tablo 3.1'delirtiimistir [6]. CO, cevresel ve
endustriyel surecte toksik bir yan urin olarak ilmetktedir. NO’e gore CO,
biyolojik sistemlerde daha stabildir vglesmems elektronu da yoktur. Hemoglobine
oksijenden 245 kez daha fazla affinitesi bulunmaikteHem bglanma bolgelerinde
CO’in parsiyel ggali oksijen salinimini baskilar ve oksijegrisini sola kaydirir.
CO'in oksijen taima kapasitesini azaltmasi doku hipoksisine yot.aca

Yirminci yuzyillin ortalarinda, CO’idin endojen o&k Uretildgi ve
patofizyolojik kasullar altinda CO’in Uretiminin arth gosterilmitir [6]. insan
vilcudunda CO’in gunluk tretimi yaklik olarak 20 pM/saat'tir [6]. CO, uzun yillar
toksik, atik ve cevreyi kirleten gaz olarak bilinde viicudumuzda uretilmesinin
kesfedilmesiyle birlikte pek c¢ok biyolojik fonksiyonumliizenlenmesinde 6nemli
oldugu kesfedilmistir.

Tablo 2.2: CO'in fiziksel 6zellikleri

Molekuler Agirlik 28.01g
Kaynama noktasi -191.5
Erime noktasi -199
Ozgul airhig 0°C,1atm  1.250g/L
25°C,latm 1.145g/L
Ozgul airhig 0°C,1atm  1.250g/L
25°C,1latm 1.145g/L
Havaya gore hal yogunlugu 0.967
Sudaki ¢cézunarlgii 0°C 3.54 ml/100m|
20°C 2.32 ml/200m|
25°C 2.14 ml/100ml
Havadaki patlama siniri % 12.5-74.2
Cevirme faktorleri 0°C, 1 atm 1 mg#n800 ppm
1 ppm= 1.250 mg/m
25°C, 1 atm 1 mg/fs 873 ppm
1 ppm= 1.145 mg/m

Ref:[6]

2.4.2. Endojen Karbonmonoksit Uretimi

CO'idin geri dongumli olarak hemoglobine Beandgl ve doku hipoksisine
neden oldgunu ilk olarak 1850’lerin handa Fransiz fizyolog Claude Bernand
farketms ve daha sonra 1912 yilinda Douglas tarafindanmianmstir [19].
1895'de yapilan bir ¢caimada CO’in hemoglobine BEnmasi Uzerinde, yuksek
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parsiyel oksijen basincinin antagonistik etkisugld gosterilmgtir [79]. Endojen CO
dretimine dair ilk bulgu 1898 yilinda Saint-Martwe Niclous tarfindan ortaya
atilmistir. 1950°li yillara gelindginde ise hemoglobinin dekompozisyonu sonucu
insan vicudunda CO’nun vatlideneysel kanitlarla ispatlargnr [80].

CO’in temel biyolojik kayngl (>%86) hem molekulinin, hemoksijenaz
(HO) enzimiyle degredasyonudur. Az bir kismi da ofidsidasyon, lipid
peroksidasyonu ve ksenobiyotik metabolizmalar sadesolgur [6].

CO’in non-enzimatik olgtumu Hem molekdlindn, metilen képruleri kirilinca
CO salinir. Sitokrom P450’'in, NADPH (nikotinamid eadn dinukleotid fosfat)
oksidasyonuyla inaktivasyonu, hem ve apoenzim mdaki bgin kirilmasina
dolayisiyla hem degredasyonuna neden olur. [8&h-enzimatik hem metabolizmasi
bu sekilde meydana gelmesine graen, CO’nun c¢gunlugu enzimatik hem
metabolizmasiyla uretilir ve ganlukla retikiiloendotelyal sistemde gercaki¢18].

CO'in enzimatik olgumu Insan kaninda bulunanan CO, oksijeqiys!
hemoglobinin degredasyonundan kaynaklanir [82]. digid CO 6zellikle hem
degredasyonunda hiz sinirlayict basamak olan nukmak hemoksijenaz
enzimlerinin etkisiyle meydana gelmektedir [83]. nizksijenaz, hemini-mezo
karbon koprulerini kirararak biliverdin, demir véOMlusturur [82]
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2.4.3. Hemoksijenaz Enzimi

Tenhunen ve arkaglarinin hem katabolizmasini tanimlamalariyla 1968'd
HO'nun kefi gerceklemistir [84]. Daha sonra enzimin Ug¢ farkh izoformu ogd
gosterilmitir.  Bunlardan HO-2 ve HO-3 yapisal olarak @l HO-1 ise
biyokimyasal veya biyofiziksel stresle indiklenabiVe enzimin yaygin olarak
bulunan izoformudur [85-86]

HO, hem molekilinin alfa ve meso karbon koprilekmar ve hemin
biliverdine parcalanmasini arken ortama CO, serbestEee biliverdin salinir.
HO, hemin oksidatif degredasyonunda hiz sinirlafakiordir. Reaksiyon sirasinda
uc molekil oksijen ve nikotinamid adenin dintkleesitokrom p-450 rediktazdan
(NADPH-sitokrom p-450 rediktaz) gelen elektronlat&nilir [87-88]. Sonug olarak
reaksiyon sonunda bir molekiil hemin CO;%ee biliverdine degredasyonu icin ii¢
molekil oksijen ve yedi adet elektron kullanilirilierdin ise biliverdin rediktaz
enzimi ile bilirubin IXa yapisina reduklenir [89]. Odan reaksiyon drtnlerinin
bircok hucresel slevi (antioksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptgtilolmasinin
yaninda, HO lipid peroksidasyonu ve serbest okgsigehkali olisumunda etkili bir
promoter molekul olan hemin élumctul etkilerine fdriicreyi koruf18, 82].

Hemoksijenazin, HO-1, HO-2 ve HO-3 olmak Uzereargnu bulunmaktadir.
HO-1 uyarilabilir, HO-2 ve HO-3 ise yapisal formudiiO-1 ve HO-2, sirasiyla
22912 ve 16p13.3 kromozomlarda haritalanan genléminleridir, amino asit
sekanslari %40 oraninda benzerdir. 24 amino asidik katalitik bdlgeleri HO-1 ve
HO-2'nin her ikisinde de korunmgtur. HO-1 ve HO-2'nin hem degredasyonunun
katalitik mekanizmalari benzer olmasina gmen, enzimatik aktivitelerinin
dizenlenmeleri farkli mekanizmalarla olmaktadir. -HiQe HO-2'nin her ikisi de
membran bamh proteinlerdir. Karboksi ucundaki hidrofobik Yuwguyla
endoplazmik retkikulum membranina demirlegiini Diger hicrelerin ¢gunda
oldugu gibi serebral damarlarin endotel hiicrelerindeH{®-1 ve HO-2, benzer
intraseliler lokalizasyona sahiptir. HO-2, buyuétklenlge sahip Blg, ile birlikte
yer alir ki bu birliktelik fonksiyonel olarak 6neidir. Clinki CO, Blg,yi aktive
ederek vazodilatasyona neden olur. Pulmoner amelotel hicrelerinde, HO-1
plazma membraninda kaveolada yer alir ve kaveolr1F¢ balandiginda kendi
aktivitesini duzenler [90]. Enzimin HO-3 olarak adtirlan fakat hakkinda cok
fazla bilgi olmayan tcunci bir izoformu da tanimtagtir. HO-3, HO-2 amino asit
yapisiyla benzerlik gosterir fakat hem katalizilmndaha az etkin olmakla beraber
hem b&mli genlerin dizenleyicisi olarak ta gorev yapa&6,[ 91] ve beyin,
karacger, bobrek, dalakta eksprese olmaktadir.[86]

HO-1, hemoksijenaz izoenzimlerinin uyarilabilir foundur. Bazal kgullar
altinda vicudumuzda toksik hemin elemine edildie kirmizi kan hdcrelerinin
yikildigl karacger ve dalakta eksprese edilir. Kimyasal veya figiksr uyariya kan
damar dokusunun da yer aldpek cok dokuda uyarilabilir. HO-1 bir erken cevap
genidir, stres, antioksidan response elementlel9f), nikleer faktorkB [93] ve
cAMP response element [94] aragnfla uyariimaktadir. HO-1'in spesifik uyaranlari
arasinda hem, NO, ROS, okside lipidler, metallapatér ile demir ve kobalt gibi
metaller yer almaktadir [94-99].
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HO-2 izoenzimlerin yapisal formudur, ekspresyonskina olarak beyin ve
testiste bulunur. Ayrica damarlar, merkezi sinistesmi, karagier, bobrekler ve
gastrointestinal sistemde de yiksek miktarda HGspreese edilmektedir. Glutamat
ile uyarim, hipoksi ve hipotansiyon gibi fizyolojikeya patofizyolojik keullar HO-
2'nin ekspresyonunu destirmeden, HO-2 aktivitesini arttirmaktadir.

2.4.4. Karbonmonoksit Uretiminin Kontrolii
Endojen olarak CO, NADPH'In oksidasyonu ve HO amzaracilgiyla
hem’in yikimi sonucunda demir ve biliverdinle bitk tretilmektedir.

HO-2 geni transkripsiyonel modifikasyonlara duyadsi ve sadece genin
prometer bdlgesinde bulunan glikokortikoid respoe$ement aracigiyla adrenal
glikortikoid hormonlarla uyarilabilir. Uzun suremikikostreoid tedavisi uygulanmasi
sonucu cgtli deney hayvanlarinin néronlarinda HO-2 sevipesi arttgi
gosterilmitir.  Transkripsiyonel modifikasyonlara duyarsiz aebsma kagin akut
olarak, posttranslasyonel modifikasyonlarla HO-2ziemnin aktivasyonunu ve
endojen CO miktarini arttirilabilir. HO-2'nin  posthslasyonel aktivasyonu,
kalsiyum kalmodulin bamli [100] ve protein fosforilasyonu aragilyla olmaktadir
[100-102]. Serebral damarlarda ve endotel hicredesi HO-2 aktivasyonu,
glutamat, IiGIuR agonistleri ara@iyla ve kalsiyum kalmodulin kgamli
mekanizmalarla gercelkdmektedir [101-102].

NO de HO-2 aktivitesinde dual bir etkiye sahiptfWO, HO-2 Uzerinde yer
alan hem duzenleyici motife glanarak HO-2 aktivitesini inhibe ederken [103get
taraftan cGMP bamli mekanizmalarla da serebral kicik damarlarda-ZHn
katalitik aktivitesini arttirirmaktadir [101]. Bearolarak izole kalp ve aortik endotel
hiicrelerinde NO, CO Uretimini uyarmaktadir [104-[LOBOylece NO, HO-2'nin
katalitik aktivitesinin dgrudan olarak inhibe ederken cGMP'yi arttirarak adagl
olarak uyarmaktadir.

Hem substratlarinin kullanimini arttiran faktorkgrebral damarlarda CO
aretimini arttirir, bu da HO-2 aktivitesinin sukatibaimh oldugunun gdstergesidir
[102, 106]. Boylece hucresel hem dretiminin dizemesi, CO Uretiminin
dizenlenmesinde yer alabilir. Hicresel hem Uretmmtpkondriyal ve sitoplazmik
reaksiyonlarin her ikisini de iceren ¢ok basamadéimdir. Hiz sinirlayici basamak,
suksinil CoA’dan é-aminolevulinik asidin sentezi ve-aminolevulinik asitle
katalizlenen glisindir [104, 107]6-aminolevulinik asit sentaz aktivitesi, hem ve
okside hemin negatif geri bildirim inhibisyonu aiagyla kontrol edilmektedir.
Salam kiucuk serebral damarlarda; intraselliler kalsiykonsantrasyonunun at|
PKC aktivitesinin artina b&li hem kullanimini ve CO dretimini arttirmaktadir
[107-108].

Son bulgular HO-2 aktivitesinin redoks gosmli mekanizmalarla da
duzenlendiini gostermektedir. izole edilen serebral damarlarda ve serebral
damarlarin endotel hiicrelerinde TNFROS aracili mekanizmalarla HO-2'yi aktive
eder ve ROS’'un major kaypa da NADPH oksidaz 4’tir [109]ROS, HO-2
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aktivitesini HO-2 proteinine hem substratinin glaamasini kontrol eden
tiyol/disulfid redoks molekiler anahtariyla modélger [110].

2.4.5. Karbonmonoksitin Fonksiyonlari

CO, uzun yillardan beri hem metabolizmasi sonuagaol yararsiz, toksik bir
ara Urun olarak tanimlangtir. Oysaki CO hticresel fonksiyonlarin diizenlenmési
gorev alan 6nemli bir molekuladir. CO’nun fonksijemm asagida 6zetlenngtir.

CO’nun anti-inflamatuar etkisiSepsis hayvan modelleri ve hicre kultart
calismalarinda HO-1 kaynakli veya ekzojen CO’nun arflamatuar etkili oldgu
gOsterilmitir [111]. Fizyolojik olarak vicut sivisindaki CQoksantrasyonu 100 ile
500 ppm arasinda geiklik gostermektedir. Bu konsantrasyon gdeminda CO
makrofajlardan kaynaklanan TNE- makrofaj migrasyon inhibitor faktor (MIF),
interlokin-1 [111] ve aktive olmu T hicrelerinden salinan interlokin-2 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimini engeller P11 Ayrica CO anti-inflamatuar
sitokin olan interlokin-10'nun sentezini uyarir. @On anti-inflamatuar etkisi,
cGMP’den bgimsiz olarak p38 kinaz aracilidir [111].

CO’nun anti-apoptotik etkisiCO’nun olasi antiapoptotik etkisi ilk kez in
vitro olarak gosterilmitir. Hlcre kdlttrlerine ekzojen olarak CO uygularsmdare
endotel hiicrelerinde [113] ve fibroblastlarinda4Liiimér nekroz faktoria: (TNF-
a) ile baglatilan apoptozisi engellegtir. Benzer anti-apoptotik etki HO-1
ekspresyonunda agtile de gozlennstir [114]. DisUk konsantrasyonlarda ekzojen
olarak CO uygulanmasi, pulmoner arter endotel hidikirlerinde iskemi ve
reperfizyonla uyarilan apoptozisi engeller [115hd&telyal hicrelerde, MAPK
yolaginin selektif kimyasal inhibitorid kullanilarak TNk-ile uyarilan apoptozis
Uzerine CO’nun inhibitor etkisinin kalkmasi, p38 MK sinyal yol&nin
kullanildigint gostermektedir [113]. Ayrica HO-1 veya CO’nurNH-o. aracili
endotelyal hiicre apoptozundan hiicreyi korumak idifgB bazimli anti-apoptotik
genler (c-IAP2 ve Al) ile birlikte ¢alngini gosteren agarmalar mevcuttur [116].

CO’nun anti-proliferatif etkisi.CO’nun hicre proliferasyonundaki inhibitor
etkisini ilk kez ortaya koyan Morita ve arkath yapmsg oldugu calsmalarda,
hipoksik kaullarda CO veya HO-1 kullanilarak diz kas hucrelif@syonunun
regule edildgini goOstermglerdir [117-118]. Hipoksi ile uyarilan HO-1
ekspresyonundaki agtisonucunda vaskiler diz kas hicrelerinden enddgako
uretilen ve salinan CO, hicre kudltirinde endotelyatrelerin endojen cGMP
dretimini arttirmgtir. Bu modelde vaskiler diz kas proliferasyonur@® ile
baskilanmasi, ET-1 ve platelet kaynakh buyimetdiik (PDGF) gibi endotelyal
mitojenlerin ekspresyonunun cGMPgoali down-regulasyonu ile gkilidir [117].

CO’nun kanser hucreleri, T hicreleri, vaskuler @&z hicreleri gibi bircok
hiicre tipinde hlcre proliferasyonunu engeliedie gosterilmitir. Gen transferiyle
ekzojen HO-1 uygulamasi veya ekzojen CO uygulamaaskiler diz kas
proliferasyonunu sadece cGMP Uretimi ilegitleayni zamanda G1-siklin gaml
protein kinaz inhibitorii pZ¥* ve p38 MAPK aktivasyonu ile Go/G1’de durdurarak
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yapmaktadir [16, 119-120]. Ayrica, CO’nun ERK1/2efimde baskilayici etki
gostermesi anti-proliferatif etkiye katkida bului@begini gostermektedir [121].

CO’nun norotransmisyonal etkisi. Olfaktor sinyal iletimi, uzun sureli
guclenme (LTP, long-term potentiation), nonadrakemonkolinerlik (NANC)
bagiml kas geyemesi, sirkadyan ritmin kolinerjik regulasyonu, digovaskuler
fonksiyonlarin otonomik regulasyonu gibi bircok al@jik sirecte CO bir sinyal
molekilu olarak gorev yapmaktadir [19].

CO’nun LTP siresince postsinaptik ve presinaptikonfarin arasinda
retrograd haberci olarak gorev yaptbilinmektedir [122]. Ozellikle hipokampusun
CA1 boélgesinde CO’nun retrograd bir haberci @dubunun yaninda presinaptik
sGC'yi dasrudan aktifleyen bir molekil olarak da davrahdelirtimektedir [123].

Kan Basincinin DlizenlenmesCO, vaskller tonusa ve merkezi sinir
sistemine etki ederek kan basincini dizenlemekt®diskiiler tonusa olan etkisini
bir sonraki balik altinda ayrintili bigekilde incelenecektir.

Endojen CO’idin merkezi sinir sistemine etkisinekihasa; hemoksijenaz
inhibitdrd olan zink doteroporfirin 2,4 bis etileglikol (ZNnDPBG)'nin sistemik
olarak uygulanmasi beyinde HO aktivitesini blokerde sempatik ¢iki arttirarak,
kan basincini yukselgi gorulir. ZnDPBG’nin nikleus traktus solitaryuddTS)
direk enjeksiyonuda kan basincini arttirir ve NT@na CO’idin ipsilateral
mikroenjeksiyonu artmngikan basincini geri donduarir. Bu bulgular, NTS' del@en
CO dretimi, sempatik sinir sisteminin etkisini bdakarak kan basincinin normal
tutulmasina yardim efiini gostermektedir [6]

HO-1/CO sistemi kan basincinin diizenlenmesindetanable sahip oldgu
ve hipertansiyon patogenezine glamtili yolaklarda ilgkisi oldugunu goOsteren
bulgular vardir. Kan basincinin dizenlenmesinde @-rolu farkh hayvan
modellerinde ve deneysel modellerdesidiglik gosterir [6]. HO-1'in farmakolojik
uyariimasi veya HO substratlarinin verilmesi spottipertansif ratlar (SHR)'da kan
basincinda dimeye yol acmaktadir. Biliverdin uygulanmasi sistetan basincini
anlamh olarak dgstirmedigi icin HO-1'in antihipertansif etkisinin CO aracil
oldugunu gostermektedir [6]. HO-1/CO sisteminin yareolleri, ANG Il ile uyarilan
hipertansiyon modellerinde ve bir bobrek bir klipayian modelinde de
gosterilmitir.

2.4.6. Karbonmonoksidin Vaskuler Tonusa Etkisi

CO’in damar tonusunun dizenlenmesinde etkilerugdu gosteren bir¢ok
argtirma vardir. Aorta bga olmak lzere bircok arterlerde CO’in damar tomasu
katkida bulundgu gosterilmgtir [26, 124].

Ekzojen olarak uygulanan CO'’in, fenilefrin (Phed tbnceden kasilmiolan
sican kuyruk arterinde ggame yapil ilk gosterilen bulgudur [26]. CO’in neden
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oldugu vazodilatasyon icin ggam endotel gerekli ddédir. Diger yandan CO
yapiminin engellenmesi vaskuler kontraktiliteyitiamaktadir [26]. CO’in birgok
damar dokusunda vazodilatasyona sebep goldulinmektedir, bu sonuclar Tablo
3.2.’de gosterilmgtir [124].

DusUk konsantrasyonlar da CO uygulamasi internal degah NO
salinimina neden olarak da vazodilator etki gobtenektedir [26]. Ayrica endojen
NO dretiminin azaldy durumlarda endojen vazodilatér olarak da goérev
yapabilmektedir, bu acgidan NO igin bir yedekleme lekoli oldyu ileri
surulmektedir [14].

Tablo 2.3.CQ'in farkh tir hayvanlarda vaskiler etkileri

Doku Tar CO kaynagi Vaskduler etki
Aort Tawan Ekzojen Geeme
Aort Sigcan Ekzojen Gaeme
Basillar ve orta serebral arter Kopek, stav Ekzojen Etkisiz
Karotid, Koroner ve femoral Kdpek Ekzojen Geaeme
arter

Koroner arter Sican Ekzojen Gewme
Koroner arter Domuz Ekzojen Gemme
Koroner arter Domuz Ekzojen Gemme
Koroner arter ve ven Domuz Ekzojen Geme
Grasilis kasi arteri Sican Endojen ve Ekzojen Kaes 1P
Hepatik arter Sigan Ekzojen Etkisiz
Hepatik ven Sican Ekzojen Geme
Mezenterik arter Domuz Ekzojen Gewe
Pial arteriyol Domuz Endojen ve Ekzojen Geme
Pulmoner arter Taan Ekzojen Gegeme
Pulmoner arter ve ven Domuz Ekzojen Save
Renal arter Sican Ekzojen Geme
Kuyruk arteri Sican Ekzojen Ggame
Ref:[21]

CO’in vazodilator etkilerinin yani sira, diz kascheélerinden CO saliniminin
vazokonstiktér ET-1 ve trombosit kaynakli blyumektéal (PDGF) Uretimini
engelledgi gosterilmitir [117]. Boylelikle bu inhibisyon CO’in vaskuletonus
Uzerindeki etkilerine katkida bulunmaktadir.

2.4.6.1. Karbonmonoksit Aracili Vazodilatasyon Mekaizmalari

CO, vazodilatér etkisini cGMP ve B} kanallarini uyararak
gerceklgtirmektedir. Oncelikle Blg, kanallarini inceleyecek olursakes; arter ve
arteiyollerin damar diz kasinda bulunan BKkanallari CO ile aktive olarak
vazodilatasyona neden olur. Damar diiz kas hucnelerbulunan BK, kanallari por
olusturanal alt Gnitesi ve birlikte ekprese olgluve bu kanalin uyarilmasinda gorevi
olmayanp alt Unitesinden okur [90, 125]. NO ve CO, BK; kanallarinin farkl alt
Unitelerini uyarir. CO, Bl kanallarinina alt tGnitesini aktive eder ki mekanizmasi
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henliz tam olarak ¢ozulmegtir. Fakat Onerilen bir takim mekanizmalar vardir.
Bunlar; 1) CO dgrudan Bkg, kanallarinin dundaki histidin rezidulerine tganir
[126] 2) CO, BKca kanallarinin hem kgama alaninda bulunan redikte heme
baglanir [127] 3) K™ tip 1 alani icgin iletkenlik regilatorinde ki ylksaffinite
divalent katyon sensoriinde bulunan His/Asp rezid@diglanir [125] ve4) BKca
kanallarinin karboksil terminalindeki sistein 9Xil'roli tanimlanmangtir [128].
Fizyolojik kosullar altinda CO, dgrudan amino aside pemnamamaktadir ve bunu
gosteren direk deneysel bir kanit yoktur yadgldradigini destekleyen kimyasal
mekanizma da yoktur. Tek bir mekanizma wéyle ki; CO, BK:,; kanallarinda
bulunan heme t@anir [129], [127]. Hicresel hem, indirgenymdurumda dretilir ve
lipid bilayer icinde hidrofobiktir [130]. Hemin 61816 aminoasitleri arasinda
bulunana alt Unitesinin hem Rganma domainine @anmasi Bk, kanallarini
inhibe eder [131-132]. Fizyolojik voltaj ve kalsiyukonsantrasyonun da; hemin
konsantrasyonu yaldik 5nM olduygunda arteriyel diuz kas hicrelerindeki 8K
kanalinin hem kdama bolgesi icin hemin afinitesi, yuksektir [L3Bundan dolayi
BKca kanali fonksiyonel hem proteinidir. CO, kanalaglbaindirgenmg heme
baglaninca kanalda hemle gkili degisiklikler yaparak kanalin aktivasyonuna yol
acar [132]. Boylece Bk, kanalina bgli hem, CO igin reseptordir ve CO’idin
baglanmasi Blg, kanalinin C& duyarlilgini arttinr [132-133]. HO ve BK;
kanallari membranda birlikte yer alirlar ve HO-2rhbgilanma bdlgesiyle dgudan
iliskide olabilir [110, 134]. Muhtemelen, HO-1 ve HO<sadece BK, kanal
aktivatort olan CO’idi Uretmeyebilir, ayni zaman@®'i uretmek icin membranla
ili skili inhibitér hemi de indirgeyebilir.

Arteriyel duiz kas hicrelerinde, BKkanallari, mikromolar diizeyde kalsiyum
konsantrasyonuna duyarhdir [135],[133, 136]. Lokada sireli kalsiyum sparklari
BKca kanalini aktive eder [137]. Tek kalsiyum sparkk gek BKc, kanalini aktive
eder. Arteriyel duvarda gecici potasyum akimi memnbiiperpolarizasyonunu
uyarir, voltaj b&mh Ca™ kanal aktivitesi azalir, CA global konsantrasyonunda
azalmaya yol acar ve vazodilatasyon olur. Boyle&®, @uhtemelen CA sparks
frekansini yikselterek Bk kanalllarinin aktivitesini arttirmaktadir.

CO'in vaskuler tonusta etkili olgw diger bir mekanizma da sGC’1 aktive
ederek cGMP arh aracilglyla olisan gegemedir [138-139]. CO, cGMP
aktivasyonunda NO’e kiyasla daha az etkilidir [I#2]. CO veya CO dondrleri,
aralarinda pulmoner arter, aort, bébrek damariarda yer aldii pek ¢cok damar
dokusunda [16, 143-145] cGMP'yi arttirarak vazodityona yol acmaktadir.
Bununla birlikte literatiirde cGMP ile ilgili farkh gorglerin yer aldgl calsmalar da
bulunmaktadir. Bu calmalarda CO’in etki mekanizmasinda yer alan sGCtkilie
olabilmesi igin Bk, kanallarinin gerekli oldtu ileri surtlmektedir [27]. BKa
kanallari inhibisyonu ile CO’in cGMP Rganli gewetici etkisinin de ©onlne
gecilebilmektedir [13, 132, 146-148].
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz  Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji ~Anaioil  Dall
laboratuvarlarinda gercekt@ilen bu calsmada 6-8 aylik, egkin, Wistar cinsi
toplam 100 adet erkek sican kullanildi. Akdeniz Jénsitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul onayi ile Akdeniz Universitesi Tipakiltesi Deney Hayvanlari
Bakim ve Uretim Unitesinden temin edilen sicantacaklgl 23 + 2°C olan ve 12
saat saat gunsigl - 12 saat karanlk periyodu uygulanan bir odad@ldu ve
kisitlamaksizindd libitium) ticari sican yemi ile su tiketimine birakildilar.

3.1. Hayvanlarin Feda Edilmesi ve Damarlaririzolasyonu:

Projemizde CO'’in farkli organlarin damar yatakldarnve farkh buyuklikteki
damar segmentlerinde vaskuler tonuse katki dizeytaya koymayi ve HO enzim
dizeylerini saptamayi amagladik. Bu amagrdtusunda eter anetezisi altinda feda
edilen hayvanlarin damarlagagida belirtildigi gibi izole edildi.

Torasik aorta (n=10): Trakea, kalp ve
akcigerlerle birlikte aortun diyaframa
kadar olan kismi alindi.izolasyon
sirasinda aort sistemden kesilerek dise
edildi. Sonrasinda organ banyosu
asildi veya Western blot analizi igin
-80’de saklandi.

Abdominal aorta (n=10): Aortun
diyaframdan sonra, femoral arterler
ayrildigi yere kadar olan kismi ayrice
alindi  ve diseke edilerek orga
banyosuna asildi veya Western bilc
analizi icin -80’de saklandi.
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Pulmoner damar vyatgg (n=10):

Pulmoner damar yaganda ana pulmoner
arter, pulmoner arter ve pulmoner arteri
1. dali calgildi. Trakea ile birlikte kalp
ve akcgerler kesilerek sguk krebs
solisyonunun icerisine alindi. Kalp ve
akcigerler petriye gne ile sabitlendi.
Kalpten c¢ikan ana pulmoner arte
bulunduktan sonra, ak@rlere dgru
diseke edildi. Ana pulmoner arteri
dallari olan s@ ve sol pulmoner arter
ayrica, akgier loblarinin icerisine dgu
dallanan damarlar izole edildi. Butd
pulmoner arter yaf izole edildikten
sonra en ucgtan bkiayarak pulmoner

arterin 1. dal kesilerek miyografa,
pulmoner arter ve son olarak ana
pulmoner  arter  kesilerek  organ
banyosuna asildi veya Western blot
analizi icin -80’de saklandi.

Bobrek damar yatagi (n=10): Bobrek
damar yatginda renal arter, renal arteri
1, 2, ve 3. dallar ¢alldi. Renal arterle
birlikte ¢ikarilan bobrekler dibiikeyden
iceri dagru renal arterin hdantisini
kesmeden ortadan ikiye bistari il
kesilip, petriye sabitlendi. Renal arterde
baslayarak renal arterin 3. dalina kads
dallanmalar dikkate alinip, diseke edild
Bobreze ait damar gaci cikarildiktan
sonra renal arterden flayip 1, 2 ve 3.
damar segmentleri kesildi ve sonrasing
miyograf diizengine asildi veya Western
blot analizi i¢in -80’de saklandi.
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Koroner damar yatagi (n=10): Koroner
damar yatginda, koroner arter ve sol 6
inen arter (LAD) cakildi. Torasik
aorttan diseksiyona bkandi ve ana
pulmoner arter kenara alindiktan son
aortun diseksiyonuna devam edild
Aortun kalpten cikgii noktadan itibaren
sol  koroner arter izole edildi.
Diseksiyona devam edilerek, korone
arterin dallarindan biri olan LAD’nin
trasesi kalp dokusunun sonuna kad
izole edilip, sirayla LAD ve koroner
arterler cikartilarak, miyograf dizefiee

asildi veya Western blot analizi igin -
80'de sakland.

Pial arter (n=10): Beyine ulamak icin
boyun, servikal kisimdan diseke edilif
kafatasi kemikleri acildi. Daha sonr:
beyin penset yardimiyla gok krebs
icerisine alindi. Beyin petriye
sabitlendikten sonra pial arter izolé
edilerek miyograf duzergne asildi veya
Western blot analizi icin -80’de saklandi
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Mezenterik damar yatagi (n=10):
Mezenter damar yatenda ana mezente
arter ve mezenter arterin 1, 2 ve 3. dallg
calsildi  sican abdominal kisminda
acildiktan sonra ana mezenter art
saptanarak sabitlenip, abdominal ao
kesilerek kani bgaltildi. Mezenter arter
hizlica izole edilerek, ok krebse
alindi. Sonrasinda mezenter damar §ate
bagli bulundigu barsak segmenti ile
birlikte sazuk krebse alinip, sabitlendi.
Mezenter arter 1, 2 ve 3. dallar izol
edilerek, miyograf duzegme asildi
veya Western blot analizi icin -80'de
saklandi.

Gastrokinemius kasina ait damar
yataklari (n=10): Gastrokinemius kasina
ait iletim, 1 ve 2. damar segmentle
calisildi. Denekler feda edildikten sonre
gastrokinemius  kasi ok  krebs
solisyonuna alindi. Gastrokinemius ka
iki yaprak seklinde petriye sabitlenip,
iletim tipi arterten bglayarak sirayla 1 ve
2. dali izole edildi. Sonrasinda miyogrs
dizengine asildi veya western blo
analizi icin -80’de saklandi.

Gracilis kasi arteri (n = 10): Femoral
arterle birlikte gracilis kasiI petriye
sabitlendi. Femoral arterin dallagdi
noktada muskiler dali diseke edildi v
muskuler arterin devaminda da gracili
kasi damari izole edildi. Sonrasind
miyograf dizengine asildi veya western
blot analizi icin -80’de saklandi.
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3.2. Organ Banyosu ve Telli Miyograf Camasi

izole edilen damarlar Tablo 4.1.’de de gostedildjibi organ banyosu veya
telli miyografta calildilar.

Organ Banyosu Calsmasi: Buyluk damarlara (torasik aorta, abdominal aort,
ana pulmoner ve pulmoner arter) ait damar halkatate edilip, 2 mm uzunigunda
kesildikten sonra % 95 D% 5 CQ iceren gaz kagimi ile gazlandiriimy, 37°C’de
pH’sI 7,4 olan 20 ml krebs solisyonu igceren orgamyosuna alindi. Damar halkalari
celik tellere asilarak gergin bir ip aragiyla izometrik transdusere (FDT 1 A-10
MAY, Ankara, Turkiye) bglandi ve daha onceden belirlenen 1 gram istirahat
gerilimi altinda, her 15 dakikada bir yikanarakdékika boyunca dinlendirildi. Daha
sonra aagida telli miyograf cabmasiyla ortak olan protokollerin uygulanmasina
gecildi.

Telli Miyograf Cali smast Diseksiyon mikroskobunda izole edilen direng
damarlari (basillar arter, posterior serebral areral arterin 1, 2 ve 3. dali, mezenter
arterin 1, 2 ve 3. dali, gastrokinemius 1 ve 2i1,dalsilis, koroner arter, LAD) ve
bazi iletim tipi arterler (renal arter, femoral eart ana mezenter arter, pulmoner
arterin 1. dali, gastrokinemius iletim arteri), bavy 2 mm olacaksekilde kesildi.
Daha sonra damar segmentleri, icerisinde 37°C’likeld§ solliisyonu bulunan
miyograf (Model 620M, Danish Myo Technology, Aarhud, Danimarka)
dizengine konuldu. 25 pm capindaki tungsten telin bir bawtizenge vidalanarak
sabitlendi. Tel ince uclu iki forseps yardimiylarimengi bir hasar vermeksizin
damarin icinden gegcirildi. Ozellikle telin damarniéni icinden gesi sirasinda
endotel tabakasina zarar vermemesine dikkat edildiin serbest kalan ucu da
vidalanip sabitlendikten sonra ikinci bir tel damaarar vermeden tek seferde damar
limeni boyunca ilerletildi ve ikinci telin her ikucu da kuvvet transdiserine,
mekanik kuvvet uygulanmadan dimetrik dizgmeidalanarak sabitlendi. Miyograf
haznesi tum ¢caima protokolleri boyunca %5 GO %95 Q iceren gaz kagimiyla
gazlandirildi.

Damar segmenti bazal duvar gerimi hesaplanmadas thdakika boyunca
organ banyosunda dinlendirildi. Mikroskop yardimaiyhikrometrik 6lgiim skalasi
kullanilarak her damarin boyutu 6lclldiki tel arasinda belli g damar capi
degerlerinde, damar duvarinin gturdusu gerim kuvveti saptanarak bilgisayar
yaziimi yardimiyla (LabChart Pro V7, AdinstrumenBella Vista, Avusturalya)
cap-gerim grafii cizdirildi. Bazal damar gerimini belirlemek icim vivo sartlarda
90 mmHg kan basinci derinde olgan gerim yazilimla otomatik olarak hesaplandi.
Sicaklgl 37°C’de sabit tutulan banyo solisyonu 15 dakikboladesistirilerek her
damar preparasyonu o ornek icin saptanan bazamderibir saat boyunca
dinlenmeye birakildi.

Bir saatlik dinlenme periyodu sonrasinda organybaunda asili buyuk
damar halkalan ve telli miyograf sistemine asited¢ damarlari ve iletim damarlari
icin ortak deney protokoli izlendi.

28



Tablo 3.1: Caligilan Damar Yatakalari

Damar Ismi Damar Capi Diuzenek

Torasik Aort
Abdominal Aort
Ana Pulmoner Arter
Pulmoner Arter

1900-2000 pm Organ Banyosu
1000-1400 pm Organ Banyosu
2100-2300pm Organ Banyosu
1500-1700 pm Organ Banyosu

Pulmoner Arter |. Dal 300-400 pm Miyograf
Renal Arter 600-800 pm Miyograf
Renal Arter I. Dal 300-400 pm Miyograf
Renal Arter II. Dal 200-220 pm Miyograf
Renal Arter Ill. Dal 160-200 um Miyograf
Koroner Arter 400-480 um Miyograf
LAD 220-260 pm Miyograf
Ana Mezenter Arter 800-1000 pum Miyograf
Mezenter Arter |. Dal 280-320 um Miyograf
Mezenter Arter Il. Dal 200-240 pm Miyograf
Mezenter Arter Ill. Dal 170-190 pm Miyograf
Gastrokinemiugletim Arteri 300-400 pm Miyograf
Gastrokinemius Arter I. Dal 200-300 pm Miyograf
Gastrokinemius Arter 1. Dal 160-200 pm Miyograf
Femoral Arter 500-600 pm Miyograf
Muskuler Dal 300-400 pum Miyograf
Grasilis Kas arteri 180-200 um Miyograf
Pial Arter 80-100 um Miyograf

Ortak Deney Protokoll: 1 saatlik dinlenme periyodu ardindan damarlar
icin bir dn-uyariima sayilan vitalizasyogamasina gegcildi. Buslem igin 20 mM
KCl iceren Krebs soliisyonuna, ayrica’ld konsantrasyon da Phe ilave edildi. Bu
islem Uc¢ sefer tekrarlandi ve damarlar her uygulamadanra normal Krebs
solusyonuyla yikandi. Vitalizasyogamasindan sonra 30 dk dinlenmelegilaadi.

Dinlenme periyodunu takiben damar limeninin i¢ iyiiz dgeyen endotel
tabakasinin ggikli olup olmadg! aratirildi. 10° M Phe ile kastirilan damara ayni
konsantrasyonda asetilkolin (Sigma A6625, St. LOUISA) uygulanarak, ggeme
cevabinin yizde olarak buyuRiii saptandi. % 60 ve Uzerinde gewme cevabi veren
damarlar endotel pozitif olarak glerlendirildi. % 60’in altinda ggeme yaniti veren
damarlar ise deney protokoliine alinmadi §gadimizda kullangamiz damarlarin
hepsi % 70 ile % 90 arasinda geme gosterdiler).

Deney protokoliniin bundan sonraki hgairaasi banyo solisyonuna eklenen
spesifik olmayan NOS inhibitérii L-NAME (1 mM, SignNb6751, St. Louis, USA)
varhginda dgerlendirildi. Bu CO cakmalarinda ortamdan NO uzakiaularak,
yalnizca CO’nun etkisini gbzlemlemek icin yapilaatim bir uygulamadir. Bu
asamaya kadar aynglemlere maruz kalan damarlar icin bundan soragida tarif
edilen protokoller uygulandi. Birbirini takip ederygulamalarin aralarinda 30 dk
dinlenme periyodu birakildr.

Endojen CO yanitlari. Damarlarin kiimilatif olarak 10— 3x10° M dozda

Phe’e (Sigma P6126) karkasiima yanitlari kaydedildi. Daha sonra damag@r
dakika boyunca HO inhibitérii chromium mesoporphyi@MP; 30 uM, Frontier
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CrMP459, Utah, USA) ile inkiibe edildikten sonra Riez yanitlari tekrar alindi.
Koroner arter, LAD, pial arter ve pulmoner artemda yat&inda kasici ajan olarak
Phe yerine ayni dozlarda seratonin (Ser) kullani@MP inkiibasyonu sonrasi
kasici ajanlara verilen kasiima yanitinin @rtiCO’in damar tonusuna endojen
olarak katkisi olarak gerlendirildi.

CO'in pial arterin bazal tonusuna katkisi oldukgazlé oldgu icin HO
inhibitéra olan CrMP ile inklibasyonu sonrasindd préerin bazal tonusu maksimal
kasilma yanitlarina yakja.. Artmis bazal tonus ile maksimal yanit apgaldaraldgi
icin, CO’in endojen katkisini bu durumdazbkli degerlendirmek mimkin olmadi.
Bu sorunu ¢O6zmek icin bazal Ser doz yanitlarinimaai& protokolde bazal
tonusun vyikseltiimesi hedeflendi. Bu amacgla Ser de@mnitlarina gecmeden
damarlarin bazal tonusu noradrenalin ile ) yikseltilerek, CrMP kullanild
durumdaki diizeylere gelmesigéandi. Daha sonra ise Ser yanitlari alindi.

Ekzojen CO yanitlari. Oncelikle damarlara 3x10M Phe verilerek ya da
3x10° M Ser ile submaksimal kasilma yaniti elde edilidindan damarlarin
kimaulatif tricarbonyldichlororuthenium (lI) dimerCORM, carbon monoxide-
releasing molecule, [Ru(CeDl,],) (Aldrich 288144, St. Louis, USA) dozlarina {10
® _ 3x10* M) verdikleri geweme yanitlari kaydedildi.

CO damarlarda geeme etkisini cGMP ve C& bazimhi K* kanallari
aracllglyla gerceklgtirdiginden dolayr deney protokolimizde CO’in etki
mekanizmasini ortaya koymak icin CORM'un artan domnla verilen geeme
yanitlari, selektif sGC inbitéri 1H-[1,2,4]Oxadidaf@,3-a] quinox-alin-1-one
(ODQ; 10° M, 30 dk) (Sigma A0168, St. Louis, USA), ve notekéf K* kanal
blokérii tetrahylammonium chloride (TEA; 1 M, 30 dk) (Fluka 86611,
Steinheim, USA) varginda da alindi.

3.3. Western Blot Analizi
3.3.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

HO-2 proteinlerinin tayini icin -80°C’de saklanaiim damar segmentlerinin
buz Gzerinde ¢o6zillmesi @andi ve ayni damar segmentinde yer alan deneklerin
damarlari havuz oluracak sekilde birlstirildi. Damar 6rnekleri daha etkili bir
homojenizasyon icin, buz Ustinde kiclk parcalaradday0,2 g doku icin 600 pl
lysis tamponu ve 1 ml lysis tampon icin 50 pl paatenhibitér kokteyl (Sigma-9417,
St. Louis, USA) eklenip vortekslendikten sonra atdasoyunca bekletildi. Kaguim 10
saniyelik sonikasyonun ardindan 25 dk-15000 rpmtdéC de santrifiij edilerek
supernatan ayrildi ve ticari protein kiti ile proteanalizi yapildi (Pierce-23236,
Rockford, USA). Ayni miktarda protein iceren 6rneid 5x laemli eklendi, drnekler
5dk 95-100°C’lik suda kaynatildi ve kisa bir sdiifden (5 dk—8000 rpm) sonra
ornekler yiklemeye hazir hale geldi.
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3.3.2. Elektroforez ve Blotlamaislemleri

%12,5’luk sodyum dodesil sulfat (SDS) poliakril@mijel hazirlanarak
onceden yerkgirilmis olan camlarin arasina dokuldu. Jel donduktan sowiakiler
agirhk standardi (Fermentas SM0441, Maryland, USA&) A00 g protein iceren
ornekler jel kuyucuklarina pipet yardimiyla yuklen8 saat suresince 80 volt'ta
elektroforez yapildi. Jelde molekulegidiklarina gore ayrilng proteinlerin PVDF
membrana (Biorad 162-0177, Kaliforniya, USA) tramsficin transfer sandvici
hazirlandi. Transfer slemi +4°C'de, 2,5 saat 250mA akim uygulanarak
gerceklatirildi. Elektroblot uygulamasiyla proteinler PVDRembrana aktarildiktan
sonra, membran % 5’lik suttozu (Biorad-170-6404lifikeniya, USA) iceren TBS-T
(%0,1 Tween-20iceren TBS) tamponu kullanilarakdt 22°C’de inktibe edildi.

Primer antikor uygulamasindan dnce PVDF membraf@8-T soltisyonu ile
30 dk boyunca 4 kez tazelenen tampon ile yikand@mBranlar %5’lik sittozu
iceren 1:1000 oraninda seyreltilHO-2 primer antikorar (StressGen, OSA-200E,
Farmingdale, USA) veya 1:500 dilisyonda hazirlgnfaktin (Abcam ab16039)
iceren solusyon ile gece boyunca, 4°C’de, calkalayizerinde inkibe edildi.
Ardindan membranlar TBS-T ile 30 dk boyunca 4 kéandi ve 1:80000 oraninda
seyrelmsg horseradish peroksidaz gha sekonder antikor (Sigma A0168, Sigma
A2074, St. Louis, USA) iceren TBS-T sollisyonu ileshat oda sicakinda
calkalanarak inkilbasyona birakilthkiibasyon sonrasi membranlar 30 dk boyunca 4
kez TBS-T ile yikandi ve goruntilemeye hazir haridi.

3.3.3. Gorunttleme ve Dgerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminamikuminisans olgturan
arind icin  substrat iceren ECL reaksiyon kam (Amersham-RPN2132,
Buckingham,ingiltere), PVDF membranlarin (Biorad-162-0177, Katiiya, USA)
Uzerine uygulandi. 5 dk bekleme sirecinden sontagrfaf filmi (Amersham 28-
9068-36, Buckinghamingiltere) kullanilarak spesifik antikor glanmalarinin yeri
film Uzerinde belirlendi.

Goruntulerin yari-kantitatif analizi icin bilgisay ortamina aktarilan film
paternleri bilgisayar yazilimi yardimiyla ggglendirildi (image J paket programi).
Sonuglar HO-Z3-aktin seklinde pB-aktin proteinin miktarina oranlanarak ayri ayri
hesaplanarak ifade edildi.

3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Calsmamizda elde edilen sonuglar ortalama + standdet bkarak verildi.
Maksimum kasilma/geeme yanitlarinin derlendiriimesinde gesmis t testi
kullanildi.  Tekrarlayan ©6lcimlerle elde edilen farkajan dozlarindaki
kasilma/geyeme cevaplarinin gerlendiriimesinde tekrarlayan olgimlerin varyans
analizi ve post hoc test olarak ta Tukey testi dwuldi. Istatistiksel onemlilik
derecesi p<0,05 anlaml olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calsmada &irligi 300-350g olan 6-8 aylik, gkin, Wistar cinsi toplam
100 adet erkek sican kullanildr.

4.1. Aort Yanitlari
4.1.1. Aort Damarlarinin Endojen CO Yanitlari

Torasik aort ve abdominal aort halkalarinda end@jéhn yanitlari, bazal ve
HO inhibitéri CrMP ile inklibasyon sonrasi alinareRasiima doz yanitgéleri ve
maksimal kasilma derleri Sekil 4.1. ve Tablo 4.1'de gosterilgtir.

Torasik Aort Abdominal Aort

59 5-

4 -= Phe &0« 44 -= Phe
T 3| "= Phe+CrvP § B 5| @ Phe+CrMP -
E 5 E
E 2 E 24
o 0]

14 14

o =m o4 m

9 8 7 6 5 4 9 8 7 6 5 4
-log [Phe] M -log [Phe] M

Sekil 4.1. Torasik aort ve abdominal aort halkalarinin PHE*(Bx10° M) ve HO inhibitérii CrMP
varlginda Phe (18-3x10° M) doz-yanit grileri, Phe @risinden fark, * p<0,05.

Torasik aort ve abdominal aort halkalarinin PheseGrMP varlginda Phe’e
verdikleri kasilma yanitlarinda tekrarlayan o6lcimlein varyans analizi sonucu
torasik aort halkasinin doz yangreeri arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi
(p<0,05) fakat abdominal aort sonuclari arasind&k fgoktu. Bunun yaninda
amarlarin Phe’e ve CrMP vaitinda Phe’e verdikleri maksimal kasilma yanitlarina
bakildginda (Tablo 4.1) hem torasik aort hem de abdomiaait kasiima
yanitlarinda anlamli fark gozlendi (sirasiyla; $38),p<0,01).

Tablo 4.1.Torasik aort ve abdominal aort halkalarinin maksikasilma yanitlari (Emax).

Protokol Phe (g) Phe+CrMP (g) Fark
Torasik Aort 3,18+0,25 3,84+0,29** 921,59
Abdominal Aort 3,14+0,39 3,44+0,46** %38,78

Phe’den fark **P<0,01
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4.1.2. Aort Damarlarinin Ekzojen CO Yanitlari

Torasik aort ve abdominal aort halkalarinda ekz@ényanitlari, bazal, sGC
inhibitéri ODQ ve K kanal blokérii TEA inkiibasyonlari sonrasinda CO édoin
CORM’a verilen geyeme doz yanit @ileri ve maksimal geseme dgerleri Sekil
4.2. ve Tablo 4.2’de gosterilgtir.

Torasik Aort Abdominal Aort

0 09
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-= CORM
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Sekil 4.2. Torasik aort ve abdominal aort halkalarinin CORMI%-3x10* M), cGMP inhibitorii
ODQ varlginda CORM (10-3x10* M) ve K" kanal blokorii TEA varfinda CORM
(103x10* M) doz-yanit grileri, CORM erisinden fark, * p<0,05, ** p<0,01.

Torasik aort ve abdominal aort damar halkalariner Ikisinde CORM
geweme @risi ile kiyaslandginda CORM+ODQ ve CORM+TEA geilerinde
anlamli bir azakl tespit edildi (sirasiyla; p<0,01, p<0,05). Maksingeeweme
yanitlarinda da her iki damar segmentinde hem OBP@ tle TEA CORM geeme
yanitlarini anlamli olarak baskilandi (p<0,01).

Tablo 4.2.Torasik aort ve abdominal aort halkalarinin makdigeseme yanitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+0DQ (%) CORM+TEA (%)
Torasik Aort 44,98+2,82 12,0843,81** 6,19+2 57**
Abdominal Aort 39,48+5,154 18,52+3,65** 15,24+3,01*

CORM'dan fark ** p<0,01

4.1.3. Aort Damarlarinin HO-2 Ekspresyonu

Torasik aort ve abdominal aort damarlarindan ettilere 6rneklerde olcilen
HO-2 protein duzeyleri, ayni dokuda olgulghaktin miktarina oranlanrgtr.
Sonuclarimiza gére HO-2 protein dizeyleri toragikta abdominal aorta gére daha

yuksek izlenmytir.
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Tablo 4.3.Torasik aort ve abdominal aort halkalarinin HOr@t@in ekspresyonu

Damar Segmenti HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin
Torasik aort 1,82+41.13

Abdominal aort _ - 0,92+0,56

4.2. Mezenter Damar Yat#|
4.2.1. Mezenter Yatga Ait Damarlarin Endojen CO Yanitlari

Ana mezenter arter, mezenter arterin 1, 2 ve 3lamlah ait damar
halkalarinda endojen CO yanitlari, bazal ve HO Linért CrMP ile inkibasyon
sonrasl! alinan Phe kasilma doz yaprtleri ve maksimal kasiima derleri Sekil 4.3
ve Tablo 4.4’de gosterilrgtir.
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Sekil 4.3. Mezenter damar yatma ait damar halkalarinin Phe P3x10° M) ve HO inhibitérii
CrMP varlginda Phe (18-3x10° M) doz-yanit grileri, Phe grisinden fark, ** p<0,01.

Mezenter damar yagaa ait damar halkalarinin HO enzim inhibitéri CrMP
ile inklbasyonu sonrasinda alinan Phe kasilma Iganda sadece ana mezenter
arterde anlamh bir farkhilik tespit edilirken (p£Q) diger damar segmentlerinde
herhangi bir anlamlilik tespit edilemedi. DamamraPhe’e ve CrMP vaglinda Phe’e

34



verdikleri maksimal kasilma yanitlarinda da (Tabld.) sadece ana mezenter arterin
kasilma yanitinda anlaml bir fark gézlendi (p<0,01

Tablo 4.4.Mezenter damar yatea ait maksimal kasilma yanitlari (Emax).

Protokol Phe (g) Phe+CrMP Fark
Ana Mezenter Arter 3,74+0,3 4,5+0,33** %21,07
Mezenter Arter 1. Dal 4,02+0,25 3,77+0,46 Yok
Mezenter Arter 2. Dal 2,9340,27 2,62+0,27 Yok
Mezenter Arter 3. Dal 2,96%0,26 2,83+0,27 Yok

Phe’den fark **p<0,01

4.2.2. Mezenter Yatga Ait Damarlarin Ekzojen CO Yanitlan

Mezenter damar yagaa ait damar halkalarinda ekzojen CO yanitlarzaha
sGC inhibitérii ODQ ve K kanal blokérii TEA inkiibasyonlari sonrasinda CO
donori CORM’a verilen geeme doz yanit@ileri ve maksimal geyeme dgerleri
Sekil 4.4 ve Tablo 5.5’de gdsterilgtir.

Ana Mezenter Arter Mezenter Arter 1. Dali
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Sekil 4.4: Mezenter damar yataa ait damar halkalarinda CORM (:8x10* M), cGMP inhibitorii
ODQ varlginda CORM (10-3x10* M) ve K* kanal blokérii TEA varfiinda CORM (10—
3x10* M) doz-yanit grileri.

Mezenter damar yagema ait damar halkalarinin timinde CORM gawe
doz-yanitlari ne ODQ ne de TEA ile inkibasyon somga dgismemitir.
Maksimal gegeme yanitlari incelenginde ise, CORM geseme yanitl ana mezenter
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arter (p<0,05) ve mezenter arterin 1. dalinda @¥0her iki inhibitér de gt olarak
baskilarken, mezenter arterin 2 ve 3. dalindaasese K kanal blokorii olan TEA
ile baskilanmytir (p<0,05).

Tablo 4.5.Mezenter damar yaiena ait maksimal ggeme yanitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+0ODQ (%) CORM+TEA (%)
Ana Mezenter Arter 44.04+7,59 35,09+7,51* 13,492%,5
Mezenter Arter 1. Dal  47,03+3,43 34,31+4,46** 3ABR8*
Mezenter Arter 2. Dal 56,25+4,86 49,5846,2 45,4565,
Mezenter Arter 3.Dal 55,81+4,55 45,4445,97 44,7962,

CORM'dan fark *p<0,05, **p<0,01

4.2.3. Mezenter Yatga Ait Damarlarin HO-2 Ekspresyonu

Mezenter yatga ait damar segmentlerinden elde edilen 6rnekléidélen
HO-2 protein duzeyleri, ayni dokuda olgulghaktin miktarina oranlanrgtr.
Sonuclarimiza gére HO-2 protein dizeylerinin mezerdamar segmentlerinde
birbirine benzer oldgu izlendi.

Tablo 4.6.Mezenter damar yatena ait HO-2 protein ekspresyonu

Damar Segmenti HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin
Ana Mezenter Arter - - 0,65+0,28
Mezenter Arter 1. Dal - ‘. 0,78+0,38
Mezenter Arter 2. Dal - - 0,34+0,17
Mezenter Arter 3.Dal ~ - 0,48+0,06

4.3. Bobrek Damar Yatgs!
4.3.1. Bobrek Damar Yat&inin Endojen CO Yanitlari

Renal arter, renal arterin 1, 2 ve 3. dallarinadainar halkalarinda, endojen
CO yanitlarn bazal ve HO inhibitéri CrMP ile inkidyan sonrasi alinan Phe kasiima
doz yanit grileri ve maksimal kasilma derleri Sekil 4.5 ve Tablo 4.7'de
gosterilmitir.
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Sekil 4.5. Bébrek damar yafana ait damar halkalarinin Phe C:3x10° M) ve HO inhibitérii CrMP
varliginda Phe (18-3x10° M) doz-yanit grileri.

Bobrek damar yafana ait damar halkalarinin hi¢c birinde Phe kasibioa-
yanit grilerinde herhangi bir farka rastlanmadi. Fakatatearterin CrMP varfiinda
alinan maksimal Phe kasilma yaniti, maksimal Phesilrka cevabi ile
karsilastirildiginda anlamli olarak daha yuksekti (p<0,05).

Tablo 4.7.Bbdbrek damarlarin maksimal kasiima yanitlari (Emax

Protokol Phe (g) Phe+CrMP (g) Fark
Renal Arter 4,51+0,37 4,89+0,42* %8,7
Renal Arter 1. Dal 4,24+0,44 4,22+0,45 Yok
Renal Arter 2. Dal 1,99+40,27 2,05+0,27 %3,53
Renal Arter 3. Dal 1,92+0,35 1,98+0,34 %6,3

Phe’den fark * p<0,05

4.3.2. Bobrek Damar Yata&inin Ekzojen CO Yanitlar

Bobrek damar yafana ait damar halkalarinda ekzojen CO yanitlarzaha
sGC inhibitérii ODQ ve K kanal blokérii TEA inkiibasyonlari sonrasinda CO
donori CORM’a verilen geeme doz yanit@ileri ve maksimal geyeme dgerleri
Sekil 4.6 ve Tablo 4.8’da gosterilstir.

37



Renal Arter Renal Arter 1. Dali
0- 0-

2
o I o
£ 20 £ 20
> >
[} [}
° w] ™ CORM h ° 40
L g X 4
°© -@- CORM+0ODQ ° -&- CORM+0ODQ
-+ CORM+TEA —+— CORM+TEA
60- 60~
T T T T T T 1 T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3
-log [CORM] M -log [CORM] M
Renal Arter 2. Dali Renal Arter 3. Dali
0- 0-
[J) o 104
5 ;
C% o C% 204 %\\\ ;
g 404 —= CORM g ) “'----.% ________ % 0 & :A
° -&- CORM+0DQ S 304 -=- CORM - < on
-+ CORM+TEA -&- CORM+0ODQ N
60- 40- -+ CORM+TEA
T T T T T T 1 T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3
-log [CORM] M -log [CORM] M

Sekil 4.6. Bobrek damar yafana ait damar halkalarinda CORM (:Bx10* M), cGMP inhibitorii
ODQ varlginda CORM (160-3x10* M) ve K" kanal blokérii TEA varinda CORM
(10°-3x10* M) doz-yanit grileri.

Phe ile 6nceden kasilgnibobrek damar yagana ait damar halkalarinin
timiinde CORM (18 — 3x10* M) ile olusturulan geyeme doz-yanitgilerine ODQ
ve TEA ile inkiibasyonunun etkisi olmaghr. Ancak CORM’a verilen maksimal
geweme yanitlari sadece renal arter ve renal arteralinda TEA ile baskilangtir
(p<0,05).

Tablo 4.8.B6brek damarlarinin maksimal gewne yanitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+0ODQ (%) CORM+TEA (%)
Renal Arter 25,34+5,45 29,18+9,33 8,5+2,5*
Renal Arter 1. Dall 36,95+5,5 37,05+5,01 24,45+1,84
Renal Arter 2. Dall 28,31+6,38 32,31+5,52 30,2182,4
Renal Arter 3. Dall 23,84+2,76 30,53+2,84 25,77¥4,1

CORM'’dan fark, *p<0,05

4.3.3. Bobrek Damar Yata&inin HO-2 Ekspresyonu

Bobrek damar yafana ait damar segmentlerinden elde edilen 6rneélerd
Olcilen HO-2 protein duzeyleri, ayni dokuda ol¢ipeaktin miktarina oranlanrgtir.
Sonuglarimiza gére HO-2 protein dizeyleri renakrae daha yuksek oldu
izlenmistir.
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Tablo 4.9.B6brek damarlarinin HO-2 protein ekspresyonu

Damar Segmenti HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin

Renal Arter 1,22+0,51
i —

Renal Arter 1. Dali - 0,94+0,21

Renal Arter 2. Dali - 1,05+0,06

Renal Arter 3. Dali ' 0,84+0,13

4.4.1skelet Kasi Dokusu

Iskelet kasi dokusunda CO’in vaskiller tonusa etg@strokinemius ve
grasilis kaslarini besleyen iletim ve diren¢ daaranda incelenngi olup CQO’in
endojen ve ekzojen yanitlagagida verilmitir.

4.4.1.1. Grasilis Kasi Damar Yatgina Ait Damarlarin Endojen CO Yanitlari

Grasilis kasini besleyen femoral arter, femoraérar muskuiler dali ve
grasilis kasi damarina ait endojen CO yanitlarzabae HO inhibitéri CrMP ile
inkilbasyon sonrasi alinan Phe kasilma doz yafritee ve maksimal kasilma
degerleri Sekil 4.7 ve Tablo 4.10’de gdsterilghir.
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Sekil 4.7. Grasilis kasi damar yatma ait damar halkalarinin Phe Ct3x10° M) ve HO inhibitorii
CrMP varlginda Phe (18-3x10° M) doz-yanit grileri.
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Grasilis kasI damar yatma ait damar halkalarinin Phe’e ve CrMP \@anda
Phe’e verdikleri kasilma yanitlarinda tekrarlaydgiiénlerin varyans analizi sonucu
damarlar arasinda istatistiksel bir fark saptanm&hmarlarin Phe’e ve CrMP
varliginda Phe’e verdikleri maksimal kasilma yanitlartvakildginda da (Tablo
5.10.) damarlarin kasiima yanitlarinda anlamlfdik gézlenmedi.

Tablo 4.10.Grasilis kasini besleyen damarlarin maksimal kesyanitlar (Emax).

Protokol Phe (g) Phe+CrMP (g) Fark
Femoral Arter 5,54+0,22 5,57+0,28 Yok
Muskdiler Dall 3,02+0,75 3,05+0,7 %6,21
Grasilis Arteri 1,79+0,23 1,66+0,21 Yok

4.4.1.2. Grasilis Kasi Damar Yatgina Ait Damarlarin Ekzojen CO Yanitlari
Grasilis kasini besleyen femoral arter, muskuldr da grasilis kasi direng
arterlerinde ekzojen CO yanitlari, bazal, sGC iibiii ODQ ve K kanal blokorii
TEA inkibasyonlari sonrasinda CO donérii CORM’a lgarigegeme doz yanit
egrileri ve maksimal geseme dgerleri Sekil 4.8 ve Tablo 4.11'de gdsterilgtir.
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Sekil 4.8: Grasilis damar yafana ait damar halkalarinda CORM (:8x10* M), cGMP inhibitorii
ODQ varlginda CORM (10-3x10* M) ve K* kanal blokérii TEA varfiinda CORM (10—
3x10* M) doz-yanit grileri.
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CORM geweme vyanitlarinin tekrarlayan olcimlerin  varyans liana
yapildginda sadece muskiler dalda®™ Kkanal inhibitorii TEA inkiibasyonu
sonrasinda elde edilen gewme yanitlarinda anlamh bir fark goértldi (p<0,01).
Maksimal geyeme yanitlar yoninden kaastirildiginda ise femoral arter (p<0,05)
de CORM’a verilen geseme doz-yanitlarini hem ODQ hem de TEA baskilarken
muskuler dalda ise sadece TEA ile baskilgtim{p<0,05).

Tablo 4.11.Grasilis kasini besleyen damarlarin maksimal kesyanitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+ODQ (%) CORM+TEA (%)
Femoral Arter 43,76+8,5 32,0345,44* 26,55+4,33*
Muskiler Dal 65,48+7,16 61,58+8,6 14,9145,46**
Grasilis Arteri 8,74+3,87 17,47+4,88 23,25+2,14

CORM'’dan fark, *p<0,05, **p<0,01

4.4.1.3. Grasilis Kasi Damar Yatginin HO-2 Ekspresyonu

Grasilis kasini besleyen damarlardan elde edileelderden 6lcilen HO-2
protein duzeyleri, ayni dokuda Olculerf-aktin  miktarina oranlanrtir.
Sonuglarimiza gére HO-2 protein dizeyleri muskidalda daha yuksek olgu
izlenmistir.

Tablo 4.12.Grasilis kasini besleyen damarlarin HO-2 prot&gpeesyonu

Damar HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin
Segmenti
Femoral Arter - - 078057
Muskiiler Dal ‘ - 122402
Grasilis Arteri - - - 0,7540,32

4.4.2.1. Gastrokinemius Kasi Damar Yatgina Ait Damarlarin Endojen CO
Yanitlari
Gastrokinemius kasini damar yatea ait damarlardan gastrokinemius iletim
arteri, 1 ve 2. dallarinin endojen CO yanitlar ddaze HO inhibitéri CrMP ile
inkilbasyon sonrasi alinan Phe kasiima doz yafritee ve maksimal kasilma
degerleri Sekil 4.9 ve Tablo 4.13'de gdsterilgtir.
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Sekil 4.9. Gastrokinemius kasi damar y@tea ait damar halkalarinin Phe P3x10° M) ve HO
inhibitérii CrMP varlginda Phe (18-3x10° M) doz-yanit grileri.

Gastrokinemius kasi damar yataa ait damar halkalarindaki endojen CO’in
vaskiler tonusa katkisini gostermek icin, bazal H@® inhibitéri CrMP ile
inkiibasyon sonrasi alinan Phe kasiima doz yafritee ve maksimal kasilma
degerleri Sekil 5. Ve Tablo 5."de gosterilstir. Gastrokinemius kasi damar ygiaa
ait damar halkalarinin Phe’e ve CrMP varda Phe’e verdikleri kasiima
yanitlarinda tekrarlayan olcimlerin varyans analsonucu damarlar arasinda
istatistiksel bir fark saptanmadi. Maksimal kasilg@ninden dgerlendirildiginde
sadece gastrokinemius iletim arterinde maksimal Ptesiima yaniti ile
karsilastirildiginda CrMP variginda alinan maksimal Phe kasilma yanitinin anlaml
olarak arttgl saptandi (p<0,01).

Tablo 4.13.Gastrokinemius kasi arterlerinin maksimal kasijmaitlari (Emax).

Protokol Phe (g) Phe+CrMP (g) Fark
Gastrokinemiugletim 3,27+0,41 3,68+0,41** %17,32
Gastrokinemius 1. Dal 3,32+0,3 3,23+0,23 Yok
Gastrokinemius 2. Dal 2,80+0,31 2,49+0,27 Yok

Phe’den fark * *p <0,01

4.4.2.2. Gastrokinemius Kasi Damar Yatgina Ait Damarlarin Ekzojen CO
Yanitlari
Gastrokinemius kasi damar yataa ait damar halkalarinin ekzojen CO
yanitlari, bazal, sGC inhibitori ODQ ve® Kkanal blokorii TEA inkiibasyonlari
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sonrasinda CO donéri CORM’a verilen ggwie doz yanit @ileri ve maksimal
geweme dgerleri Sekil 4.10 ve Tablo 4.14’de gdosterilgtir.
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Sekil 4.10. Gastrokinemius damar yagiaa ait damar halkalarinda CORM (:@x10* M), cGMP
inhibitéri ODQ varlginda CORM (10-3x10* M) ve K" kanal blokérii TEA varfinda
CORM (10°-3x10* M) doz-yanit grileri, CORM ezrisinden fark, **p<0,01.

Gastrokinemius damar ygtada ODQ ve TEA inkibasyonlarl sonrasinda
CORM’a verilen geyeme doz-yanitlari incelenginde Gekil 5.10) sadece
gastrokinemius 2. dalinda TEA vaimda alinan geeme yanitinda anlamli bir
azalma go6zlendi (p<0,01). Maksimal gemne yanitlari agisindan gexlendginde
(tablo 5.10) de gastrokinemius iletim arteri (p<g),0gastrokinemius 1. (p<0,05) ve
2. (p<0,05) damar segmentlerinde de TEA ile CORMalen gegeme yaniti inhibe
edildi.

Tablo 4.14Gastrokinemius kasi arterlerinin maksimal kasijraaitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+0ODQ (%) CORM+TEA (%)
Gastrokinemius iletim 35,06+6,04 38,61+10,08 1+H0*
Gastrokinemius 1. Dal 32,06+6,29 18,58+4,06 19,4851
Gastrokinemius 2. Dal 49,13+6,18 33,562+4,21 13,9635
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4.4.2.3. Gastrokinemius Kasi Damar Yatginin HO-2 Ekspresyonu

Gastrokinemius kasini besleyen damarlardan elderedrneklerden olcilen
HO-2 protein duzeyleri, ayni dokuda olcllghaktin miktarina oranlanrstr.
Sonuclarimiza gore HO-2 protein duzeyleri gastrekilus damar segmentlerinde
birbirine denk oldgu izlenmitir.

Tablo 4.15Gastrokinemius kasi arterlerinin HO-2 protein eksgonu

Damar Segmenti HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin
Gastrokinemius iletim - ' 1,09+0,19
Gastrokinemius 1. Dal - - 1,14+0,002
Gastrokinemius 2. Dal - - 1,32+0,42

4.5. Kalp Dokusu
4.5.1. Kalp Dokusu Damarlarinin Endojen CO Yanitlan

Kalp dokusunda yer alan koroner arter ve LAD daararin endojen CO
yanitlari bazal ve HO inhibitéri CrMP ile inkUibasysonrasi alinan Ser kasilma doz
yanit erileri ve maksimal kasilma derleri Sekil 4.11 ve Tablo 4.16’de
gosterilmitir.
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Sekil 5.11.Kalp dokusu damar yataa ait damar halkalarinin Ser (:8x10° M) ve HO inhibitérii
CrMP varlginda Ser (18-3x10° M) doz-yanit grileri.

Koroner ve LAD damar halkalarinin Ser'e ve CrMP IManda Ser'e
verdikleri kasilma yanitlarinda tekrarlayan Olcunme varyans analizi sonucu
damarlar arasinda istatistiksel bir fark saptanm&xamarlarin Ser'e ve CrMP
varliginda Ser’e verdikleri maksimal kasiima yanitlaripakildginda da (Tablo
5.16.) koroner arter kasilma yanitlarinda anlannlfask gozlenirken (p > 0,01) LAD
damar yanitlarinda herhangi bir farklilik tespitlechedi.
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Tablo 4.16.Kalp dokusuna ait damarlarin maksimal kasiimati@mi(Emax).

Protokol Ser (g) Ser+CrMP (g) Fark
Koroner Arter 1,36+0,14 1,45+0,16* %6,65
LAD 1,39+0,15 1,46+0,15 %5,72

Ser'den fark *p <0,05

4.5.2. Kalp Dokusu Damarlarinin Ekzojen CO Yanitlan

Kalp dokusunu besleyen koroner ve LAD damarlarekmnojen CO yanitlari,
bazal, sGC inhibitérii ODQ ve'Kkanal blokérii TEA inkiibasyonlari sonrasinda CO
donori CORM’a verilen geeme doz yanit@ileri ve maksimal geyeme dgerleri
Sekil 4.12 ve Tablo 4.17’de g0sterilgtir.
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Sekil 5.12.Kalp dokusu damar halkalarinda CORM 48x10* M), cGMP inhibitérii ODQ
varliginda CORM (10-3x10* M) ve K' kanal blokérii TEA varfinda CORM (10—
3x10* M) doz-yanit grileri, CORM eirisinden fark, ** p<0,01.

Hem koroner arterde hem de LAD damar segmentindBRN'On sergiledgi
geweme yaniti K kanal blokérii olan TEA ile inkiibasyon sonrasindentdoz yanit
egrilerinde hem de maksimal geame yanitlarinda engelledi (p<0,01).

Tablo 5.17.Kalp dokusuna ait damarlarin maksimal ggae yanitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+0DQ (%) CORM+TEA (%)
Koroner arter 66,93+7,81 71,01+8,34 8,38+2,07**
LAD 64,28+7,54 56,1+8,55 22,14+45,78**

CORM’dan fark, ** p<0,01.

4.5.3. Kalp Dokusu Damarlarinin HO-2 Ekspresyonu

Kalp dokusunu besleyen damarlardan elde edilenktergen olctilen HO-2
protein duzeyleri, ayni dokuda Olculerf-aktin  miktarina oranlanrtir.
Sonuglarimiza gore koroner arterde HO-2 proteinegigzi LAD'ye gore daha
yuksek oldgu izlenmistir.
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Tablo 4.18.Kalp dokusuna ait damarlarin HO-2 protein ekspoagy

Damar Segmenti B-aktin HO-2/ B-aktin

Koroner arter ‘ - 1,3740,06
+
LAD - - 0,59:0,03

4.6. Pulmoner Damar Yata|

4.6.1. Pulmoner Damar Yatgin Endojen CO Yanitlar

Akciger dokusunu besleyen ana pulmoner arter, pulmater e pulmoner
arterin 1. dal damarlarinin endojen CO yanitlaazdd ve HO inhibitéri CrMP ile
inkilbasyon sonrasi alinan Ser kasilma doz yagnlesd ve maksimal kasiima
degerleri Sekil 4.13 ve Tablo 4.19'da gdsterilgtir.
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Sekil 4.13.Pulmoner damar yatama ait Ser (18-3x10° M) ve HO inhibitérii CrMP varkginda Ser
(10°-3x10° M) doz-yanit grileri, Ser grisinden fark, ** p<0,01.

Sadece ana pulmoner artere ait damar halkalariada & CrMP varliinda
Ser'e verdikleri kasilma yanitlarinda istatistikskir farka rastlandi (p>0,01).
Damarlarin Ser'e ve CrMP vaginda Ser’e verdikleri maksimal kasiima yanitlari
incelendginde (Tablo 5.19.) ana pulmoner arter ve pulmonderia kasiima
yanitlarinda anlamli bir fark gozlenirken (p>0,0ftdimoner arterin 1. dalinin
maksimal kasilma yanitlarinda herhangi bir farkliespit edilemedi.
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Tablo 4.19.Pulmoner damar yaiema ait damarlarin maksimal kasilma yanitlari (Emax

Protokol Ser (9) Ser+CrMP (g) Fark

Ana Pulmoner Arter 0,73%0,1 1,18+0,12** %69,39
Pulmoner arter 0,92+0,08 1,17+0,14* %26
Pulmoner 1.Dal 1,38+0,34 1,1940,23 Yok

Ser'den fark ** p <0,01

4.6.2. Pulmoner Damar Yatginin Ekzojen CO Yanitlari

Akciger dokusuna ait damarlardan ana pulmoner artemgngr arter ve
pulmoner arterin 1. dalinda ekzojen ekzojen CO tiam bazal, sGC inhibitoru
ODQ ve K kanal blokérii TEA inkilbasyonlari sonrasinda CO éliinCORM’a
verilen gegeme doz yanit @ileri ve maksimal geseme dgerleri Sekil 4.14 ve
Tablo 4.20'de gosterilrgiir.
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Sekil 4.14.Pulmoner dokusuna ait damar halkalarinda CORNM+3810* M), cGMP inhibitorii
ODQ varlginda CORM (10-3x10* M) ve K* kanal blokérii TEA varfinda CORM
(10°-3x10* M) doz-yanit grileri.

CORM geweme yanitlarinin tekrarlayan olcimlerin  varyans liana
yapildginda damar segmentlerinden elde edilensgese yanitlarinda anlamli bir
fark gortlmedi. Maksimal ggeme yanitlari yoninden kalastirildiginda da ana
pulmoner arter ve pulmoner arterde hem TEA (sitaspk0,05, p<0,01) hem de
ODQ (sirasltyla;p<0,05, p<0,01) ile baskilanirken, pulmoner artetin dalinda
CORM ‘a verilen maksimal ggeme yanitlari TEA (p<0,05) ile baskilandi.
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Tablo 4.20.Pulmoner damar yatma ait damarlarin maksimal ggme yanitlari (Emax).

Protokol CORM (%) CORM+0ODQ %) CORM+TEA (%)
Ana Pulmoner Arter 61,80+5,27 38,87+7,96* 31,124%,3

Pulmoner Arter 55,0348,49 25,61+9,12** 28,66+6,88**
Pulmoner Arter 1. Dal  49,89+6,6 38+9,76 29,92+13,18

CORM’dan fark, *p<0,05, **p<0,01

4.6.3. Pulmoner Damar Yatginin HO-2 Ekspresyonu

Pulmoner damar yagana ait damarlardan elde edilen 6rneklerden olg¢ilen
HO-2 protein duzeyleri, ayni dokuda olculghaktin miktarina oranlanrstr.
Sonuglarimiza gére HO-2 protein dizeyinin pulmoragter 1. dalinda der
segmentlere gore oldukcasdik oldusu izlenmitir.

Tablo 4.21.Pulmoner damar yatma ait damarlarin HO-2 protein ekspresyonu.

Damar Segmenti HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin

R 2 22+1 62
- 0,72+0,03

Ana Pulmoner Arter

Pulmoner Arter

Pulmoner Arter 1. Dal N 0,49+0,18

4.7. Beyin Dokusu
4.7.1. Pial Arter Endojen CO Yanitlari

Beyin dokusunun pial tabakasini besleyen pial iartendojen CO yanitlar
bazal, HO inhibitorii CrMP ile inklibasyon sonrasineeadrenalin (NA) ile kastiktan
sonra alinan Ser kasilma doz yargtileri ve maksimal kasiima gerleri Sekil 4.15
ve Tablo 4.22'de gosterilrtir.

Pial Arter
2.00 -= Ser
-&- CrMP+Ser
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Sekil 4.15. Pial artere ait Ser (18-3x10° M), HO inhibitérii CrMP varkinda Ser (18-3x10° M) ve
NA ile kastiktan sonra Ser (Y03x10° M) doz-yanit grileri, Ser+NA erisinden fark,
*p<0,05.
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CO'idin pial arterin tonusunu duzenlemeye katkserdh dlciidedir. Bundan
dolay! HO inhibitdri olan CrMP ile inkiibasyonu sasinda pial arterin bazal tonusu
neredeyse Emax gerine yaklamistir. Bu nedenle pial arter damar halkalarinda
CO'idin endojen katkisini ortaya c¢ikarmak icin, Klar bir kasici ajan olan
noradrenalinle, CrMP ile ojan bazal tonus dizeyine kadar bazal tonuslari
arttinlarak, Ser doz-yaniti tekrar galmistir. Pial arter damar halkalarinin NA ile
kastiktan sonra Ser'e ve CrMP vgmda Ser’e verdikleri kasilma doz-yanitlarinda
tekrarlayan dlciimlerin varyans analizi sonucu ddanarasinda istatistiksel bir fark
saptandi (p<0,01). NA ile kastiktan sonra Ser'€CvBIP varlginda Ser'e verdikleri
verdikleri maksimal kasiima yanitlarinda da (Tasld5) istatistiksel Gneme rastlandi
(p<0,05).

Tablo 4.22.Pial arterin maksimal kasiima yaniti (Emax) vedbaanusu.

Protokol Ser Ser+NA Ser+CrMP Fark
Pial arter bazal tonus (g) 0,43+0,075 1,06+0,11 1,26+0,09 %52,14
Pial arter Emax (g) 1,1+0,14 0,250,046 0,36+0,055*

Ser+NA’'dan fark, *p<0,05

4.7.2. Pial arter Ekzojen CO Yanitlan

Beyin dokusunun pial tabakasini besleyen pial iartekzojen CO yanitlari,
bazal, sGC inhibitérii ODQ ve'Kkanal blokorii TEA inkiibasyonlari sonrasinda CO
donori CORM’a verilen geeme doz yanit@ileri ve maksimal geyeme dgerleri
Sekil 4.16 ve Tablo 4.23'te gOsterilgtir.

Pial Arter
0_

T
20 i

40

% Gevseme

601 = CORM

-&- CORM+0ODQ
80~ .+ CORM+TEA

9 8 7 6 5 4 3
-log [CORM] M

Sekil 4.16.Pial artere ait damar halkalarinda CORM {48x10* M), cGMP inhibitérii ODQ
varlginda CORM (10-3x10* M) ve K kanal blokérii TEA varfiinda CORM (10—
3x10" M) doz-yanit grileri, CORM esrisinden fark, *p<0,05.

Pial arter damar segmentinde CORM’un sergfiedieweme yaniti, ODQ
inkiibasyonu sonrasi fark gostermezkeh kiinal blokorii olan TEA ile inkiibasyon
sonrasinda hem doz yanitgrierinde (p<0,05) hem de maksimal geme
yanitlarinda anlaml diizeyde inhibisyon oldu (p49.0
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Tablo 4.23.Pial arterin maksimal gggme yaniti (Emax).

Protokol CORM (%) ODQ (%) TEA(%)
Pial arter 54,91+8,59 60,11+7,45 28,69+8,88 **C
CORM eirisinden fark, **p<0,01

4.7.3. Pial arterin HO-2 Ekspresyonu

Pial arterden elde edilen 6rneklerden olctlen HPr&ein dizeyleri, ayni
dokuda Olculerg-aktin miktarina oranlanrgtir. Sonuclarimiza goére pial arterde HO-
2 protein dizeyinin yuksek oldu izlenmitir.

Tablo 4.24Pial arterin HO-2 ekspresyonu.

Damar Segmenti HO-2 B-aktin HO-2/ B-aktin

Pial arter - ' ‘ 2,02+0,32
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Tablo 4.25.0zet tablo

Endojen Ekzojen

Damar Ismi Damar cap!i Katkisi  Farki ODQ TEA
Torasik Aort 1900-2000 pm ** %21,59  ** **
Abdominal Aort 1000-1400 pm ** %8,78 b **
Ana Mezenter Arter 800-1000 pm *x %21,27 * *
Mezenter Arter |. Dal 280-320 pm - - ** *x
Mezenter Arter Il. Dal ~ 200-240 pm - - - *
Mezenter Arter Ill. Dal  170-190 pm - - - -
Renal arter 600-800 pum * %8,7 - *
Renal arter 1. dal 300-400 pm - - - *
Renal arter 2. dal 200-220 pm - %3,53 - -
Renal arter 3. dal 160-200 pm - %6,30 - -
Femoral arter 500-600 pm - - * *
Muaskuler dal 300-400 pm - %6,21 - *
Grasilis 180-200 pm - - - -
Gastrokinemiugdletim  300-400 um ** %17,32 - *
Gastrokinemius 1. dal 200-300 pm - - - *
Gastrokinemius 2. dal 160-200 pm - - - **
Koroner 400-480 pm * %6,65 - *x
LAD 220-240 pm - %5,72 - o
Ana Pulmoner arter 2100-2300 pm *x %69,39 * *
Pulmoner arter 1500-1700 pm *x %26 *x *x
Pulmoner arter 1. dal 300-400 um - - - *
Pial Arter 80-100 pm * %52,14 - **
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TARTI SMA

Bu calgmada, gaz yapisina sahip otokrin/parakrin molekidle biri olan ve
endotelden salgilanarak vaskuiler tonusun dizenlsinmeatkida bulunan CO’in,
arteriyel damar gacindaki vazodilator etkisini ve etkisinin mekanasmi
kargilastirmall olarak ortaya koyduk. CO damar getici etkisini, 6n planda direng
tipi arterlerden ziyade, iletim tipi arteriyel damsegmentlerinde géstermektedir.
Bunun yaninda CO’in organa 0zel damga@ yanitlari incelendinde, oncelikle
serebral ve akger vaskiler tonusuna katkisinirgeli organ damar yataklarina gére
daha fazla oldgu saptanngtir. CO’in diz kasta geetici etkisini, ¢cgunlukla capi
yaklasik olarak 600pum den kiicilk olan arteriyel damarlarda Kanallari ile
gOsterirken, daha biylklerde ise hem' Kanallari ve cGMP aracgiyla
olusturmaktadir.

CO’in dolgimin duzenlenmesine etkisine, gittikce artan bigi il
gosterilmesinin en o6nemli nedeni, siteé patolojik sireclerde vaskiler tonusa
etkisinin artarak, dnemli mediatorlerden biri haligelmesidir [149]. Aralarindaki
ili ski oldukca karmgik olsa da, CQO’in, NO icin bir yedekleme molekilidwagu ve
NO uretilmesindeki yetersizlik durumlarinda sem@zioldukga artgii bilinmektedir
[149-151]. Esansiyel hipertansiyon, hem, hem déxilexi, 1s1 soku, &ir metaller,
NO, NO dondrleri, okside lipidler, hiperoksi, lipojsakkaritler, phorbol ester,
sodyum arsenit, radyasyon, ultraviyole, hidrojerrogsit, hipoksi, endotoksin,
biyume faktorleri, oksidatif stres,gi#i sitokinler, kayma gerilimigiddetli 1sik, Ang
I, glikoz yoksunligu gibi sureclerde HO enzimlerinin protein miktag &ktivitesi
artmaktadir [18-19, 149]. Patolojik durumlarda GO'vaskuller tonusa etkisini
oldukca detayll ortaya konmasinagmeen, normal fizyolojik keullarda vaskiler
tonusa katkisi bakiminda halen yeterli bilgi bmkiyoktur. Elbette CO’in d&sik
turlerde bircok damar segmentinde vazorelaksasyedan oldgu Tablo 3-2’de de
gosterildgi gibi iyi bilinmektedir. Organizmada CO’in hangrganlarin veya hangi
blyuklukte damarlarin tonusuna katkida bulyingubazi derlemelerde ancak farkl
calismalardan elde edilen sonuglar tGzerinden yorumlaamealsiimaktadir [91,
152]. Biz calsmamizda, normal fizyolojik kwllarda CO’in vaskiler tonusa
katkisini belirleyebilmek amaciyla, sicanlarin ayed damar gacini hem organlara
spesifik hem de farkli damar ¢aplarina yonelik iabgecek bir yaklaim yaptik.

Vaskuler yanitlar agisindan, CO'in etkisinin irex@inesinde literattirde fakl
yontemler goze carpmaktadir. CO’in vaskiler dokuygun diizenekle gagklinde
verilmesi, ¢eitli HO inhibit6rlerinin veya donorlerinin doz-yattarinin incelenmesi
veya CO olgumunun inhibisyonu sonucu verilen konstriktor yaagisikli ginin
degerlendirilmesi gibi yaklgmlar olasidir[153-156]. Cagmamizda endojen CO
dretiminin vaskuler tonusuna katkisini, uygun kakgir bir mediatére (fenilefrin
veya seratonin), HO inhibisyonu sonucu CO Uretimiortadan kaldiriimasiyla
verilen kasilma yaniti agti Uzerinden dgerlendirdik. CO dondriine verilen g@me
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yanitlari ise ekzojen CO yaniti olarakggdendirildi. Bu gegeme yanitlarinin TEA
veya ODQ ile inhibe edilmesi ile incelenen damar@Q)’in hangi mekanizmayi
kullandigi belirlenmeye cadildi.

Kapiller diizeye kadar genan kan akiminda goérevli damarlar temel olarak,
iletim damarlar ve direnc damarlari olarak iki ikigla incelemek olasidir. Kanin
hedef organa kadar getiriimesi, yangdanindan sorumlu olan iletim damarlari daha
blylk capa sahiptir. Genellikle perflizyon basiram sinirlar icinde tutuldgundan,
kan akimini dnemli dlcliide belirleyen damar direinditi57]. Bircok dokuda damar
direnci buyik oOlctide capi 100 ile 500 um arasindgsdn diren¢ damarlarinin
fonksiyonu olarak karmiza cikar [158]. Damarlar Uzerinde organ banyoti
yapillan cakmalarda genellikle buyuk iletim veya besleyici tiprterler
incelenebilmektedir. Diren¢ damari denilebilecekzelideki kigtk arter (100 - 500
pum) yanitlarinin incelenmesi icin kullanilan ikiktek vardir. Bunlardan ilki olan
telli miyografta ceitli maddelere kan damarin verdi yanitlar izometrik kuvvet
transdiseriyle kaydedilmektedir. gairi ise damarin iki kandl arasina takilip icinden
gecen sivinin akim veya basincinin istgndibi dizenlenebildii ve yanitlarinin
daha fizyolojik kagullarda alinabilec&@ basin¢g miyografi tekgidir [159-160].
Basin¢ miyografinda akim ve basing ayri ayrn kdnedlebildiginden, damarlarda
akim araciglyla desisen kayma geriliminin  damar tonusuna etkisi de
incelenebilmektedir. Damarin silindirik yapisininorknmasi ve akim-basing
ikilisinin ayri ayri kontrol edilebilmesinden dolaipasing miyografi daha fizyolojik
bir teknik olsa da, protokol surelerinin uzun olmage nisbeten daha zor
manipulasyonu nedeniyle, basing miyografinin yam $elli miyograf da tercih
edilebilen bir tekniktir. Bu ¢aymada CO’in vaskuiler tonusa etkisini incelemek
amaclyla aort ve 7 farkli organ damar ygatalan izole edilen toplam 22 damar
segmenti incelendi. Aort ve pulmoner arterlerin @kiysegmentlerinde organ
banyosu, kullanilirken, ger damar samenlerinin hepsinde telli miyograftan elde
edilen sonugclar ile CO yanitlari gerlendirildi. Her organin damar y@ada izole
edilmesi mumkin olan ve telli miyografta inceledebek en alt damar segmenti
duzeyine kadar inildi.

Farkli Damar Yataklarinda CO Yanitlari

Organlarin damar yatea 6zel olarak yakiam yapildginda tim sonuclarin
Ozet olarak verilmeye calldigi Tablo 4.25.'ten de gorulebilegiegibi, endojen
CO'in katkisi beyin ve akger dokusunda olduk¢a 6n plana g¢ikmaktadir. Bunun
yaninda mezenter, bébrek, cizgili kas, kalp dokolda da CO’in belli oranda
vaskdler tonusa katkisi olmaktadir.

CO'in aortta tonusuna yagtikatki incelendiinde, torasik aortta daha fazla
oldugu izlenmektediriletim tipi damarlarin en bl olan aortta CO’in gevetici
etkisi ¢aitli calismalarda gosterilngtir [9, 144, 161-162]. Dgrudan aorttan ayrilan
kalp, mezenter ve renal arter damar yataklarinmthauda birbirine oldukca benzer
idi. Kalp, mezenter ve renal damar yataklarinin daHari, CO Uretiminin inhibe
edilmesi sonucu fenilefrin yanitlarinda, sirasigta6, % 21 ve % 4,5 civarinda
istatistiksel olarak anlamli agtigbstermeleri, bu damar segmentlerinde vaskuler
tonus dizenlenmesine CO’in belirli dlcide katkidaubhduysunu gdstermektedir.
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Ancak her G¢ damar yaimin ilerleyen dallarinda, yani iletim tipinden,reinc
arterlerine gidildikge CO’in vaskuler tonusa kaminin ortadan kalkg
izlenmektedir. Ancak bizim sonuclarimiza gére bdzajolojik kosullarda, her g
damar yatginin direng arterleri kisminda CO’in bir katkisim@masina gmen,
siroz, hipoksi, hipertansiyon gibi durumlarda iiglamar yatginda diren¢ damarlari
diizeyinde de katkisinin 6nemli dizeye galdiesitli calismalarda bildiriimektedir
[163-165].

Literatirde bircok aruirmada gosterilg@g [13, 166-168] gibi bizim
calismamizda da CO’in vaskiler tonusa en dnemli katkalandi@gu damar yata
olarak, pial arter sonuglari ile incelenen beyirkuku oldgu gorulmitir. CO’in
pial arterdeki endojen katkisini incelemek icinaare konan HO inhibitori CrMP,
banyoya herhangi bir vazokanstiktér mediator koyanadbile damarlarin pial
arterlerin bazal tonusunu oldukca ylkselterek mmakbi kasilma yanitlarina
yaklastirmistir. HO inhibisyonu sonrasi bazal tonusun artmamndolayi, seratonin
kasilma yaniti, bazal ile maksimal yanit birbiripekin oldwgu icin, inhibisyonsuz
protokolle kagilastirma yapilabilecek dizeyde olamatm Bu durumu ekarte
edebilmek icin, HO inhibisyonu yapilmadan seratomioz-yanitlarinin alingi
protokoliin bazal yanitlari, HO inhibisyonu yapilbazal yanitlarina denk gelecek
sekilde submaksimal dozda noradrenalin ile yikseiglir. Boylece pial arterde
seratonin doz-yanitlari HO inhibisyonu olmadan \‘duktan sonra kiyaslanabilir
duruma gelmgtir. Hem yalnizca banyoya CrMP eklenmesi ile baadsun cok
artmasi, hem de CrMP ile HO inhibisyonu sonradl guiterlerde, seratoninin kasiima
yanitlarinin %52 dizeyinde artmasi, beyin dokusu@a’in vaskiler tonusu
dizenlemede oldukga dnemli ofgitnu gostermektedir.

Akciger dokusunun vaskiler tonusun dizenlenmesinde @nkimlyeri
oldugu daha 6nceki c¢aimalarla da saptanan CO, bizim g¢alamizda da benzer
sonuclarl verdi [169]. Ana pulmoner arterde cok alabelirgin olmak Uzere,
pulmoner arterde de CO endojen uretiminin ile kirdamar yat@gna gore akger
dokusunda 6n planda olglu gozlenmgtir. Fakat akgier dokusunun derirdine
dogru yol aldikga, CO’in endojen uretiminin bazal fugjik kosullarda katkisinin
olmadgi saptannytir.

CO’in damarlar Uzerindeki gestici etkisi ¢ok iyi bilinmesine gamen,
gracilis cizgili kasi arterlerinde tam tersi olacgdkilde kasici etkinin [170-171]
literatiirde bulunmasi, bizi bu dokuyu daha dikkaticelemeye yoneltti. CO’in
gracilis diren¢ damarlarinda vazokonsruksiyon yaptigosteren her iki ¢caimada
da, CO'’in ekzojen uygulamasi s6z konusudur. Yina gyup argtlirmacilar gracilis
kasi damarlarinda, HO inhibitérti CrMP ile kasilimdugunu, dolayisiyla endojen
CO’in gewetici etkisi oldgunu go6steren sonuglari da vardir [172]. Gracilis
damarlarindaki cedkili sonuclardan dolayr CO’in etkisini iki farkl izgili kas
dokusu damar yaganda calgtik. Gastroknemius kasi damar y@atancelendginde,
endojen CO yanitlarinin, incelenengeli organlarin damar yataklarina oldukca
benzer oldgu gorulmektedir. Gastroknemius iletim arterinde, Q®etiminin
vaskiler tonusa katkisi varken, diren¢ damarlaandl ve 2. dal gastroknemius
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arterlerinde ise herhangi bir katkisi yoktu. Anagacilis diren¢g damarinin kéken
aldigi ve gracilis kasi damar yaain iletim arterleri olarak kabul edebilegpaiz
femoral arter ve muskuler dalinda, ayni gracilieelg arteri gibi vaskuler tonusa
anlamh bir endojen CO katkisi olmadi. Bizim somughiz da dier damar
yataklarina gore fakh bir gorinim sergileyen drackasi damar yagana ait
literatrdeki celkili sonuclarin olmasiyla ortinektedir. Bu celkili durum CO ile
nitrik oksit sentaz enzimi arasindaki etkira veya damar duvarina yen CO
miktarinin farkhlgina balanmaktadir, ancak gier damar yataklar da g6z 6niune
alindginda bu aciklamalarin yeterli olgw gérinmemektedir. CO’in vaskuler
fonksiyonlara etkisi acgisindan gracilis damar yatdaha detayli incelemelere
gereksinim duymaktadir.

Organizmada CO ojumu, ihmal edilebilir non-enzimatik yol gbz 6nine
alinmazsa, HO enzimleri ara@lyla olmaktadir. Daha 6nce de stz edildyibi,
induklenebilir form olan HO-1 izoformunun bircok anan ile seviyesi artmakta ve
CO uretimine 6nemli katkida bulunmaktadir. Az sayatatirma farkl sonuc¢ verse
de [124], HO-1 izoformunun protein duzeyi herhabgi uyaran yoksa, ¢ok fazla
eritrosit yikiminin oldgu karacger ve dalak dinda, bazal fizyolojik kgullarda
Olcllebilme sinirinin altindadir [19, 173-177]. Beyibi CO’in 6nemli duzeyde
vaskiler tonusa katkisinin olglu dokularda bile HO-1'in vaskiler yanitlara katkisi
olmadgi belirtiimektedir [90]. Cakmamizda yalnizca kontrol hayvanlar kullangidi
ve herhangi bir uyaran veya patolojik sire¢ kullaadgi icin yaptgimiz 6n
calsmada HO-1 izoformu proteinini biz de saptayamadBundan dolayi
sonuclarimizda HO-2 izoformu dizeyine yer verdik.

Damar segmentlerinin Western blot analizi ile thetien HO-2 enzimi protein
miktarlarinin, CO’in endojen katkisinin en fazlawyu damar segmentleri olan pial
arter ve ana pulmoner arterde gidugéruldi. Bunun yaninda kalp ve pulmoner
damar yataklarindan alinan 6rneklerin HO-2 proteiiktarlari, kendi iclerinde
endojen CO yanitlar ile uyumlu sonuglar verdi. Akanezenter, bébrek ve cizgili
kas dokularindan alinan damar numunelerinden saptBi®-2 protein miktari, yine
ayni damar segmentlerinin CO’in vaskiler tonus&ikatle birebir ortgmiyordu.
Bu dokularda endojen CO’in vaskiler tonusa anldmnletkisinin olmadil saptanan
mezenter arter 1. dal, renal arter 2. dal, gastokas arteri 1 ve 2. dallarinda,
onemli dlgciide HO-2 proteini olgu goraldi. HO-2 enzimi protein dizeyi sonuglari
ile endojen CO’in vaskuler tonusuna katkisi bidildezerlendirildiginde, sonuclar
birbiri ile tam ortgmemektedir. HO-2 protein dizeyi her zaman aktivitey
yansitmamaktadir, bu durum HO-2 aktivitesinigitiemekanizmalarla anlk olarak
desisime uyramasina ve hem substratinin tedarikinglida. Hucre ici “hem”
uretimi hiz kisitlayici basarmgmin 5-maninolevilinik asit sentaz enziminin ofgly
icinde mitokondrial ve sitoplazmik g#i reaksiyonlarin bulundgu cok basamakh
bir diizenlemeyi icerir [90]. HO-2 aktivitesi CO tmeek icin kullanacgs hem
substratina Gamlidir. Yeterli miktarda hem olmasi yaninda, HOe&ziminin
aktivitesi posttranslasyonal modifikasyon ile dezeliienmektedir. Bu diizenleme
Ca?’/calmodulin’e bgimli HO-2 proteininin fosforilasyonunu icermektedit67].
Ayrica NO’e bal olarak ta HO-2 aktivitesi ¢ok hizli dizenlenahgktedir. NO,
enzimin hem regulatuar motiflerine @andiginda, HO-2 aktivitesi inhibe olmaktadir
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[103]. Son olarak, HO-2 aktivitesinin NADPH oksiddz enzimine bgi olarak,
beyin damarlari ve beyin damarlari endotel hiiciradier redoks-bamli mekanizma
ile duzenlenebildii gosterilmitir [103]. Fizyolojik bazal keullarda damar
dokusunda bulunan HO-2 enzim proteini miktari tam ddsterge olmagindan,
CO’in endojen vaskuiler kontrole katkisi substratktari ve HO-2 aktivitesi
uzerinden dgerlendirilmelidir.

Farkli Damar Caplarinda CO Yanitlari

Bu calgmanin amagclarindan bir giri, endojen uretilen CO’in vaskuler
kontrole etkisinin organlarin damar yatadaki durumu yaninda, gér bir baks acisi
da, etkili oldigu damar segmenterinin ¢apina gorgetkendirmektir. Bu bakiacisi
ile degerlendirildiginde, endojen CO Uretiminin iletim tipi damarlardtkisinin 6n
planda oldgu izlenmektedir. Mezenter, renal, kalp, pulmoneizgiti kas
(gastroknemius kasi) organlarin damar yataklariletrm arterlerinin hepsinde ve
aortta, CO’in vaskuler kontrole katkisi istatisgk®larak anlamli olacak dizeyde
saptandi. Ayni zamanda bizim sonuclarimiza géredamar yataklarin direng
damarlarinda ise, endojen CO’in katkisinin olmgadoruldi. Bu baky acisina gore
iki damar segmentinde uyumsuzluk varilki gracilis kasi damar yaganin iletim
damarlari olan femoral arter ve muskuler dalda rahladiizeyde endojen CO
dretiminin vaskiler tonusa katkisi yoktu. Daha 6deesdz edildii gibi bu damar
yatgzl CO vyanitlar agisindan farklihk godstermekteddiger farklihk ise beyin
dokusu damar yagana ait olarak incelenen ve bir direnc damari ghéad arterde
oldu. Vaskuler yanitlari incelenengér direng arterlerinde CO’in hi¢ katkisi yokken,
pial arterin vaskiler tonusunun kontroliinde CO ¢gokmli yer tutmaktadir. Yapilan
bircok argtirmada serebral kan akiminin kontrolinde CO’intralet olarak
gosterilmitir [90, 167]

Disaridan uygulanan CO’e verilen gewe vyanitlarina genel olarak
bakildginda hemen tim damar segmentlerinde etkin bir \ktadyon oldgu
gorulmektedir. CO donéri CORM ile ekzojen CO uygudainin, damar yataklarina
gore dgisse de, submaksimal doz fenilefrin veya seratonmas ortalama %40-50
dizeyinde geyeme yaptll izlenmektedir. Sonuclarimizdan izlenensadidan
uygulanan CO’in organizmanin genelinde iletim velbile diren¢g damarlarinda da
etkin gegseme yaniti olgturmasi, hipertansiyon gibi kan basincinin konatina
alinmasi gereken durumlarda ilag olarak kullanilotasilgini akla getirmektedir.
Literatiirde de bu konuda gt yaklasimlar oldigu gorilmektedir [6, 18, 124, 152]
Ekzojen CO uygulamasi bobrek damar gatda, dger organ damar yataklarina gore
bir miktar daha dgilk saptanmgtir. Fakat ekzojen CO verilmesine en az sgene
yaniti veren damar segmenti gracilis arteri oldadden damar yanitlarinda da,
diger damar yataklarina gore farkli sonuclar verermitisakasi damar yagnin CO
ile iliskisi tim acilardan farklilk gostermektedir. Bundaolayr herhangi bir
argtirmanin amaci gracilis damar yagtadaki CO’in ¢elgkili sonuclarini argiirmak
degil ise, CO’in organizmada vaskuler kontrole etkisimncelendgi arsstirma ise,
gracilis arterinin kullanilmamasi daha iyi olacakti

CO arterler Gzerindeki geetici etkisini temel olarak sGC enzimi

araclilglyla tretimini arttirdgi cGMP veya kalsiyum Eamli K* kanallari tizerinden
yapmaktadir [90, 153]. Ekzojen CO uygulamasi prolidkde, damar segmentlerinin
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CO donért CORM’a verdikleri ggeme yaniti sonrasi, o damar segmentinde
CO’nun hangi mekanizma ile gg@ame yapfini ortaya koymak igcin sGC inhibitori
ODQ veya K kanal inhibitori TEA kullanildi. CO’in vazodilatdetkisinin
mekanizmasi acgisindan sonuglarimizgetkendirildignde, herhangi bir damar
yatgzgina 6zgunlikten ziyade, damar capina gore faskhdéa vardi. cGMP’nin
yolaginin damar yanitlarinda ggameye katkisinin olgw damar segmenti, 'K
kanallarinin katkida bulungu segmente goére olduk¢ca daha azdi. cGMP aort
halkalarinda, ana mezanter ve renal damarlard&ofasmius kasi iletim arterinde,
akciger ve kalp dokusu buyik damarlarinda CO aracili sgyeeye katkida
bulunuyordu. Ayrica dikkat ¢ceken birdka durumda cGMP ggegmede etkin oldgu
damar segmentlerin hic¢ birinde gemeden tek ana sorumlu dgldi. Kalsiyum ile
aktive K kanallarinin ise hemen tim damar segmenitiele CO’e verilen geyeme
yanitlarina katkisi oldu. Kkanallari direng damarlarindaki CO’e ghageweme
yanitindan tek bana sorumlu iken, biyuk damarlarda cGMP ile bidiketkin
oldugu gbze carpmaktadir. Bazi yayinlarda CO’in vazadilaetkisinin aort gibi
bliyluk damarlarda cGMP ile ortaya c¢ikarken, direagdrlarinda kalsiyumla aktive
K" kanallari aracifityla olustugu yer almaktadir [6, 152 Ancak bu yorumlar yapilan
farkli calsmalardan koken almaktadir ve kidastirmali bir calsmaya
dayanmamaktadir. CO’in etki mekanizmasinda yer aa@’'in etkili olabilmesi igin
BKca kanallarinin gerekli oldtu da ileri surilmektedir [27]. B kanallari
inhibisyonu ile CO’in cGMP bamli gewetici etkisinin de dnune gecilebilmektedir
[13, 132, 146-148]. Bizim sonuclarimiz tzerinden'i@@tki mekanizmasi hakkinda
genel bir dgerlendirme yapilacak olunursa, CO’in getici etkisi 600um Uzeri
damarlarda cGMP ve kalsiyumla aktivé Kanallari aracifiiyla, 600um altindaki
damarlarda ise yalnizca'lkanallari ile ortaya ¢ikmaktadir.

Organizmadaki g¢gtli damar yataklarinin tonusunun dizenlenmesin@girC
katkisini incelediimiz calsmamizin sonuclarindan, ileride yapilacak CO vaskile
tonus konulu ardirmalara yol gosterebilecek 6nemli veriler eldelmadstir. Ayni
calismada hem bir ¢cok farkli organin damar gatan incelenmesi ve bu organlara ait
damar yataklarinin iletim arterlerinden diren¢ dderena kadar incelenmesi
kiyaslama yapabilme imkanini vermektedir. CO’inkider tonusa etkisi iletim tipi
damarlarda varken, diren¢ damarlarinda yoktur. Buuwh beyin damarlarinda
gecerli dgildir ve endojen CO okumu bir diren¢ damari olan pial arterin vaskuler
tonusunun duzenlenmesine o©6nemli dizeyde Kkatki ykiawa. Endojen CO
olusumunun damar Uzerindeki etkisinde dikkat cekickedi bir durumda, HO-2
enzimi protein miktarinin bazal fizyolojik kollarda CO’in damarlarin Gzerindeki
etkisini yansitmadgndir. Gewemeye CO’in hi¢ etkisinin olmagl gracilis arteri
yanitlari dsinda, ekzojen verilen CO’in tUm damar yataklaringtin bir
vazodilatasyona neden olmaktadir. CO aracilisgieenin mekanizmasinda 600
pm’den kiigiik damarlarda kalsiyumla aktive® kanallari, 600um’den buyiik
damarlarda ise hem cGMP ve hem de kalsiyumla ak{iV&anallarinin sorumlu
oldugu izlenmitir. Cssitli patolojik sirecler veya uyaranlar sonucu tretdesisen
CO'in vaskuler tonusa etkisinin de kiyaslamall akacalsilmasi, CO’in kan basinci
kontroliindeki etkisi hakkinda daha ayrintili soawglinmasini sgayacaktir.
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SONUCLAR

Calsmamiz, CO’in damarlardaki endojen katkisini ve dagesemesindeki
etki mekanizmasini genkapsamli olarak ortaya koyan ilk gahadir. CO damar
gewetici etkisini, direng tipi arterlerden ziyade, datok iletim tipi arteriyel damar
segmentlerinde goOstermektedir. Bunun yaninda C@figana 6zel damargaci
yanitlari incelendiinde, 6ncelikle serebral ve ager vaskiler tonusuna katkisinin
diger organ damar yataklarina gore daha fazlagnidiaptanmtir. CO’in diiz kasta
gewetici etkisini, cgunlukla capi yaklgk olarak 600um den kugcik olan arteriyel
damarlarda K kanallar ile gosterirken, daha biyiklerde ise h€mkanallari ve
cGMP araciiglyla olusturmaktadir.
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Abstract

Blood flow to several tissues changes during an acute bout of exercise. The kidney is one of the organs that are most
affected by exercise-induced blood redistribution. The aim of the present study was to investigate possible exercise-
induced vascular reactivity changes in renal resistance arteries in rats. Renal resistance arteries were isolated from rats
that underwent 8 weeks of swimming and sedentary control rats, and the arteries were evaluated using wire myogra-
phy. Similar dilation responses to acetylcholine, bradykinin, adenosine, isoproterenol, and sodium nitroprusside were
observed in both groups. The vasoconstrictive agents vasopressin, endothelin-1, potassium chloride, and thromboxane
A, also induced similar responses in both groups; however, the trained group had an increased constrictive response
to norepinephrine compared to the control rats. The results of our study show that renal resistance arteries of trained
rats behave differently than conduit-type renal arteries and exhibit an increased contractile response to sympathetic
agonists. This finding provides supporting evidence that renal blood flow markedly decreases during exercise in trained

individuals.

Keywords: Exercise, resistance arteries, kidney, rats

INTRODUCTION

The adaptation processes that are induced by regu-
lar physical activity occur in various tissues, including
blood vessels. During exercise, the release of mainly
nitric oxide and other relaxing compounds that induce
vascular resistance is decreased, and the response of
vascular smooth muscle cells to constricting agents
declines in resistance arteries in skeletal muscle and the
myocardium, both of which are active during physical
training.!™ However, relatively few studies have focused
on the mechanisms that regulate blood flow in inac-
tive tissues during exercise. Although the kidney is an
important organ for maintaining homeostasis and is eas-
ily affected in many cardiovascular diseases, very few
studies have investigated the effect of training on renal
blood flow.

Previous studies on renal blood flow in trained ani-
mals are contradictory: some studies have reported that

renal blood flow was decreased to a greater extent
in trained animals compared to sedentary animals,’
whereas other reports showed no difference®7; however,
despite these findings, it is generally accepted that renal
blood flow is decreased to a lesser extent in trained ani-
mals compared to sedentary animals that are subjected
to exercise of identical intensity.8~1° Two principal fac-
tors are attributed to the differential response of trained
animals. First, sympathetic discharge to the kidneys is
decreased during bouts of exercise.!! Renal vasocon-
striction due to sympathetic discharge occurs during
the first few seconds of exercise, whereas after pro-
longed exercise the production of local factors prevails
and leads to an increase in vascular tonus by affect-
ing the endothelial layer or the smooth muscles in
renal arteries.!? Second, the response to norepinephrine
(NE) in renal vessels is attenuated.1%!3> The role of
physical training in the differentiation of renal vas-
cular responses to local vasoconstrictive factors was
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investigated in only one study in which the main
renal artery obtained from exercise-trained pigs had a
decreased contractile response to NE.!> However, it
is well known that local tissue perfusion is primarily
controlled by resistance rather than conduit-type arter-
ies. Therefore, determining possible exercise-training-
induced alterations in the reactivity of renal small
arteries is particularly important. In addition, it is also
not clear whether regular physical activity affects the
responses of renal resistance arteries to various local
vasoactive agents.

The aim of the present study was to evaluate whether
the putative alterations in both the relaxant and con-
tractile responses of renal resistance arteries may be
involved in the vasoregulatory processes that occur dur-
ing exercise in trained rats. We hypothesized that the
vasoconstrictive effect of local mediators in decreasing
renal blood flow would be attenuated in trained animals.

MATERIALS AND METHODS

Forty adult female Wistar rats (8 weeks of age) weighing
200220 g were used in present study. The animals were
housed at 23 + 2°C in a 12/12 h light/dark cycle and had
unrestricted access to standard rat chow and drinking
water. The rats were assigned randomly to two different
groups: sedentary control (n = 20) and exercise training
(n = 20). The animals in the training group underwent
sessions of swimming exercise (60 min/day, 5 days/week
for 6 weeks) in a glass tank that measured 100 x 50 cm
(50 cm depth) and was filled with tap water (32-34°C).
The duration of the first swimming session was 10 min,
and this was increased by 10 min daily until a total of 60
min duration was reached. The experimental protocol
was approved by the Animal Care and Usage Commit-
tee of Akdeniz University and followed the guidelines
for using animals in experimental research.

The animals were sacrificed under ether anesthesia
by exsanguination from the abdominal aorta 2 days
after the last exercise bout in the training group. The
kidneys were removed and transferred to a dissecting
dish filled with ice-cold physiological saline solution
(PSS) containing the following (in mM): 110 NaCl,
5 KCl, 24 NaHCO3, 1 KH,POy4, 1 MgSQOy, 2.5 CaCly,
0.02 EDTA, and 10 glucose. The decapsulated kidneys
were cut longitudinally into two sections. The veins and
arteries were carefully dissected under adequate mag-
nification using a dissecting microscope (OLYMPUS-
SZ61, Tokyo, Japan). Sections of the arcuate artery
were dissected, and segments of up to 2 mm in length
were isolated from the third branch and cleared of
connective tissue. The vessel segments (200-250 pum
in diameter) were then mounted on wire myography
equipment (EMKA Technologies, Paris, France). Two
fine tungsten wires (25 pwm in diameter) were placed
through the lumen of the vessel segments. While tak-
ing care to avoid damage to the inner surface, the
rings were then horizontally mounted in organ bath

chambers containing 10 mL of PSS solution accord-
ing to the manufacturer’s instructions. One wire was
anchored to the equipment’s removable mounting jaw
and the other wire was connected to an isometric force
transducer (ELLG-S270B, Entran Sensors and Electron-
ics, Toulouse, France), thereby allowing the wires to
be fixed in two steps. The bath medium was bub-
bled with a mixture of CO, (5%) and O, (95%) and
was maintained at 37°C (pH 7.4). The optimal rest-
ing tension (90 mmHg) of each ring was determined by
constructing a passive diameter—tension curve in which
the vessel’s length was kept constant using a computer
program (Normalize v1.0, EMKA Technologies). The
preparations were allowed to equilibrate under optimal
resting tension for 60 min before the start of the exper-
iment. During this resting period, the bath solution was
changed every 15 min. After equilibration, tissue via-
bility was confirmed by contraction in response to NE
(107 M) in PSS containing 20 mM K solutions. Sev-
eral washes were performed to remove the constricting
agents, and the preparations were allowed to stabilize
for 30 min. Endothelial integrity was then assessed by
pre-contracting the tissues with NE (10~ M) before
recording the degree of relaxation elicited with acetyl-
choline (ACh, 10~ M). Tissue that exhibited relaxation
that was 80% greater than its pre-constriction value was
considered to contain a functional endothelium. After
an additional 30 min period that included a wash every
15 min, the contractility of the arteries in high K* con-
centration (80 mM) was measured. In bath solutions
containing elevated K% levels, the additional K* was
replaced with equivalent amounts of Na™ to obtain a
certain Kt concentration.

All preparations underwent an identical initial proce-
dure and were then assigned to two different protocols
in which the effects of relaxing and constricting agents
were separately examined.

Relaxation Protocol

Vascular preparations were pre-contracted with a single
submaximal concentration of NE (10~ M). When the
contractile response to the agonist was stable, increasing
concentrations of ACh (107°-3 x 10~> M) were applied
in a cumulative fashion. The following steps were per-
formed with 30 min washing and re-equilibration inter-
vals between applications of the various agents. After
pre-constriction with NE (10~° M), the following relax-
ing agents were administered sequentially: adenosine
(107°-3 x 107> M), bradykinin (1071°-3 x 1078
M), sodium nitroprusside (107°-3 x 107> M), and
isoproterenol (107°-3 x 107> M).

Contraction Protocol

Concentration-response curves were generated by
sequentially applying the following vasoconstrictive
agents (with 30 min washing and re-equilibration steps
between each application): NE (10783 x 10=> M),
thromboxane A, (107°-107% M), KCl (20, 40, and 80
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mM), endothelin-1(10"11-10"8 M), and vasopressin
(107113 x 1078 M).

The myograph recordings were analyzed using a
computer program (IOX-Datanalyst 2.0.0.6, EMKA
Technologies). The NE-induced contraction plateau
was considered to be 100%, and the relaxation
responses were calculated as percentages of this plateau.
The contraction responses are presented numerically in
grams and indicate the tension exerted by the vessel
segments.

The results are presented as mean + SE. The data
obtained for the different concentrations of a given
relaxing or contracting agent were compared by an
analysis of variance for repeated measures (repeated
measures ANOVA). Maximal responses observed in
the concentration—response curves were analyzed with
the Mann—Whitney U-test to evaluate the difference
between the two experimental groups. Differences with
a p-value of <0.05 were considered significant.

RESULTS

The body weight between the groups did not differ
at the end of the study. The dose-response curves for
the various relaxing agents are presented in Figure 1.
The curve patterns for the relaxing agents were not sta-
tistically different between the sedentary control and
exercised groups. The maximum relaxation responses
were also similar in these two groups (Table 1).

The dose-response curves obtained with the vaso-
constrictor agents are presented in Figure 2. NE was
the only agent that generated a significantly different
response (p < 0.01) between the experimental and
control groups. The maximum response to NE in the
exercised group was significantly greater than that in the
control group (p < 0.05). The concentration-response
patterns and maximum contractile responses to the
other vasoconstrictive agents tested (thromboxane Aj,
KCl, endothelin-1, and vasopressin) were not statisti-
cally different between the control and exercised groups
(Table 2).

DISCUSSION

Metabolic changes due to regular physical activity have
been the subject of numerous detailed studies,”® many
of which investigated the underlying mechanisms that
contribute to increased perfusion of active tissues dur-
ing exercise, including skeletal muscle and myocardium.
This process, referred to as “blood redistribution,”
is required to supply the increased oxygen that is
demanded by active tissues and is more effective in
exercise-trained subjects than sedentary ones. How-
ever, the decline in blood supply to several tissues,
including the kidney, also participates in the blood
redistribution process. Although several investigators
have suggested that the decrease in renal blood flow

© 2011 Informa Healthcare USA, Inc.
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during exercise occurs to a lesser extent in trained
subjects than in sedentary ones,® 10 few studies have
focused on the possible mechanisms that might con-
tribute to this phenomenon. In the present study, we
tested the responses of renal resistance arteries to vari-
ous vasoactive substances in trained and sedentary rats
to reveal possible exercise-training-induced alterations
in renal vascular reactivity. Increased vasoconstrictive
responsiveness to NE in the trained group indicates
the necessity for re-evaluating the conclusions that sug-
gest a lesser decrease in renal blood flow in trained
animals.

Blood flow redistribution during a bout of exercise
is explained by training-induced adaptations in cardiac
output and vascular reactivity.? Several investigators
have reported that vascular alterations in coronary,
skeletal muscle, or intestinal vasculature can be induced
by training.!4"!8 It has been proposed that this training-
related vascular adaptation is a complex process that
is strongly dependent on the size and tissue location
of the vessel. In other words, exercise training may
trigger different adaptation mediators in different tis-
sues that contain vessels of different sizes.!%:20 However,
vascular adaptation to exercise training also occurs in
the splanchnic organs and the kidney, in which blood
flow decreases during a bout of exercise. Lash et al.1®
demonstrated that the intestinal vasculature exhibits an
enhanced myogenic but suppressed adrenergic constric-
tor response in trained animals. In contrast, McAllister
et al.13 reported decreased constrictive responses in
conduit renal arteries that were treated by cumulative
doses of NE in trained pigs. However, the data obtained
in conduit-type arteries cannot be extrapolated to the
smaller resistance arteries in terms of regulating local
tissue perfusion. It is also possible that exercise train-
ing alters the vascular responses of resistance arteries to
relaxing agents.

We found no statistically significant differences in
the dilation responses of renal resistance arteries to
ACh or bradykinin between trained and sedentary
rats. Moreover, the relaxation responses to sodium
nitroprusside and isoproterenol (which are vasodilator
agents with direct effects on vascular smooth muscle
cells) did not differ between the trained and sedentary
groups. Furthermore, high extracellular K concen-
trations (which induce vasoconstriction by membrane
depolarization without involving specific receptors or
post-receptor mechanisms) produced similar contrac-
tile responses in the two groups. Taken together, these
results indicate that the contractile elements in vas-
cular smooth muscle cells of renal resistance arteries
were not affected in the trained rats. Our findings in
rat renal resistance arteries are consistent with previ-
ous reports by other groups who studied conduit-type
renal arteries from trained pigs.!? Exercise training did
not alter the responsiveness of renal resistance arteries
to endothelium-derived vasodilatory agents at either the
receptor or post-receptor level.
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Figure 1. Cumulative concentration-response curves to acetylcholine (A), adenosine (B), bradykinin (C), isoproterenol (D), and sodium
nitroprusside (E) in renal resistance arteries from experimental groups.

Note: Values are means + SE.

Table 1. Maximal dilation response (Emax) values to vasodilator
agents in isolated renal resistance arteries in experimental rats.

Agents (%) Control Exercise

Acetylcholine 76.51+4.48 75.54+4.33

Adenosine 68.2 +5.84 71.6 £5.43

Bradykinin 65.6 £ 8.0 60.2 £ 6.23

Sodium nitro- 95.7 +1.37 97.24+0.94
prusside

Isoproterenol 70.1£5.5 69.4 4+ 6.8

Note: Values are means + SE.

The dose-response curves of vasoconstrictive medi-
ators were evaluated in a subsequent set of protocols
in which NE produced statistically stronger contrac-
tions in renal vessels from trained rats compared with
sedentary controls. In addition, the maximal contrac-
tion responses to NE were also significantly higher in

the trained rats compared to control group. In con-
trast, McAllister et al.!® reported decreased contractile
responses in renal arteries of trained pigs compared to
control pigs. Although the reason for the contradictory
findings is unclear, differences in the species studied, the
duration of physical training, and, in particular, the ves-
sel segment studied might all play a role in the observed
differences. To our knowledge, the present study is the
first to investigate exercise-training-induced alterations
in the reactivity of renal resistance arteries from trained
animals.

There are several clues in the literature that might
explain the increased NE responsiveness of resistance
arteries from trained rats. Vascular alpha-adrenergic
receptors undergo important changes in their num-
ber and/or their ligand affinity in response to altered
levels of agonist stimulation (i.e., circulating levels of
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Figure 2. Cumulative concentration-response curves to norepinephrine (A), potassium chloride (B), endothelin (C), thromboxane A;
(D), and vasopressin (E) in renal resistance arteries from experimental groups.

Notes: Values are means + SE.
*Denotes p < 0.01, difference from control group.

noradrenaline).?! It is also well known that decreased
catecholamine levels result in increased vascular sensi-
tivity to alpha-adrenergic agonists by enhancing both
receptor numbers and Ca?* efflux.?? The intensity of
sympathetic stimuli and the levels of circulating adren-
ergic hormones are decreased by regular physical activ-
ity as compared to sedentary conditions.!® Therefore,
it might be suggested that the increased contractile
responses of renal resistance arteries in trained rats that
were observed in the present study might be due to an
upregulation of adrenergic receptors and/or increased
sensitivity of the post-receptor signaling pathway that

© 2011 Informa Healthcare USA, Inc.

is caused by a reduction in both local (through sym-
pathetic nerves) and circulating levels of NE in these
animals.

Because regular physical exercise has been reported
to reduce the activity and expression (at both the
mRNA and protein levels) of endothelial nitric oxide
synthase, which results in a decrease in stable NO
metabolites (e.g., nitrites/nitrates), an alteration in
NO production might also contribute to the observed
reduction in the contractile response of resistance
arteries to NE in trained rats.?> Moreover, Maeda
et al.?* reported that elevated endothelin-1 levels are
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Table 2. Maximal constriction response (Emax) values to
vasodilator agents in isolated renal resistance arteries in experi-
mental rats.

Agents (g) Control Exercise
Norepinephrine 1.82 £0.28 2.56 £0.19*
Thromboxane A; 1.58 £0.19 1.84 +0.15
Potassium chloride 2.13+0.29 2.334+0.17
Endothelin 1.71 £0.07 1.89 £ 0.06
Vasopressin 1.97 +£0.23 1.96 £0.29

Notes: Values are means & SE.
*Denotes p < 0.05, difference from control group.

responsible for renal NOS downregulation in trained
rats.

Our results demonstrate that the constriction
responses of renal resistance arteries to NE were
stronger in trained animals compared to sedentary ani-
mals, whereas the dilation responses did not differ
between these two groups. This assertion contradicts
the generally accepted belief that renal blood flow
decreases to a lesser extent in trained animals.819 These
findings also necessitate the re-evaluation of how kidney
blood flow changes during exercise in trained animals
and underscore the need for further investigation.
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