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OZET

Amag: Diizenli fiziksel aktiviteler sonrasinda vaskiiler tonusa etki eden g¢esitli
adaptasyonlar oldugu iyi bilinmektedir. Istirahat kosullarinda bircok kasic1 ve
gevsetici mediatoriin  vaskiiler tonustaki degisikliklere katkisi bilinirken, lokal
dolasimin diizenlenmesinde etkisi bulunan 20-hidroksieikosatetraenoik asit (20-
HETE) igin literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, birgok
damar yataginda vazokonstriktif etkili oldugu bilinen 20-HETE’nin, diizenli fiziksel
aktiviteler sonucu direng ve iletim tipi arterlerdeki vaskiiler tonusa etkisi ve sistemik

kan basincina katkisindaki olas1 degisiklikleri incelemeyi amagladik.

Yontem: 6-8 aylik Wistar cinsi siganlar, kontrol ve egzersiz, olmak iizere iki gruba
ayrildi. Egzersiz grubuna 5 giin/hafta, 1 saat/giin, 8 hafta siiresince ylizme egzersizi
yaptirild. Intra-arteriyel ortalama kan basinci karotid arterden 6l¢iildii. 20-HETE nin
iletim tipi arterde (torasik aorta) ve diren¢ damarlarinda (gastrokinemius ve
mezenterik arterler) vaskiiler tonusa dogrudan ve ¢esitli vazoaktif maddelerin yaptig1
etkilere katkis1 organ banyosu ve miyografta degerlendirildi. izole edilen damarlarda
20-HETE diizeyi ve 20-HETE iiretiminden sorumlu enzim CYP4A ekspresyonu
Olctldii.

Bulgular: Diizenli yiizme egzersizleri sonucu 20-HETE’nin kan basincinin
diizenlenmesindeki katkisinin azaldig1 saptandi. Gastroknemius direng damarlarinda
20-HETE’nin vaskiiler tonusa katkisinin azaldigi hem dogrudan hem de ¢esitli
vazokonstriktif ajanlarin yanitinin azalmasina neden oldugu belirgin olarak
gozlenirken, torasik aorta ve mezenterik arterlerde bu etkinin olmadigi saptand.

CYPA4A ekspresyonu ve 20-HETE iiretimi gastrokinemius damarlarinda azaldu.

Sonuc¢: Egzersize bagli olarak, 20-HETE’nin kan basinci diizenlenmesindeki
etkisinin ve gastrokinemius diren¢ damarlarinda vaskiiler tonusa vazokonstriktif
katkisinin azaldigi, bu etkilerin CYP4A protein miktarinin azalmasia bagli oldugu

ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: 20-HETE, CYP4A, vaskiiler tonus, miyograf, egzersiz



ABSTRACT

Objective: It is well known that there are various adaptations which affect vascular
tone in arteries after regular physical activities. There hasn’t been any study in
literature for 20-Hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE) that has an effect on
regulation of local circulation, while it is known that many contractile and relaxant
mediators contribute to changes in vascular tone at rest conditions. In this study, we
aimed to investigate the effect of 20-HETE, which is known to be vasoconstrictive in
many vascular beds, on vascular tone in resistance and conduit type arteries and the
probable changes on its contribution to systemic blood pressure as a result of regular

physical activities.

Method: 6-8 month old Wistar rats were divided into two groups, control and
exercise. Exercise group were subjected to swimming exercise for 5 day/week, 1
hour/day for 8 weeks. Intra-arterial mean blood pressure was measured from carotid
artery. The direct effect of 20-HETE on vascular tone in the conduit type artery
(thoracic aorta) and resistance vessels (gastrocnemius and mesenteric arteries) and its
contribution to the effects of various vasoactive substances were evaluated in organ
bath and myograf. 20-HETE levels and the expression of CYP4A, the enzyme
responsible for 20-HETE production, were measured in isolated vessels.

Results: It has been found that the contribution of 20-HETE on regulation of blood
pressure is reduced as a result of regular swimming exercises. It has been obviously
observed that 20-HETE’s contribution to vascular tonus is decreased both directly
and caused to decrease response to various vasoconstrictive agents in gastrocnemius
resistance vessels, but this effect was not obtained in torasic aort and mesenteric
arteries. CYP4A expression and 20-HETE production were decreased in the

gastrocnemius vessels.

Conclusion: It has been demonstrated that depending on exercise, the effect of 20-
HETE on regulation of blood pressure and its vasoconstrictive contribution on
vascular tonus in gastrocnemius resistance artery are decreased, and these effects are

associated with the decrease of CYP4A protein.

Key words: 20-HETE, CYP4A, vascular tone, myograph, exercise
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1. GIRIS

Arasidonik asit (AA) siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) veya sitokrom
P450 (CYP450) oksijenaz tarafindan prostaglandinler, tromboksanlar ve CYP450
kaynakli metabolitler gibi biyoaktif molekiillere metabolize olur. AA epoksijenaz
enzimleri tarafindan epoksieikosatrienoik asitlere (EET) metabolize olurken,
hidroksilazlar tarafindan hidroksieikosatetraenoik asitler (HETE) olusmaktadir
(Capdevila ve Falck, 2002; Roman, 2002). Bu bilesikler hem normal hem de
patolojik durumlarda c¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin yiirtitilmesinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Arasidonik asit metabolizmast sonucu olusan irlinlerin
kardiyovaskiiler sistem 6zellikle de mikrodolasim iizerine 6nemli etkileri mevcuttur.
AA’dan Sitokrom P450A (CYP4A) o —hidroksilaz tarafindan vazokonstriktor bir
bilesik olan 20-hidroksieikosatetraenoik asit (20-HETE) olusmaktadir. 20-HETE
arteryal basincin uzun donemli kontroliinde ve renal fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Williams ve ark., 2010; Wu ve ark., 2014; Hoopes ve ark.,
2015; Fan ve ark., 2016).

Yapilan ¢alismalar sonucu 20-HETE nin renal (Ma ve ark., 1993; Imig ve ark., 1996;
Sun ve ark., 1998; Alonso-Galicia ve ark., 1999), mezenterik (Wang ve ark., 2001),
serebral (Harder ve ark., 1994; Harder ve ark., 1998) ve iskelet kasi damarlarinda
(Harder ve ark., 1996; Kunert ve ark., 2001) etkili bir vazokonstriktor oldugu
gosterilmistir (Roman, 2002; Pat Kunert ve Drenjancevic, 2011). 20-HETE vaskiiler
tonusun diizenlenmesine dogrudan katkida bulunabildigi gibi ¢esitli vazokonstriktif
maddelere aracilik yaparak da bu etkisini gostermektedir. Vaskiiler dokuda 20-HETE
olusumu noradrenalin, anjiyotensin, serotonin, endotelin ve tromboksan ile uyarilir
(Roman, 2002). 20-HETE baslica vazokonstriktor etkisini, Ca™ ile aktive olan
iletkenligi biiyiik K kanallarin1 (BKCa) dogrudan ya da protein kinaz C (PKC)
aracili inhibe ederek gostermektedir (Pat Kunert ve Drenjancevic, 2011). Bunlarin
yaninda 20-HETE’nin mitojen aktive protein kinaz (MAPK), src tip tirozin kinaz ve
rho kinaz yolaklarmi aktive ederek de vazokonstriksiyona neden olabilecegi

gosterilmistir (Williams ve ark., 2010; Fan ve ark., 2016).

Diizenli fiziksel aktiviteler sonucunda viicudumuzda gesitli dokularda birgok uyum

gerceklesmektedir. Bu konudaki arastirmalar halen ayrintili olarak incelenmeye



devam etmekle birlikte, egzersizin organizmada yarattig1 bu siirecte kardiyovaskiiler
sistem On planda uyum gosteren yapidir. Kardiyovaskiiler adaptasyonlarin en 6nemli
gostergelerinden biri de, diizenli fiziksel aktiviteler sonrasinda hem saglikli
bireylerin hem de hipertansif hastalarin dinlenim kan basinglarinda goriilen diististiir.
(Kelley ve ark., 2001; Whelton ve ark., 2002; Cornelissen ve Fagard, 2005;
Cornelissen ve Smart, 2013; Huang ve ark., 2013; Semlitsch ve ark., 2013).
Egzersizin kan basincimi disiiriicii etkisinde ileri stiriillen mekanizmalardan biri de,
vaskiiler tonusa etki eden vazodilatér ve vazokonstriktor etkili maddeler arasindaki
dengenin vazodilatasyon yoniine dogru kaymasidir. Diizenli yapilan fiziksel
aktiviteler sonucu vazoaktif uyaranlara karst damar yanitlari gesitlilik gosterse de,
ozellikle vazodilator uyaranlara karsi gevseme yanitinin arttigi, vazokonstriktor
uyaranlara karsi ise kasilma yanitinin azaldigi goze ¢arpmaktadir (Tablo 2.2.). Bu
konuda bizim laboratuvarlarimizda yaptigimiz ¢aligmalarda da egzersiz yaptirilan
sicanlarin vaskiiler kasilma yanitlarinin azaldigr ve gevseme yanitlarinin arttigi

gosterilmistir (Kuru ve ark., 2009; Gunduz ve ark., 2011; Ulker ve ark., 2017).

Diizenli fiziksel aktiviteler sonrasinda istirahat kosullarinda vaskiiler tonustaki
degisikliklerde  bircok  mediatoriin  katkis1  bilinirken, lokal dolagimin
diizenlenmesinde yer alan vazokonstriktif etkili oldugu bilinen 20-HETE igin
herhangi bir ¢aligma yoktur. Bu bilgiler 1s1ginda aragtirmamizin amaci diizenli ylizme
egzersizi ile antrene hale getirilen siganlarin iskelet kasi ile mezenter yataga ait
diren¢ damarlarinda ve iletim tipi arter olan torasik aortalarinda 20-HETE’nin
vaskiiler kasilma yanitlarindaki olas1 roliinii ortaya koymaktir. Bu amag
dogrultusunda antrene hale getirilen siganlarda; 20-HETE’nin akut kan basinci
lizerine etkisi, ¢esitli vazokonstriktor ve vazodilatdr ajanlara karsi olusturulan
vaskiiler yanitlarda 20-HETE’nin katkisi, ayrica iletim ve direng tipi damarlarda

bazal 20-HETE diizeyi ve CYP4A protein ekspresyonu, incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Egzersiz Sirasinda Iskelet Kas1 Kan Akiminin Diizenlenmesi

Bir¢ok organda hiicre metabolizmasindaki artisa bagli olarak kan akimi artmaktadir.
Bu durum “aktif hiperemi” veya “fonksiyonel hiperemi” olarak adlandirilir. Egzersiz
sirasinda kas dokusunun artan metabolik ihtiyacini karsilamak tizere, iskelet kasi kan
akiminda artig goriilmektedir. Fiziksel aktivite sirasinda metabolik ihtiyaci
karsilamak {izere iskelet kasi kan akiminin artmasi ise “egzersiz hiperemisi" olarak
anilmaktadir (Davis, 2008; Korthuis, 2011). Fiziksel aktivite sirasinda kalp debisinde
goriilen artigin yani sira, viicut kan dagilimi yeniden diizenlenir. Kalp debisi, yapilan
fiziksel aktivitenin siddetine bagli olarak istirahat diizeyinin 4-5 katina kadar
artabilmektedir. Fiziksel aktivite sirasinda kan fiziksel aktiviteye katkida
bulunmayan organlardan, kaslara dogru yonlendirilir (Tschakovsky, 2010; Korthuis,
2011). Istirahat doneminde tiim kas kitlesine gonderilen kan miktar1 ortalama kalp
debisinin % 20’si civarinda iken, maksimal fiziksel aktivitede artmis kalp debisinin

% 70-80’ni diizeyine kadar ulasabilmektedir (Plowman, 2011).

Iskelet kasinin vaskiiler yapilanmasi

Iskelet kasmin vaskiiler yapilanmas: incelendiginde (Sekil 2.1.) ana arterler, kasin
uzun ekseni boyunca yer alir ve kasin epimisyumuna dogru besleyici arterleri
verirler. Ikincil diizeydeki dallar, bu besleyici damarlardan dik ag1 ile ayrilir ve
uzunlamasina yol alirlar. Arteriolar ag, damarlarin kas i¢ine girdigi noktada besleyici
arterden koken alip dallanan damarlardan olusmaktadir. Arteriyoller, perimisiyuma
girer ve perimisiyuma niifuz eden terminal dallar1 olusturana kadar kas lifi eksenine
dik olarak hareket ederler ve hemen endomisiyum i¢ine gdomiilmiis ve kas lifine
paralel seyreden ¢ok sayida kilcal damara ayrilirlar. Terminal arteriyoller vaskiiler
diiz kas iceren son dallardir. Boylece, terminal arteriyol ile perflize olan kapillerler
iskelet kasinda kan akisinin diizenlenmesi i¢in en kiigiik fonksiyonel birimi temsil

eden mikrovaskular tinite olarak adlandirilmaktadir .
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Sekil 2.1. iskelet kasinin vaskiiler yapilanmasi

Simiflandirma

Dinamik egzersiz sirasinda, kasilan iskelet kasina yeterli diizeyde oksijen saglamak
icin olduk¢a karmasik ve ¢oklu kardiyovaskiiler diizenlemeler gerektirmektedir.
Iskelet kasi iginde kan akimmin diizenlenmesi ve oksijen dagitimi bir takim
mekanizmalarin birlikteligi sonucunda gerceklesmektedir. Iskelet kasi kan akiminin
diizenlenmesinde goérev alan bu mekanizmalar su sekilde siniflandirilmaktadir
(Clifford ve Hellsten, 2004; Delp ve O'Leary, 2004; Sarelius ve Pohl, 2010;
Hudlicka, 2011; Korthuis, 2011).

Lokal kontrol mekanizmalan

e Metabolik kontrol

e Endotel aracili vaskiiler kontrol,
e lletilen vazodilatasyon

e Kas pompasi

e Miyojenik vaskiiler kontrol

e Eritrosit aracili vazodilatasyon

Merkezi kontrol mekanizmalari

e Noral diizenlemeler



2.1.1. Lokal Kontrol Mekanizmalari

Metabolik Kontrol

Egzersiz sirasinda kas metabolizmasinin artmasi metabolitlerin  intertisyuma
salinmasina neden olarak direng damarlarinda ve prekapiller sfinkterlerde
vazodilatasyona sebep olur. Boylece kas vaskiiler direncinde azalma ve kan akiminda
artis meydana gelir. Kan akimindaki artis, egzersiz sirasinda dokunun artan oksijen
gereksinimini  karsilamak igin yeterli miktarda oksijen saglar. Metabolik
regiillasyondan sorumlu baslica kimyasal mediatorler CO,, K*, H, laktat ve
adenozindir. Bilindigi tizere bunlarin herbiri vaskiiler diiz kasta gevsetici etki
gosterir. Bu listeye inorganik fosfat, prostaglandinler ve sitokinler de dahil edilebilir
(Boushel, 2003; Davis, 2008; Sarelius ve Pohl, 2010).

Endotel Aracih Vaskiiler Kontrol

Endotel dokusu pek c¢ok uyariya cevaben salgiladigi mediatorler ile vazomotor
yanitlart diizenlemek i¢in damar diiz kas tonusuna etki eder. Endotel hiicreleri
dolagimdaki kimyasal bilesikleri, kayma gerilimi ve damar gerimi gibi damar
duvarina etki eden fiziksel kuvvetleri algilar ve bu kimyasal veya fiziksel sinyallere
cevap olarak vaskiiler tonusu veya damar yapisini diizenleyen bilesikler salgilar.
Egzersizle uyarilan hipereminin olas1 mediatorleri arasinda endotelden salinan nitrik
oksit (NO), prostosiklin ve EDHF (endotel kaynakli hiperpolarizan faktor) gibi
vazodilator bilesikler gelmektedir (Clifford ve Hellsten, 2004; Sarelius ve Pohl,
2010) .

Iskelet kasi kan akimmnin diizenlenmesinde rolii olan akim aracili vazodilator
mekanizma endotel hiicreleri iizerinden ger¢eklesmektedir. Akim hizina bagl olarak
olusan kayma gerilimi endotel hiicrelerini uyarir ve endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) aktivasyonuna neden olarak NO, prostasiklin (PGl,) ve EDHF aracil
vazdilatasyona sebep olur (Clifford ve Hellsten, 2004; Sarelius ve Pohl, 2010).

fletilen Vazodilatasyon

Kapillerler ve terminal arteriyoller kas liflerinin arasinda yer alirlar ve metabolik
tirtinlerle etkilesecek sekilde hiicreler arasi siviyla temas halindelerdir. Fakat egzersiz
hiperemisinin etkin bir sekilde gergeklesmesi i¢in daha iist diizeydeki direng
damarlarinda da genisleme gerekmektedir. Bu yiizden lokal vaskiiler kontrol igin

mikrodolagimdan bagslaylp daha biiylik besleyici arterlere dogru iletilen



vazodilatasyon terimi ortaya atilmistir (Sekil 2.2). Bu iletisim endotel hiicreleri ve

diiz kas hiicreleri arasindaki iyon kanallar1 (gap junctionlar) araciligiyla

gerceklesmektedir (Bagher ve Segal, 2011).

Sekil 2.2. letilen vazodilatasyon

Kas Pompasi

Kas kontraksiyonu vendz damarlar iizerinde bir baski yaratir. Ritmik kasilmalarin
pompa etkisi ve vendz kapakeiklarin yonii nedeniyle kan kalbe dogru yonlendirilir.
Boylece arteriyo-venoz basing farki artar (Rowell, 2004). Statik kas kontraksiyonlari
ve dinamik egzersizin kontraksiyon periyodu sirasinda, mekanik baskidan ve kas
icindeki damarlarin seklindeki kivrilma, biikiilmeden dolayr kas kan akimi gegici
olarak engellenir. Kas kontraksiyonu sayesinde venlerin bosalmasindan dolay1 venoz
basingta azalma meydana gelir. Bu da kanin, arterlerden basing ve hacmin diistigii
venodz segmentlere dogru akisini saglar. Kontraksiyonun mekanik etkisi, kanin kas
boyunca ileriye itilmesini saglar. Kas gevsemesi sirasindaki mekanik dengeleyici giic
venlerde negatif luminal basing yaratir. Bu sebeple artan siiriicii basing gradiyenti kas

boyunca akimin siirdiiriilmesini saglar (Clifford ve Hellsten, 2004; Rowell, 2004).

Miyojenik Vaskiiler Kontrol

Damar i¢i basincin artmasi durumunda mekanik strese duyarl olan diiz kas hiicre
membranindaki gerim-duyarli Ca™" kanallar1 aktive olur ve Ca’" hiicre igine girer
dolayisiyla vazokonstriiksiyon olur. Boylece lokal kan akimi sabit tutulmaya calisilir.
Egzersiz sirasinda interstitial basing artar, boylece transmural basi¢ diiger, transmural
basincin diismesi vaskiiler duvar gerimini azaltir ve miyojenik dilatasyon meydana
gelir. Bayliss 1902’de (Bayliss, 1902) diiz kas kontraktilitesi ve vaskiiler rezistansin
transmural basingtaki degisimlere hassas oldugunu agiklamistir. Bayliss’in bu

teorisine gore transmural basingtaki artis vaskiiler diiz kas kontraksiyonuna neden
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olur ve vaskiiler rezistans artar. Oysa ki transmural basingtaki diisiis diiz kasin
gevsemesine ve vaskiiler direncin diismesine neden olur. Egzersiz sirasinda kas
kontraksiyonundan dolayr olusan mekanik basing, diren¢ damarlarinin tonusunu
etkiler. Kontraksiyonun siddetine bagli olarak vazodilatasyonun biiyiikliigii dereceli
bir yanit gosterir. Bununla birlikte kas kontraksiyonu siddetiyle orantili olarak
intertisyel basing ta artar. Bu degisiklikler transmural basinci diisiiriir ve bdylece

myojenik dilatasyona neden olur (Korthuis, 2011).

Eritrosit Aracili Vazodilatasyon

Uzun siire 6nce Forrester ve arkadaslar tarafindan egzersiz sirasinda venéz ATP’de
artig oldugu ortaya kondugunda, ATP’nin kaynagi heniiz tanimlanmamist1 (Forrester
ve Lind, 1969; Forrester, 1972). Giiniimiizde bir ¢ok hiicreden salindigi bilinen
(Praetorius ve Leipziger, 2009) ATP’nin eritrositlerden de saliniminin gergeklestigi
hem in vitro hem de in vivo kosullarda gosterilmistir (Bergfeld ve Forrester, 1992;
Gonzalez-Alonso ve ark., 2002; Gonzalez-Alonso, 2012). Eritrosit kaynakli ATP
vaskiiler tonusun diizenlenmesinde gorev almaktadir ve lokal vazodilatasyonun
eritrositlerin varligina bagli oldugu gosterilmistir (Dietrich ve ark., 2000). Egzersiz
sirasinda eritrositten ATP saliniminin artmasi sonucunda kas kan akiminda artis
oldugu belirtilmistir (Gonzalez-Alonso ve ark., 2002; Gonzalez-Alonso, 2012;
Mairbaurl, 2013). Ritmik kas kontraksiyonlar1 sirasinda eritrositin mekanik sekil
degisikligi nedeniyle ve ayrica azalmis hemoglobin satiirasyonu (hipoksik
kosullarda) sonucunda eritrositten ATP saliir (Gonzalez-Alonso ve ark., 2002;
Ellsworth ve ark., 2009; Sarelius ve Pohl, 2010). ATP endoteldeki P2Y tipindeki
reseptoriine baglanarak endotelden NO, PG (prostaglandin) ve EDHF gibi
vazodilatorlerin salinmasina neden olur (Clifford ve Hellsten, 2004; Sprague ve
Ellsworth, 2012).

2.1.2. Merkezi Kontrol Mekanizmalari
Merkezi kontrol mekanizmalar1 egzersiz sirasinda sistemik vaskiiler homeostazisi
saglamak icin kalp aktivitesini ve bolgesel vaskiiler tonusu diizenlemekten

sorumludurlar (Delp ve Laughlin, 1998).

Noral mekanizlardan biri kas kontraksiyonu sirasinda motor sinirlerden salinan
asetilkolinin motor sinirlerin yakinindaki kan damarlarinda (Pierzga ve Segal, 1994)

vazodilatasyona neden olmasidir (Welsh ve Segal, 1997). Ancak bu durum yeterice
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acik degildir. Muskarinik reseptor inhibisyonunun iskelet kasinda vazodilatasyonu
engellediginin deney hayvanlarinda gosterilmesine ragmen (Welsh ve Segal, 1997),
insanlarda reseptor inhibisyonu kan akimini arttirmistir (Dyke ve ark., 1998). Bu
sonuclar, motor sinirlerden asetilkolin salimiminin, muhtemelen insan iskelet

kasindaki egzersiz hiperemisi i¢in dnemli bir katki saglamadigini gostermektedir.

Diger bir mekanizma sempatik kolinerjik liflerin egzersiz hiperemisinde gorev
aldigidir. Biilbring ve Burn, iskelet kasinda sempatik Kkolinerjik sinirin kedi ve
kopekte vazodilatasyona katkida bulundugunu bildirmistir [67]. Yine kedilerde
sempatik vazodilatator liflerin egzersizin baglangicinda kan akiminda artisa yol agtig
gosterilmistir [68]. Histolojik olarak sempatik kolinerjik sinirlerin, kedi, kopek,
koyun gibi gesitli tiirlerde iskelet kas1 kan damarlarini inerve ettigi, sigan ve fare kas
damarlarinda ise sempatik kolinerjik innervasyon bulunmadigi dogrulanmistir
(Bolme ve Fuxe, 1970; Guidry ve Landis, 2000; Matsukawa ve ark., 2013). Insan ve
maymun iskelet kasinda ise sempatik kolinerjik sinirlerin varligina dair bir kanit
yoktur (Bolme ve Fuxe, 1970). Insanlarda kas vaskiiler yatagi i¢in sempatik
vazodilator mekanizma genellikle kabul edilmemektedir. Ciinkii cerrahi
sempatektomi, otonom blokaj ve sempatik sinirlerin lokal anestezisi kaslarin
vazodilatasyonu tizerinde 6nemli bir etkiye neden olmamaktadir (Matsukawa ve ark.,
2013).

Heniiz net olarak ortaya konmamis bu iki noral mekanizmanin yani sira, iskelet
kasinda vaskiiler direncin sinirsel kontrolii 6ncelikle sempatik sinir sistemi tarafindan
saglanmaktadir. Egzersizin basinda beyinden kaslara yalmzca kasilma emrini
saglayan sinyaller iletilmekle kalmaz, ayn1 zamanda Kasilmanin siddeti ve kasilmaya
katilan kas kiitlesine bagli olarak sempatik aktivite artarken parasempatik aktivite
azalmaktadir (Thomas ve Segal, 2004). Egzersizle sempatik aktivitedeki artis ti¢ ayri
sistem ve bunlarin arasindaki etkilesim sonucu belirlenmektedir. Bunlar 1) serebral
korteksten koken alan noronal sinyal (“central command” olarak bilinir), 2) arteryal
barorefleks ve 3) egzersiz yapan kaslardaki mekanosensitif ve metabosensitif aferent
sinir uglarinin uyarimindan kaynaklanan reflekslerdir (“exercise pressor reflex”
olarak bilinir) (Delp ve O'Leary, 2004; Thomas ve Segal, 2004). Sonu¢ olarak
egzersizle artan sempatik desarj kalp hizinda ve kalbin pompalama giiclinde artisa ve

periferik dolagim arteriyollerinin giiglii sekilde kasilmasina yol agmaktadir. Boylece



kas dis1 dokulara olan kan akimi azaltilarak bu bolgenin kani gegici olarak kaslara
yonlendirilir (Dipla ve ark., 2012; Spranger ve ark., 2015).

Egzersiz sirasinda iskelet kasinin kasilmasina bagli olarak olusan bazi sinyallerin
sempatik sinir liflerinden kaynaklanan uyariy1 engelledigi bilinmektedir. Iste bu
yiizden egzersiz sirasinda diger dokularin aksine iskelet kasi kan akiminin arttigi
goriiliir. Egzersiz sirasinda sempatik sistemin vazokonstriktor etkisinin ¢izgili kas
damarlarinda goriilmemesine ‘‘fonksiyonel sempatolizis” denir (Remensnyder ve
ark., 1962; Delp ve Laughlin, 1998; Dipla ve ark., 2012).

Fonksiyonel sempatolizis uzun yillardan beri bilinmesine ragmen heniiz nasil
gerceklestigine dair kesin bir mekanizma yoktur (Buckwalter ve Clifford, 2001).
Sempatik kolinerjik liflerin, epinefrin, ATP, NO ve EDHF’nin sempatolitik etkiden
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Saltin ve Mortensen, 2012). Sempatik
noradrenerjik aktivite aktif kasta vazokonstriktdr etkilerini siirdiirmektedir. Ornegin
akut lumbar sempatektomi sonucu sempatik noral etkilerin ortadan kaldirilmasiyla,
sicanlardaki arka bacak kan akimi diisiik siddetli egzersiz sirasinda daha yiiksek
bulunmustur (Peterson ve ark., 1988). Bu sonuglar diisiik siddetli egzersiz sirasinda
bile sempatik vazokonstriksiyonla metabolik vazodilatasyon arasinda bir yarisin
varligina igaret eder. Fakat lokal faktorlerle belirgin olarak sempatik noradrenerjik
aktivite baskilanir. Egzersiz sirasinda sempatik vazokonstriksiyonun slirmesinin
nedeni, aktiviteye katilmayan kas gruplarina giden kan akiminin azaltilmasidir. Diger
yandan sempatik kolinerjik vazodilatasyon egzersiz hiperemisindeki cevapta
bilesenlerden biri olarak goriilse de, egzersizin neden oldugu kan akimi artiginin
baslica kas dokusundaki lokal vaskiiler kontrol sistemleri araciligiyla gerceklestigi
kabul edilmektedir (Delp ve Laughlin, 1998). Ayrica sempatik kolinerjik liflerin kas
dokusundaki varligi insanlarda gosterilemediginden, bu mekanizmanin iistiinde halen
soru igaretleri vardir (Joyner ve Dietz, 2003). Fonksiyonel sempatolizis i¢in 6ne

stiriilen olas1 mediyatorler sunlardir:

Epinefrin

Sempatik sistem aktive oldugunda adrenal medulla uyarilir ve adrenal medulladan
%80 epinefrin, %20 norepinefrin salinir. Epinefrin sistemik dolagim ile iskelet
kaslarina gelir. Epinefrinin beta reseptoriine baglanma yiizdesi daha fazladir. cAMP

lizerinden diiz kasin gevsemesini saglar. Iskelet kas1 kan damarlarinda alfa reseptdr
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sayist daha fazladir. Bu ylizden de sempatolizisi tam olarak acgiklamadigi

goriilmektedir.

ATP

ATP’nin iskelet kasi kan akiminin regiilasyonunda oOnemli rol oynadig
diistiniilmektedir. Aktif iskelet kasmnin arteryal ve vendz plazmasinda ATP
konsantrasyonu artmaktadir (Gonzalez-Alonso ve ark., 2002; Mortensen ve ark.,
2011). ATP birgok hiicrede iiretilmesine ragmen eritrositlerden ATP salinimi
egzersiz sirasinda 6nem arz etmektedir (Mairbaurl, 2013). Egzersiz yapan kas
dokusu oksijene gereksinim duyar ve hemoglobinden oksijen salinimiyla birlikte bir
miktarda ATP salinir (Gonzalez-Alonso ve ark., 2002; Gonzalez-Alonso, 2012;
Mairbaurl, 2013). Bu ATP vaskiiler endotelyuma difiize olur ve purinerjik
reseptoriine baglanarak vazodilatasyona sebep olur (Sprague ve ark., 2007).
Eritrositten salinan ATP’nin miktart eritrositin satiirasyon derecesiyle iliskilidir.
Artan oksijen gereksinimini karsilamak i¢in hemoglobinin daha fazla oksijen
birakmasi, salinan ATP miktarin1 da arttirir. Bu durumda vazodilatasyon artist

gortliir (Dietrich ve ark., 2000; Sprague ve ark., 2007).

Rosenmeier ve arkadaglari insanlarda yaptiklar1 g¢aligmalarinda, ATP™min
vazodilatasyona neden olarak ve sempatik vazokonstriktor aktivitenin etkilerini
ortadan kaldirarak lokal iskelet kasi kan akimini ve O dagitimini diizenledigini
gostermiglerdir (Rosenmeier ve ark., 2004). Benzer sekilde Kirby ve arkadaslari
ATP’nin a-adrenerjik vazokonstriksiyonu dogrudan engelledigi ve bu baskilanmanin
ATP konsantrasyonlarina bagl olarak arttigini bildirmislerdir (Kirby ve ark., 2008).
ATP damar endotelindeki P2Y reseptorleri araciligiyla NO, PG’ler (Mortensen ve
ark., 2009; Crecelius ve ark., 2011) ve EDHF gibi vazodilatorlerin salinmasina neden
olarak vazodilatasyonu uyarir (Ellsworth ve ark., 1995; Wihlborg ve ark., 2003;
Mortensen ve Saltin, 2014). EDHF’nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve endotel
hiicrelerinde ATP bagimli K kanallarin1 aktive ettigi bilinmektedir (Brayden, 1990).
Bu kanallarin egzersiz sirasinda o-adrenerjik vazokonstriksiyonun egzersize bagl
azaltilmasinda rol oynadigr gosterilmistir (Thomas ve ark., 1997). ATP bu

etkilerinden dolay1 sempatolitik etkiden sorumlu tutulmaktadir.
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Nitrik Oksit

NO, sempatik vazokonstriksiyona karsi koyarak egzersiz sirasinda kan akiminin
diizenlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir (Thomas ve Victor, 1998). Iskelet kas1
nNOS (noronal nitrik oksit sentaz)’u tarafindan tiretilen NO’nun egzersiz sirasinda
iskelet kast liflerinin yakindaki damarlara difiize olmasinin, kas kan akimini
diizenledigi diisiiniilmektedir. Iskelet kasindan salman NO, egzersiz sirasinda
adrenerjik vazokonstriiksiyonu azaltarak kas kan akiminin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Sander ve ark., 2000; Grange ve ark., 2001). nNOS eksikligiyle
karakterize “Duchenne kas distrofisi” olan ¢ocuklarda egzersiz sirasinda fonksiyonel

sempatolizisin bozuldugu goriilmektedir (Sander ve ark., 2000).

Sistemik  NO  olusumunun inhibisyonu ile, egzersiz sirasinda sempatik
vazokonstriktor aktivite engellenmis (Chavoshan ve ark., 2002) ancak NO
olusumunun akut olarak lokal inhibisyonu ayni etkiyi gostermemistir (Dinenno ve
Joyner, 2003). NO’nun sempatolitik etkisini gosteren bu g¢alismalarin yani sira,
sempatik vazokonstriksiyonun engellenmesinde NO’nun etkisinin olmadigini
gdsteren ¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin, egzersiz sirasinda NOS inhibe
edildiginde egzersiz hiperemisinde herhangi bir degisiklik olmadigi saptanmistir
(Bradley ve ark., 1999; Radegran ve Saltin, 1999; Frandsenn ve ark., 2001). Ayrica
NO iskelet kas1 vazodilatasyonunda PGl, gibi diger maddelerle sinerji i¢inde hareket
edebilmektedir. Bu iki madde birlikte fonksiyonel sempatolizise aracilik eder

(Dinenno ve Joyner, 2004; Mortensen ve ark., 2007).

2.2.  Diizenli Fiziksel Aktiviteler Sonrasinda Kan Damarlarinda Gériilen
Adaptasyonlar

Egzersiz, kardiyovaskiiler sistemi etkileyen otonomik ve hemodinamik
adaptasyondan kaynaklanan bir dizi fizyolojik reaksiyona neden olur. Egzersiz
sirasinda goriilen lokal ve merkezi kontrol mekanizmalarinin yani sira (Delp ve
Laughlin, 1998; Clifford ve Hellsten, 2004; Delp ve O'Leary, 2004; Thomas ve
Segal, 2004; Sarelius ve Pohl, 2010; Hudlicka, 2011; Korthuis, 2011), diizenli
fiziksel aktiviteler sonrasinda dinlenimde kardiovaskiiler sistemde ¢esitli
adaptasyonlar gdzlenmektedir. Ozellikle kan basincindaki degisimler, endotelyal
adaptasyonlar, vazoaktif uyaranlara karsi verilen yanittaki degisimler ve damarlarin

yapisal uyumu diizenli egzersiz sonrasinda goriilen baslica degisikliklerdir (Higashi
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ve Yoshizumi, 2004; Cornelissen ve Fagard, 2005; Vikulov ve ark., 2009;
Cornelissen ve Smart, 2013; Green ve ark., 2017).

2.2.1. Egzersizin Kan Basincina Etkisi

Diizenli fiziksel aktivite sonrasinda damarlarda goriilen adaptasyonlarin en 6nemli
gostergelerinden biri kan basincindaki olast degisimlerdir. Egzersizin hem hipertansif
hem de normotansif bireylerde istirahat halindeki kan basincimi disiirdiigi,
hipertansif hastalarda daha belirgin bir etkiye sahip oldugu iyi bilinmektedir (Kelley
ve ark., 2001; Whelton ve ark., 2002; Cornelissen ve Fagard, 2005; Cornelissen ve
Smart, 2013; Huang ve ark., 2013; Semlitsch ve ark., 2013). Bu nedenle aerobik
fiziksel aktivite yiiksek kan basmcinin Onlenmesi ve tedavisi i¢in yasam tarzi
modifikasyonlarinin 6nemli bir bilesenini olusturmaktadir. Diizenli egzersizin kan
basincini diisiiriicii etkisi uzun yillardan beri bilinmesine ragmen, bu etkinin altinda
yatan mekanizmalar hala tam olarak aydinlatilamamistir. Fiziksel aktivitenin
hipertansiyon gelisimini Onleyebilecegi Ongoriilen mekanizmalar Tablo 2.1.°de

gosterilmistir (Diaz ve Shimbo, 2013)

Tablo 2.1. Fiziksel aktivitenin hipertansiyon gelisimini 6nleyebilecegine dair 6nerilen mekanizmalar

| Vaskiiler direng 1 Endotel fonksiyonu

| Damar sertligi 1 Insiilin duyarlihigi/glukoz tagmimi
| Oksidatif stres 1 Renal fonksiyon

| Inflamasyon 1 Sodyum taginimi

| Viicut agirhigi/viicut kitlesi 1 Baroreflex duyarlilig1

| Sempatik aktivite 1 Parasempatik aktivite

| Renin-anjiyotensin sistemi 1 Anjiyogenez

| Vasoaktif uyaranlara cevap verme yetenegi 1 Arteriyoenez

| Intima-media kalinlig: 1 Arteryal kompliyans

| Psikolojik stres 1 Arteryal liimen ¢ap1

Kan basinci, kalbin kani sistemik dolagima pompalamasiyla arteryel sisteme giren
kanin arterler {izerinde olusturdugu basingtir. Ortalama arter basinci kardiyak debi ve
total periferik diren¢ (TPR) ile belirlendiginden, diizenli egzersizden sonra arteryel
basingtaki azalmalar, bu degiskenlerin birinde veya her ikisindeki degisimler ile
olmalidir. Dinlenim kalp debisinde diisiisler, genellikle kronik egzersiz sonrasinda

beklenen bir durum degildir; bu nedenle azalmig TPR, egzersizden sonra dinlenim
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kan basincindaki diisiisiin temel mekanizmasi olarak goriilmektedir (Cornelissen ve

Fagard, 2005).

Egzersizin kan basincini diistiriicli etkisinde yaygin mekanizmalardan biri sempatik
sinir sistemi aktivitesindeki azalma ve baroreflex duyarliligindaki artistir. Sempatik
aktivitasyon ~ sonucunda  sempatik liflerden noradrenalin salinmasi,
vazokonstriksiyona aracilik eder ve vaskiiler direnci arttirir. Egzersiz sonrasi
sempatik aktivitedeki diisiis vazokonstriksiyonu azaltir ve kan basincinda azalmaya

yol acar (Somers ve ark., 1991; Laterza ve ark., 2007; Mueller, 2007).

Egzersiz sonrasi goriilen vaskiiler adaptasyonlar kan basincinda 6lgiilebilir
degisiklikler yaratabilir. Ancak egzersiz 6nemli vaskiiler diizenlemelere sebep olsa
dahi, bu durum her zaman kan basincina yansimayabilir (Kuru ve ark., 2009; Jia ve
ark., 2014).

2.2.2. Egzersizde Endotelyal Adaptasyonlar

Endotel tabakas1 damarlarin i¢ yiiziinii doseyen tek sirali yassi hiicrelerden meydana
gelir. Onceleri mekanik bir bariyer olusturdugu sanilan endotel tabakasimin
giiniimiizde cesitli faktorler salgilayarak bir ¢ok hiicresel olayda goérev aldigi
bilinmektedir. Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde endotel kaynakli kasict ve
gevsetici faktorlerin katkisi ¢oktur (Furchgott ve Vanhoutte, 1989; Thijssen ve ark.,
2008). 1980°den oOnce, damarin gevseme ve kasilmasindan sorumlu ana
mekanizmanin, ndrohiimoral faktorlerin damar diiz kaslar iizerinde yaptig: etkiler ile
oldugu saniliyordu. Fakat 1983 yilinda Robert F. Furchgott ve arkadaglari tavsan
aortu iizerinde yapilan deneyle endotel tabakasinin asetilkolin gevsemesi i¢in gerekli
oldugunu kanitladilar (Furchgott ve Zawadzki, 1980). Bir seri arastirma sonucu
endotelden saliman NO’nun kardiyovaskiiler sistemde 6nemli bir sinyal molekiilii
oldugu kanitlandi ve bu kesif Robert F. Furchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad’a
1998 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiiliinii getirdi. Béylece endotel tabakasinin pasif bir
mekanik diffiizyon bariyeri olmanin disinda 6nemli fizyolojik fonksiyonlariin

oldugu ortaya ¢ikmistir.

Egzersizin neden oldugu cesitli sinyaller sonucunda endotelyal fenotipte ve gen
ekspresyonunda degisiklikler goriilmektedir. Bu sinyaller kimyasal sinyaller (6rnegin

sitokinler, kaslardan salinan metabolitler, ndro-humoral faktorler) olabilecegi gibi,
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endotel {iizerinde etkili olan hemodinamik mekanik sinyaller (6rnegin kayma
gerilimi, kan basinc1 ve gerilme; cevresel stres) de olabilir . Ozellikle tekrarlanan
egzersiz nedeniyle kan akimima bagli degisiklikler kayma gerilimini etkiler ve
endotel hiicrelerde ¢esitli genlerin ekspresyonuna neden olur (Whyte ve Laughlin,
2010).

Diizenli fiziksel egzersizin en onemli molekiiler sonuglarindan biri, vaskiiler NO
konsantrasyonunun artmasidir. NO’nun vazodilator etkisi periferik direncin
diistiriilmesine ve perflizyonun artmasina neden olmaktadir (Schuler ve ark., 2013).
Fiziksel aktivite hem hayvanlarda hem de insanlarda NO iiretiminden sorumlu enzim
eNOS vaskiiler ekspresyonunu arttirmaktadir (Kojda ve ark., 2001; Hambrecht ve
ark., 2003; Golbidi ve Laher, 2012). Ayn1 zamanda artan kayma geriliminin hiicre
kiiltiiriinde (Boo ve ark., 2002), egzersizin hayvan veya insan ¢aligsmalarinda eNOS
aktivitesini artirdigr gosterilmistir (Woodman ve ark., 1997; Hambrecht ve ark.,
2003). Bununla birlikte, egzersizle artan kayma geriliminin artan eNOS aktivitesini
nasil sagladigi acik degildir. Ancak ongoriilen mekanizmalar bulunmaktadir. Endotel
sanki bir mekanotransduser gibi davranir ve endotel hiicrelerinin luminal tarafinda
glikokaliksin deformasyonu ile dogrudan sinyal olusabilir. Glikokaliksle iliskili
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptor2, fosfadidilinositol 3-kinaz/AKT
(PIBK/AKT)’yi aktive edebilir. Boylece AKT aracili eNOS fosforilasyonu, NO
tiretimine yol agar. Bu mekanizmaya ilavaten glikokaliks deformasyonu kalsiyum
iyon kanallarinin aktivasyonuna neden olur. Hiicre iginde artan kalsiyum, fosfolipaz
A2 aktivasyonuna yol acarak siklooksinejaz tarafindan PG, salinimina neden olur.
Bir diger yol ise, kayma gerilimi sinyali bazal endotelyal yiizeyde hiicre iskeleti
araciligiyla adezyon bolgelerine iletilir. Burada integrinler araciligiyla Ras-MAPK
(Ras-mitojen aktive protein kinaz) aktivitasyonu gerceklesir ve sonugta eNOS da
dahil olmak tizere gesitli genlerin ekspresyonu artar (Gielen ve ark., 2010; Whyte ve
Laughlin, 2010).

Egzersiz endotelyal fonksiyonlar iizerine olumlu etkileri NO biyoyaralanimini
arttirarak da gosterir. Egzersiz siiper oksit dismutazda artisa, NADH/NADPH
oksidaz aktivitesinde diisiise neden olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) miktarini
azaltir. Boylece NO inaktivasyonu azaltilarak NO biyoyararlanimi arttirilmis olur.

Ayrica egzersiz c-Src, Raf/Ras/Mek/Erk ve HSP-PI3K/Akt iizerinden eNOS
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ekspresyonunda artisa, hipoksiyle indiiklenen faktor-1 (HIF-1)’in uyardig vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) {izerinden anjiyogeneze neden olarak NO
tiretimini, dolayisiyla NO biyoyararlanimini uyarir (Higashi ve Yoshizumi, 2004)
(Sekil 2.3).

flsop NADPH oksidaz Hsp
\ Rosg./ Raf/Ras/Mek/Erkll —— c-Sre Pl3K!Aktﬂ H[F 11

l \\emosﬂ/ VEGFU

NO inaktivasyonu {} J(

{ NO biyoyararlanim Nlo r— Anjiyogenez

l NO biyoyararlamm ff /
ﬂEndﬂtelyal fonksiyon l .

Endotelyal fonksiyon

Sekil 2.3. Egzersizde NO biyoyararlanimi

Egzersize cevaben olusan endotel yaniti karmasiktir ve egzersiz programinin siiresi
ve siddeti, arter/arteriyol boyutu, arter/arteriyol’un anatomik lokasyonu ve bireyin
saglig gibi bir cok faktore baglidir. Egzersiz sonrasinda ¢esitli damar yataklarinda
endotel bagimli gevsemede (EBG) goriilen degisiklikler Sekil 2.4.’de 6zetlenmistir.
Aortada dort haftalik kisa vadeli egzersiz sonunda EBG’de artis saptanir. Bu etki
antreman devam ettigi siirece uzun vadede de gdzlenmektedir. iskelet kasini veya
inaktif dokular1 besleyen iletim tipi arterlerde egzersize bagli EBG’de belirgin bir
degisiklik saptanmaz. Koroner arterlerde kisa siireli egzersizde artis saptanirken,
damarlardaki yeniden yapisal diizenlenmeden dolay1 uzun vadeli egzersiz sonucunda
EBG normale donmiistiir. Koroner direng arterlerinde kisa vadeli egzersizde olmasa
da uzun vadeli egzersiz sonunda EBG’de artis goriilmektedir. Inaktif dokulardaki
direng arterlerinde, kisa veya uzun vadeli egzersizden sonra EBG'de belirgin artislar
gdzlenmez. Iskelet kasi direng arterlerinde ise kisa vadeli egzersiz sonunda EBG’de
artig goriiliirken, bu artis damarlardaki yeniden yapisal diizenlenmeden dolay1 uzun

slireli egzersiz sonrasinda kaybolmaktadir. (Jasperse ve Laughlin, 2006).

15



iletim Tipi Damarlar Diren¢ Tipi Damarlar

E
o8- . |
=2 Iskelet i
z0 Kasi £
£ 2
5
5]
E
plell]
Kalp = f : :
5
S
s
. &
Inaktif !
Dokular

Egzersiz siiresi Egzersiz stiresi

Sekil 2.4. Egzersiz sonucunda goriilen endotel bagimli gevseme iizerine organ, damar boyutu ve
egzersiz siiresin etkisi. Endotel fonksiyonunda bazal degerin iizerindeki kiiciik bir sapma az veya
tutarsiz artiglar oldugunu gosterir. Bazal degerin {izerinde goriilen bilyiik sapma ise endotel
fonksiyonunda daha biiyiik ve tutarl artislar oldugunu isaret eder.

2.2.3. Egzersizde Damar Diiz Kasimin Vazodilator ve Vazokonstriktor
Uyaranlara Yamti

Vazokonstriktor ~ve  vazodilator uyaranlarin  dengesiyle  vaskiiler tonus
diizenlenmektedir (Vikulov ve ark., 2009; Sandoo ve ark., 2010). Ancak olusan
cevap sadece dis etkilere bagli olmayip vaskiiler duvarin yanit verme kapasitesi ile
iliskilidir. Literatiirde egzersizin vaskiiler tonus lizerine etkilerini inceleyen ¢ok
sayida calismada bulunmaktadir. Vazodilatér ya da vazokonstriktdr yanitlarin
egzersiz sonucu nasil degistigine iligkin veriler; denek, damar tipi ve incelenen
madde dikkate alinarak Tablo 2.2.°de Ozetlenmistir. Diizenli yapilan fiziksel
aktiviteler sonucu vazoaktif uyaranlara kars1 damar yanitlar1 gesiklilik gosterse de,
ozellikle damar diiz kasmin ¢esitli vazodilatér uyaranlara karsi gevseme yanitinin
arttig1, vazokonstriktor uyaranlara karsi ise kasilma yanitinin azaldig: belirgin olarak

gbze carpmaktadir.
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Pek cok caligma egzersizdeki direng damarlarinin endotelinde NO basta olmak {izere
gevsetici maddelerin  salgilarinda artis olmasi yaninda, damar diiz kasmin
vazokonstriktor uyaranlara karsi yanitinin azaldigimi gostermistir. (Chen ve Chiang,
1996; Lash, 1998; Green ve ark., 2004; Thijssen ve ark., 2008; Di Francescomarino
ve ark., 2009). Diizenli yapilan fiziksel aktivitelerin NO biyoyararlanimini arttirdigi
(Kingwell, 2000; Sugawara ve ark., 2007; Thijssen ve ark., 2010) akim aracili
vazodilatasyonu (Sun ve ark., 1998; Adams ve ark., 2005) ve asetilkolin aracili
endotel bagimli gevseme yanitin1 (Johnson ve ark., 2001; Goto ve ark., 2003)
arttirdigr bilinmektedir. NO sistemindeki degisikliklerden baska egzersizin kas
sempatik sinir sistemi aktivitesini ve noradrenalin salinimimi azalttigi, ayrica
endotelin-1 (ET-1)’e duyarlihg disiirdiigii ve anjiyotensin I (Ang Il) ile uyarilan
vazokonstriksiyonu azalttigi bilinmektedir (Jones ve ark., 1999; Symons ve ark.,
2000; Adams ve ark., 2005; Thijssen ve ark., 2008; Thijssen ve ark., 2010). Ayrica

egzersiz sonrasi iskelet kasindan alinan diyalizatlarda tromboksan ve ATP diizeyinde

azalma, PGI; diizeyinde ise artis saptanmustir (Hansen ve ark., 2011).

Tablo 2.2. Egzersizde gesitli damar tiplerinin vazodilator ve vazokonstriktor uyaranlara yaniti

Arastirma Denek Damar Tipi incelenen Madde Sonug

Iletim tip arterler

(Jansakul, Sigan Torasik aorta Vazokonstriktor ~ Kontrole gore kasilma yanitinda

1995) Phe azalma

(Chen ve ark., Tavsan Torasik aorta Vazokonstriktér ~ Kontrole gore kasilma yanitinda

1994) NA azalma

(I1zawa ve Sigan Torasik aorta Vazokonstriktér ~ Kontrole gore kasilma yanitinda

ark., 1995) Ang Il azalma

(Chen ve ark., Sigan Torasik aorta Vazokonstriktér ~ Kontrole gore kasilma yanitinda

2001) PGF,, azalma

(Chen Hi ve Sigan Torasik aorta Vazodilator Ach  Kontrole gore gevseme yanitinda
ark., 1996) artis

(Chen ve ark.,  Sigan Torasik aorta Vazodilator Ach  Kontrole gore gevseme yanitinda
2001) artig

(Spier ve ark.,  Sigcan Abdominal Vazokonstriktér ~ Kontrole gore kasilma yanitinda

1999) aorta Vaz artis

(Delp ve ark.,  Sigan Abdominal Vazokonstriktor ~ Kontrole gore kasilma yanitinda

1993) aorta KCI, Phe azalma
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(Delp ve ark.,
1993)

(Kashimura
ve ark., 1995)

(Johnson ve
Laughlin,
2000)
(Adams ve
ark., 2005).

(Adams ve
ark., 2005).

(Kemi ve ark.,
2004)

Sican

Sican

Domuz

Insan
(CAD)

Insan
(CAD)

Sican

Iskelet Kast Damarlart

(Donato ve
ark., 2007).

(Donato ve
ark., 2007).

(Laughlin ve
ark., 2004)

(Thijssen ve
ark., 2007)

(Donato ve
ark., 2005)

(Brothers ve
ark., 2006)

(Donato ve
ark., 2007).

(Park ve ark.,
2012)

(Donato ve
ark., 2005)

(Laughlin ve
ark., 2004)

(Sun ve ark.,
1998)

(Behnke ve
ark., 2012)

Sigcan

Sigcan

(yasl)

Sican

Insan

Sigcan
(Geng
ve,yasli)
Insan

Sican

Sigcan

Sican
(Geng ve
yasli)
Sican

Sigan

Sigan

Abdominal
aorta

Pulmoner arter

Pulmoner arter

Sol internal
mamariyal arter

Sol internal
mamariyal arter

Karotid arter

Gastrokinemius
kasi arteriyolii

Gastrokinemius
ve soleus kasi
arteriyolii
Gastrokinemius
kasi arteri

Bacak kan
akimi

Gastrokinemius
kasr arteriyolii

Femoral arter

Soleus kas1
arteriyolii

Gastrokinemius
ve soleus kast
arteriyolii
Gastrokinemius
ve soleus kasi
arteriyoli
Gastrokinemius
kas1 arteriyoller

Plantaris kasi
arteriyoli

Gastrokinemius
Kas1 arteriyolil

Vazodilator Ach

Vazokonstriktor
Ang Il

Vazodilator Ach

Vazokonstriktor
Ang Il

Vazodilator Ach

Vazodilator Ach

Vazokonstriktor
NA

Vazokonstriktor
NA

Vazokonstriktor
Phe

Vazokonstriktor
ET-1

Vazokonstriktor
KCI

Vazokonstriktor
Ang Il

Vazokonstriktor
NA

Vazokonstriktor
Ang Il

Vazokonstriktor
ET-1

Vazodilator Ach

Vazodilator Akim

aracili

Vazodilator Akim

aracili

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artis
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(Ghosh ve
ark., 2015)

(Maiorana ve
ark., 2000)

(Bank ve ark.,
1998)

(Landers-
Ramos ve
ark., 2016)

(Van Guilder
ve ark., 2007)

(Van Guilder
ve ark., 2007)

(McAllister
ve ark., 1996)

(McAllister
ve ark., 1996)

(McAllister
ve ark., 2005)

(Laughlin ve
ark., 2004)

(Jasperse ve
ark., 1999)

Sican

Insan

Insan

Insan

Insan

Insan

Domuz

Domuz

Sican

Sican

Sigcan

Koroner Damarlar

(Jones ve ark.,
1999)

(Symons ve
ark., 2000)

(Symons ve
ark., 2000)

(Symons ve
ark., 2000)

(Muller-Delp
ve ark., 2017)

(Roque ve
ark., 2013)

Domuz

Sican

Sigan

(iskemi)

Sican

Sican

Sigan
(SHR)

Solues
kasiarteriyolii

On kol arteri

On kol arteri

Brakiyel arter

On kol arteri

On kol arteri

Femoral ve
Brakiyel arter

Femoral ve
Brakiyel arter

Gastrokinemius
kasi arteriyolleri

Gastrokinemius
kasi arteriyoller

Soleus arteri

Koroner direng
damar1

Koroner direng
damari

Koroner direng
damari

Koroner direng
damar1

Koroner direng
damar1

Koroner arter

Vazodilator
Akim aracili

Vazodilator Ach

Vazodilator Ach

Vazodilator
Akim aracili

Vazokonstriktor
ET-1

Vazokonstriktor
NA

Vazokonstriktor
NA ve KCI

Vazodilator ,
SNP, adenozin,
bradikinin ve
kalsiyum
iyonoforu
Vazodilator Ach

Vazodilator Ach

Vazodilator Ach

Vazokonstriktor
ET-1

Vazokonstriktor
ET-1, U-46619

Vazokonstriktor
ET-1, U-46619

Vazodilator Ach

Vazokonstriktor
U-46619

Vazodilator
Intraluminal
basing artisi

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore kasilma yanitinda
artig

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis
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(Roque ve
ark., 2013)

(Roque ve
ark., 2013)

(Wang ve
ark., 1993)

Sican
(SHR)

Sican
(SHR)

Kopek

Koroner arter

Koroner arter

Koroner arter

Egzersizde inaktif damar yataklar:

(Chies ve ark.,
2004).

(Kuru ve ark.,
2009)

(Kuru ve ark.,
2009)

(Kuru ve ark.,
2009)

(McAllister
ve ark., 1996)

(McAllister
ve ark., 1996)

(Roque ve
ark., 2013)

(Roque ve
ark., 2013)

(Roque ve
ark., 2013)

(Chen ve ark.,
2001)

Sican

Sican

Sican

Sigan

Domuz

Domuz

Sigcan
(SHR)

Sigcan
(SHR)

Sican
(SHR)

Sican

Siiperior
mesenterik arter

Renal direng
damar1

Renal direng
damari1

Renal direng
damar1

Renal arter

Mezenterik ve

hepatik arter

Mezenterik arter

Mezenterik arter

Mezenterik arter

Mezenterik arter

Vazodilator Ach

Vazodilator DEA-

NO

Vazodilator Ach

Vazokonstriktor
Phe

Vazokonstriktor
NA

Vazokonstriktor

ET-1, tromboksan

A2 ve vazopresin

Vazodilator Ach,
bradikinin,
adenozin,
isoproterenol ve
SNP
Vazokonstriktor
NA

Vazokonstriktor
NA

Gevseme
intraluminal
basing artigina

Vazokonstriktor
U-46619

Vazodilator Ach,
NO dondri

Vazodilator Ach

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore gevseme yanitinda
artig

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
artig

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore kasilma yanitinda
degisiklik saptanmamig

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore kasilma yanitinda
azalma

Kontrole gore gevseme yanitinda
degisiklik saptanmamis

Kontrole gore gevseme yanitinda
artis

2.2.4. Egzersizde Damarlarin Yapisal Uyumu.

Hayvan ve insanlardan elde edilen veriler, egzersiz sonucunda gergeklesen

damarlardaki fonksiyonel ve yapisal adaptasyonun zamana bagli olarak degisiklik

gosterdigini desteklemektedir (Green ve ark., 2004). Saglikli siganlarda, 1-4 haftalik

egzersiz antrenmani sonucu, iletim tipi arterlerde (McAllister ve Laughlin, 1997), kas

arteriyollerinde

(Sun ve ark.,

1994),

aortda (Delp ve Laughlin,

1997)

vazodilatasyonda artis goriilmektedir ve pulmoner arterlerde artmis eNOS
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ekspresyonu saptanmigtir (Johnson ve ark., 2001). Aksine, 16-20 haftalik egzersiz
uygulanan ¢alismalarda ise, artmig endotel fonksiyonlari (McAllister ve ark., 1996;
Johnson ve Laughlin, 2000) genellikle geriye donmektedir. Bununla birlikte, daha
uzun siire yapilan egzersizde arteryel capin genislemesi siklikla gbzlenen bir
durumdur (Green ve ark., 2004; Green ve ark., 2017). Bu gozlemlere dayanarak,
sOyle bir sonuca varilmaktadir (Sekil 2.5.): Orta vadeli bir egzersiz programinda
artan eNOS ekspresyonu ve NO iiretimi sonucunda kayma gerilimindeki artigin
online gecilir. Oysa uzun vadeli egzersizi takiben cap artis1 gibi yapisal
adaptasyonlar meydana gelir. Damar ¢apinin artig1 sonucunda kayma gerilimi yapisal
olarak normalize edilir ve eNOS fonksiyonlar1 bazal diizeye geri doner (Green ve
ark., 2004; Thijssen ve ark., 2010; Green ve ark., 2017).

Yapisal

Fonksiyonel

Adaptasyon

Egzersiz Siiresi

Sekil 2.5. Egzersizde vaskiiler fonksiyon ve yapida goriilen zamana baglh degisiklikler
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2.3. 20-HETE (20-Hydroxyeicosatetraenoic acid)

2.3.1. Arasidonik Asit Metabolitleri

Arasidonik asit (AA) yirmi karbonlu uzun zincirli doymamis bir yag asidi olup,
membran fosfolipid havuzunun bir boliimiinii olusturur. Biiylime faktorleri,
hormonlar veya sitokinler gibi ¢esitli  fizyolojik ve patolojik sinyaller ve
noradrenalin, anjiyotensin 1l ve bradikinin gibi c¢esitli agonistler araciligiyla
fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu AA serbest hale geger. Daha sonra AA farkl
eikosanoidlere doniistiiriilebilir (Sekil 2.6.) (Yuan ve ark., 2014). AA {i¢ ana yolaga
metabolize olabilir. Bunlar: siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) ve sitokrom
P450 (CYP) yolaklaridir (Mukherjee ve ark., 1994; Harizi ve ark., 2008). AA, COX
ve LOX enzimleri tarafindan PGl,, PG, tromboksan, 5-, 12-, 15-HETE’ler ve
l6kotrienlere doniisiir. Bu iiriinler renal ve pulmoner fonksiyonlar, vaskiiler tonus ve
inflamatuar yanitlar1 diizenlerler (Capdevila ve Falck, 2002; Roman, 2002; Harizi ve
ark., 2008; Claar ve ark., 2015). Ugiincii yolak olan CYP yolaginin ise baslangicta
yalnizca yag asitlerinin hepatik metabolizmasinda gorev aldigi diisiiniiliirken, artik
AA’nm pek ¢ok dokuda CYP enzimleri tarafindan metabolize oldugu bilinmektedir
(Fan ve ark., 2016). CYP ailesine ait epoksijenaz enzimleri tarafindan AA’dan
epoksieikosatrienoik  asitler (5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET, ve 14,15-EET)
olusurken, hidroksilaz enzimleri tarafindan ise hidroksieikosatetraenoik asitler (7-, 8-
, 9-, 10-, 12-, 13-, 15-, 16-, 17-, 18-,19 ve 20-HETE) olusur. EET’ler soluble epoksid
hidroksilazlar tarafindan dihidroksieikosatetraenoik asitlere de (diHETE) metabolize
olabilir (Zeldin, 2001; Roman, 2002).
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Fosfolipidler

v

Aragidonik Asit
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Siklooksijenaz yolagi Lipoksijenaz yolag Sitokrom P-450 yolag
(COX1/2) (5-, 12-, 15-LOX) (CYP-450)
' \ "
PGG, PGH, HPETEs HETEs

Epoksijenazlar o-hidroksilazlar

! U v v

PGIZ PGDZ TXs LXs HETEs LTs 5,6-EET 19-HETE
PGE, 8,9-EET 20-HETE
PGF,, 11,12-EET
14,15-EET

Sekil 2.6. Arasidonik asit (AA) metabolizmasi (Yuan ve ark., 2014)

2.3.2. 20-HETE Biyosentezi

CYP enzimleri tiire ve dokuya baglh olarak arasidonik asidi pek ¢ok eikosanoide
metabolize edebilir. Cogu dokudaki baslica iirtin ise 20-HETE ve EET’lerdir. 20-
HETE, CYP4A ve CYP4F subfamilyalarinin CYP ® -hidroksilazlar tarafindan
arasidonik asitten dretilir (Sekil 2.7.). CYP o -hidroksilazlar, fosfolipaz A2
araciligiyla hiicre membranindan serbest hale gecen arasidonik asidin terminal sp3
karbonuna hidroksil gurubu eklerler (Harder ve ark., 1994; Harder ve ark., 2011).
(O'Donnell ve ark., 2009; Hoopes ve ark., 2015). Arasidonik asit CYP4A ve CYP4F
ailesine ait enzimler tarafindan karaciger (Ito ve ark., 2006; Antoun ve ark., 2008),
bobrek (Escalante ve ark., 1991; Omata ve ark., 1992; Ito ve ark., 1998; Ito ve
Roman, 1999), kalp (Yousif ve ark., 2009; Zordoky ve ark., 2010), akciger (Knickle
ve Bend, 1994; Birks ve ark., 1997; Zhu ve ark., 1998; Zhu ve ark., 2000), beyin
(Harder ve ark., 1994; Gebremedhin ve ark., 2000; Renic ve ark., 2009) ve vaskiiler
dokuda (Harder ve ark., 1994; Imig ve ark., 1996; Sun ve ark., 1998; Croft ve ark.,
2000; Gebremedhin ve ark., 2000; Carroll ve ark., 2001; Renic ve ark., 2009) 20-
HETE’ye metbolize edilir. 20-HETE'nin iiretilmesinden sorumlu CYP4A/CYP4Fnin
bircok izoformu vardir. Insanlarda, bu izoformlar CYP4A11, CYP4A22, CYP4F2 ve
CYP4F3'tiir. Insanlarda baskin olan CYP4F2, ardindan CYP4A11’dir. CYP4F2
l6kositler ve bobreklerde yiiksek aktivite sergilemektedir. Farelerde ise 20-HETE
tireten enzimler CYP4A10 ve CYP4A12’dir. CYP4A12 birincil olarak 20-HETE
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tireten enzimdir. Siganlarda, 20-HETE {ireten enzimler arasinda CYP4A1, CYP4A2,
CYP4A3 ve CYP4A8 bulunmaktadir. 20-HETE sicanlarda bobrek, akciger,
karaciger, vaskiiler doku, beyin gibi cesitli dokularda sentezlenir. Tavsanda ise
CYP4A6 ve CYPATY tarafindan bobrek ve karacigerde 20-HETE firetilir (Roman,
2002; Williams ve ark., 2010; Hoopes ve ark., 2015).

20-HETE'nin vaskiiler sentezi ve salinimi dncelikle vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
gerceklesmektedir. Istisna olarak pulmoner endotelde sentezlendigi gdsterilmistir
(Birks ve ark., 1997; Zhu ve ark., 1998; Yaghi ve ark., 2001). Elbette 20-HETE
yalnizca bu hiicrelerde tiretilmemektedir. 20-HETE ayni1 zamanda néronlar (Renic ve
ark., 2012), astrositler (MacVicar ve Newman, 2015), kardiyomiyositler (Yousif ve
ark., 2009; Anwar-mohamed ve ark., 2010), hepatositler, renal proksimal tiibiil ve
¢ikan kalin henle hiicreleri ve glomerulusta tretilir (Ito ve ark., 1998; Ito ve Roman,
1999). Ayrica periferal kan ve kemik iligindeki miyeloid hiicrelerde de bulunabilir
(Hill ve Murphy, 1992; Rosolowsky ve ark., 1996; Christmas ve ark., 2001). 20-
HETE ayn1 zamanda insan nétrofilleri ve trombositlerde de iiretilebilir (Tsai ve ark.,
2011). Tim bunlarin yaninda, postnatal neovaskiilarizasyona katilan endotel

progenitor hiicreler de 20-HETE tiretmektedir (Chen ve ark., 2014).

Arasidonik asit
CYP2J
YP4A
gYP4F \YNC
o]
— COOH — COOH
(AKX o e
20-HETE 5,6-(or 8,9-, 11,12-, 14,15-)EET

lsEH

OH OH

5,6-(or 8,9-, 11,12-, 14,15-)DHET

Sekil 2.7. CYP aracili arasidonik asit metabolizmasi ve 20-HETE sentezi (Kroetz ve Xu, 2005)
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2.3.3. 20-HETE Metabolizmasi

20-HETE 3 vyolla inaktive edilebilir (Sekil 2.8.). 1) COX, 20-HETE'yi bir
vazokonstriktor prostaglandin H hidroksil analoguna (20-OH PG), metabolize eder.
Bu bilesik vazodilatér/vazodilator diiiretik metabolitler, 20-OH-PGE, ve 20-OH
PGIl, ve vazokonstriktor/antiditiretik metabolitler, 20-OH-TXA,; ve 20-OH-PGF,,
tiretmek i¢in izomerazlar tarafindan ilave doniisiime ugrar (Elshenawy ve ark., 2013).
2) Dolasimdaki 20-HETE, karacigerde uridin 5'-difosfoglukosonosiltransferaz
(UGT) ile bir glukuronide konjuge olur. Glukuronid ise glomeriilden filtre olur ve
idrarla atilir. 3) 20-HETE, alkol dehidrojenaz ile 20-karboksi-eikozatetraenoik aside
(20-COOH-HETE), bunu takiben de p-oksidasyonla 18- ve 16-karbonlu
dikarboksilik asitlere dontisebilir (Fan ve ark., 2016).

o0y 20-OH-PGE

20-HETE —LC&L 5 20-HETE-glukuronid

\ p-oksidasyon
ADy "> 20-COOH-HETE ~——onu—3 16, 18C-Dikarboksilik asit

Sekil 2.8. 20-HETE metabolizmasi

2.3.4. 20-HETE Sentezinin Biyolojik ve Sentetik Diizenleyicileri

20-HETE sentezini inhibe eden bazi sentetik inhibitdrler gelistirilmistir. Bunlar 17-
oktadesinoik asit (17-ODYA), N-metilsiilfonil-12,12-dibromododec-11-enamid
(DDMS), dibromododec-11-enoik asit (DBDD), N-hidroksi-N '- (4-biitil-2-
metilfenil)  formamidin  (HET0016), N-(3-Kloro-4-morfolin-4-il)  Fenil-N'-
hidroksiimido formamit (TS011) ve asetilenik yagl asidi sodyum 10-undesinil siilfat
(10-SUYS)’tir (Nakamura ve ark., 2004; Xu ve ark., 2004; Kroetz ve Xu, 2005;
Regner ve ark., 2009; Williams ve ark., 2010). HET0016, 20-HETE sentezinin giiglii
ve selektif inhibitoriidiir (Sato ve ark., 2001). 1-aminobenzotriazol (ABT) ve kobalt
(I klorid (CoCl,) gibi AA metabolizmasinin nonselektif inhibitorleri, 20-HETE
olusumunu inhibe etmek i¢in de kullanilmaktadir (Chabova ve ark., 2007; Yanes ve
ark., 2011). Ayrica stabil analoglar olan 20-hidroksietikosa-6 (Z), 15 (Z) -dienoik asit
(6,15,20-HEDE; WIT002) ve 20-hidroksietikosa-6 (Z), 15 (Z) -dienoil] glisin
(6,15,20-HEDGE)' nin, 20-HETE'in etkisini yarismal1 bir sekilde antagonize ettigi
gosterilmistir (Kroetz ve Xu, 2005; Regner ve ark., 2009; Williams ve ark., 2010).
Diger yandan PPARa agonistlerinin (6rnegin fibratlar) 20-HETE olusumunu
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upregiile ettigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2011). Bunlara ek olarak, 20-HETE
analoglari, 20-hidroksietikosa-5 (Z), 14 (Z) -dienoik asit (5,14,20-HEDE; WIT003)
ve N- [20-hidroksietikosa-5 (Z), 14 Z) -dienoil] -glisin (5,14,20-HEDGE) 'nin 20-
HETE'nin etkilerini taklit ettigi bulunmustur (Tunctan ve ark., 2008; Regner ve ark.,
2009; Cuez ve ark., 2010; Williams ve ark., 2010) (Sekil 2.9.). Bu kimyasallarin

Ozgilliigi kullanilan doza / konsantrasyona baglidir.

17-ODYA
DDMS
Eibratlar CYP4AA N\«_~ | DDBB
2 CYPAF HET0016
TS011
5,14,20-HEDE 6,15,20-HEDE
(WIT003) W (WIT002)
5,14,20-HEDGE) 2 6,15,20-HEDGE

Sekil 2.9. 20-HETE sentezinin diizenlenmesi

20-HETE sentezi ve salimimi1 Ang Il, ET-1, serotonin [5-hydroxytryptamine (5-HT)]
ve bazi1 biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenmektedir (Carroll ve ark., 1996;
Carroll ve ark., 1997; Oyekan ve ark., 1997; Oyekan ve McGiff, 1998; Croft ve ark.,
2000). Ayrica giiglii bir vazokonstriktor olan ET-1 bobreklerden 20-HETE salinimini
arttirirken, 20-HETE diretiminin inhibisyonu ET-1'e karsi verilen renal vaskiiler
yanit1 azaltir (Hercule ve Oyekan, 2000). Subaraknoid kanama sirasinda serebral
damarlar, 5-HT1B reseptoriiniin 5-HT aracili aktivasyonu ile 20-HETE sentezini
arttirir . Vaskiiler 20-HETE diizeyindeki bu artig, 5S-HT' nin vazokonstriktor yanitina
katkida bulunur (Cambj-Sapunar ve ark., 2003). Buna ek olarak, hem paratiroid
hormonu hem de epidermal biiyiime faktorii spontan hipertansif sigan (SHR)’larin
bobreklerinde 20-HETE iiretimini uyarir (Omata ve ark., 1992; Lin ve ark., 1995).
Ilaveten androjen, bdbrek interlobar arterlerinde 20-HETE iiretimi ve CYP4A
ekspresyonundaki artis ile iliskilendirilmistir (Nakagawa ve ark., 2003; Singh ve
ark., 2007; Singh ve Schwartzman, 2008; Imig, 2013).

Ang 11, endotelin ve noradrenain vaskiiler diiz kasta 20-HETE olusumunu uyarirken
(Chu ve ark., 2000; Roman, 2002; Miyata ve Roman, 2005), renal ve serebral
arterlerdeki 20-HETE sentezi, NO, karbonmonoksit (CO) ve siiperoksit radikalleri ile
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inhibe edilir (Alonso-Galicia ve ark., 1997; Sun ve ark., 1998; Alonso-Galicia ve
ark., 1999; Botros ve ark., 2002; Hoagland ve ark., 2003). Renovaskiiler hastaligi
olan kisilerde plazma 20-HETE diizeyindeki artisa parelel olarak Ang II diizeyinde
yiikselme ve renin-anjiyotensin sisteminin etkinliginde artma goriiliir (Minuz ve ark.,
2008). NO, CYP’nin hem pargasina baglanir ve onu inaktive ederek bu sistem igin
bir negatif geribildirim kontrol mekanizmasi saglar (Harder ve ark., 1997). CO ise 20
HETE’in duyarhilastiric1 etkisine miidahale ederek konstriktér agonistlere karsi
vaskiiler diiz kas1 duyarsizlastirir (Kaide ve ark., 2004). Ayrica karbondioksit (CO,)
arteryel kandaki parsiyel CO; basinci degisimlerine cevaben CYP4A’y1 modiile
edebilir ve 20-HETE diizeyini de kontrol edebilir. CO, hiperkapni sirasinda
beyindeki CYP4A'!n ekspresyonunu azaltirken hipokapni sirasinda CYP4A'm
ekspresyonunu arttirabilir (Qi ve ark., 2012). Ilging olarak, Susamin ana kimyasal
maddesi olan sesamin, 20-HETE sentezini CYP4F2’ yi inhibe ederek engeller.
Kilolu erkek ve bayanlarda yapilan randomize kontrollii bir caligmada susam
takviyesinin plazama 20-HETE diizeyini %28 ve idrar 20-HETE diizeyini ise %32
azalttigi gosterilmistir (Wu ve ark., 2009).

2.3.5. 20-HETE’nin Vaskiiler Etkileri

20-HETE ve Vaskiiler Yeniden Yapilanma

Vaskiiler yeniden yapilanma, kan damarlarimin yapisal olarak yeniden
diizenlenmesidir. Proliferasyon, migrasyon ve ekstraseliiler matriks {iretimindeki
degisiklikler yoluyla kan damarlarinda yapisal uyum gerceklesir. Matriks
metalloproteinazlarin, sitokinlerin ve inflamatuar mediatorlerin aktivasyonu siirece
eslik eder (Renna, 2013; Renna ve ark., 2013). Vaskiiler yeniden yapilanmaya bazal
membran ve ekstraseliiler matriksteki degisimlerin yani sira, vaskiiler diiz kas

hiicreleri, endotel hiicreleri ve fibroblastlar da katilir (McGrath ve ark., 2005).

20-HETE'nin Ang Il (Muthalif ve ark., 1998; Parmentier ve ark., 2001), epidermal
biiyiime faktorii (Lin ve ark., 1995), VEGF (Guo ve ark., 2007) ve trombosit
kaynakli biiyiime faktorii (Stec ve ark., 2007) ile uyarilan endotel ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin migrasyonu ve proiferasyonunda katkisinin bulundugu bildirilmistir.
20-HETE, yeni damar olusumu gozlenen bdlgelere migrasyonu tesvik etmek igin
proanjiyogenik molekiiller olan hipoksi indiiklenebilir faktor-1 alfa, VEGF ve

stromal hiicre kaynakli faktor-1alfa salgilanmasini uyarir, hem de kemokin reseptor
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tip 4 ekspresyonunu arttirir (Guo ve ark., 2007; Guo ve ark., 2009; Guo ve ark.,
2011; Chen ve ark., 2014; Cheng ve ark., 2014).

Hipertansiyonda 20-HETE’nin vaskiiler diiz kas hiicre migrasyonunu MAPK-PI3K
(Stec ve ark., 2007), proliferasyonu ise RAS/MAPK (Muthalif ve ark., 2001)
yolaklart araciligi ile uyardigi gosterilmistir. 20-HETE iretimindeki artisin
hipertansiyonla uyarilan vaskiiler hipertrofiye neden oldugu diisiiniilmektedir. 5 alfa-
dihidrotestosteron ile olusturulan hipertansiyon modelinde vaskiiler CYP4A12’nin
ekspresyonunda ve 20-HETE sentezindeki artis vaskiiler hipertrofi ile
iligkilendirilmistir. Ayrica 20-HETE iiretiminin, CYP4A12 transgenik farelerde
vaskiiler hipertrofiye neden oldugu saptanmistir (Ding ve ark., 2013; Wu ve ark.,
2013).

20-HETE ve Restenoz

Yaghini ve arkadaslart Ang II ve AA’min balonla hasarlanmis sican karotis
arterlerinde CYP4A1 ekspresyonunu ve neointimal olusumu arttirdigin1 bildirmistir
(Yaghini ve ark., 2005). Baska bir ¢alismada da balon hasarindan sonra karotiste 20-
HETE olusumunun arttigi; ve kronik HET0016 veya diger 20-HETE inhibitorlerinin
ise vaskiiler diiz kas proliferasyonunu, migrasyonunu ve neointimal olusumu

azalttig1 gosterilmistir (Yaghini ve ark., 2005; Orozco ve ark., 2013).

20-HETE ve Anjiyogenez

Anjiyogenez, yeni kompleks vaskiiler aglar olusturmak iizere var olan damardan
endotel hiicrelerinin filizlendigi ve anastomozlarin meydana geldigi yeni kan
damarlarinin olusumu ve gelisimidir (Risau, 1997; Carmeliet ve Jain, 2011). Bu
slireg, biiyliyen ve go¢ eden endotel hiicrelerini yonlendiren sinyal yollari, biiyiime
faktorleri ve hiicreler arasindaki etkilesimleri i¢eren karmasik bir siirectir (Gerhardt

ve ark., 2003; Hellstrom ve ark., 2007; Siekmann ve Lawson, 2007).

20-HETE’nin  vaskiiler fonksiyonlar {izerine olan etkileri gbéz Onilinde
bulunduruldugunda anjiyogenez siirecinde de Onemli etkileri olabilecegi
disiiniilmektedir. Cesitli in vitro ve in vivo galismalarda 20-HETE’ nin vaskiiler

anjiyogenezdeki rolii agik bir sekilde ortaya konmustur.

In vitro olarak, CYP4A1'in vaskiiler diiz kasa spesifik asir1 ekspresyonu sonucu artan

20-HETE’nin, kiiltiire edilmis renal mikrodamarlarda endotelyal filizlenmeye yol
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actigr belirtilmistir. Bunun yaninda 20-HETE agonistinin de ayn1 etkiyi gosterdigi
saptanmustir (Jiang ve ark., 2004). Ayrica 20-HETE’nin insan umblikal ven endotel
hiicrelerinde proliferasyonu ve tiip olusumunu arttirdigr gésterilmis olup (Chen ve
ark., 2005), 20-HETE’nin anjiyogenik etkisi; ROS iiretiminin uyarilmasi, HIF-
lalfa'nin salgilanmast ve PI3K/AKT'nin yolaginin aktivasyonu ile saglanmaktadir

(Dhanasekaran ve ark., 2009; Guo ve ark., 2009; Chen ve ark., 2012).

ROS, 20-HETE ile indiiksiyonu, anjiyogenezisi dilizenleyen sinyal kaskadlarinin
baslatilmasi igin kritik oneme sahiptir. 20-HETE anjiyogenezi tesvik etmek i¢in
NADPH-bagimli mekanizmalar yoluyla ROS'u arttirir (Dhanasekaran ve ark., 2009).
20-HETE, ROS olusumunu uyarmak i¢in NADPH oksidaz altbirimi p47 (phox)’nin

translokasyonu ve fosforilasyonunu uyarir (Medhora ve ark., 2008).

20-HETE’nin in vivo olarak sigan korneasinda neovaskiilarizasyona neden oldugu
gosterilmistir. 20-HETE, VEGF ve fibroblast biiyiime faktorii araciligiyla kornea
neovaskiilarizasyonunu belirgin bir sekilde arttirmistir (Chen ve ark., 2005). Bir
baska in vivo ¢alismada 20-HETE nin, iskelet kasinin kronik elektriksel sitimiilasyon

ile uyarilan anjiyogenezde rol aldig1 gosterilmistir (Amaral ve ark., 2003).

20-HETE ve Vaskiiler inflamasyon

Vaskiiler inflamasyon ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastalik, hipertansiyon gibi
cesitli hastaliklarin patojenezine katkida bulunur, ayrica vaskiiler yeniden yapilanma
ve vaskiiler direncin artamasina neden olur (Schiffrin, 2004; Izzard ve ark., 2005;
Marchesi ve ark., 2008). 20-HETE'in vaskiiler inflamasyon ve hasarin cesitli
basamaklarinda rol oynadigi bilinmektedir. 20-HETE endotel hiicrelerinde
inflamatuar mediatorlerin, sitokinlerin (Ishizuka ve ark., 2008; Anwar-mohamed ve
ark., 2010) ve adezyon molekiillerinin (Liu ve ark., 2006; Ishizuka ve ark., 2008)
ekspresyonunu ve aktivitelerini diizenleyerek, ayrica NO (Yaghi ve ark., 2001) ve
stiperoksit diizeylerini (Tunctan ve ark., 2013) degistirerek vaskiiler inflamasyonda

onemli rol oynar.

Bobrek iskemi/reperfiizyon hasar modelinde, 20-HETE nin vaskiiler inflamasyona
neden oldugu gosterilmistir (Hoff ve ark., 2011). Ayrica serebral iskemi/reperfiizyon
modelinde ise 20-HETE beyin 6deminden, kan beyin bariyeri fonksiyonlarinin ve

stk1 baglantilarin biitiinliigliniin bozulmasindan sorumlu tutulmustur (Liu ve ark.,
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2014). Bir bagka calismada, sigan karotid arterlerinde olusturulan hasar sonucu,
CYP4A enziminde ve 20-HETE diizeyinde artis saptanmistir. Kronik 20-HETE
tretim inhibitéri kullanimi ise, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu ve
proliferasyonunu baskilayarak intimal hiperplazide azalmaya yol agmistir (Orozco ve
ark., 2013).

20-HETE, niikleer faktor-kappa beta (NF-KB)'yi aktive ederek ve ROS'un vaskiiler
tiretimini arttirarak SHR’lerde vaskiiler inflamasyona neden olmaktadir. Ayrica 20-
HETE’nin TNF alfa, IL-1 beta ve IL-6 ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu
gosterilmistir (Toth ve ark., 2013). Sitokin iiretimini arttirmaya ek olarak, 20-HETE
endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu uyarmaktadir (Liu ve
ark., 2006; Ishizuka ve ark., 2008; Wang ve ark., 2015). Adezyon molekiillerinin
ekspresyonundaki bu artis, makrofajlarin damar duvarina yapigsmasini arttirarak

proinflamasyonu tetiklemektedir.

In vitro c¢alisma sonuglar1 ise, 20-HETE’nin endotel hiicrelerinde hem ROS
seviyesini hem de NF-KB aktivitesini arttirdigini, boylece hiicre igi interlokin-8
diizeyi ve intraseliiler adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki artis ile karakterize

endotelyal aktivasyona neden oldugunu géstermistir (Ishizuka ve ark., 2008).

20-HETE ve Endotelyal Fonksiyon

Endotel hiicreleri trombosit ve l6kositlerin adezyonunda, vaskiiler tonusun ve kan
akiminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Endotelyumun saglamlig:
NO dahil birgok faktoére baglidir. Endotel disfonksiyonu, hem NO iiretimindeki
azalma ve NO metabolizmasindaki artistan, hem de endotel kaynakli gevsetici ve
kasic1 faktorlerin dengesizliginden kaynaklanan NO biyoyararlanimindaki azalmadir.
Ach gevseme yanitindaki azalma, endotel disfonksiyonunun gostergesi olarak
siklikla kullanilmaktadir. Endotel disfonksiyonu hipertansiyonun bir 6zelligidir ve
kardiyovaskiiler hastaliklar igin erken risk faktoriidiir (Harrison, 1997; Cai ve
Harrison, 2000).

20-HETE endotel disfonksiyonuna katkida bulunabilmektedir. Oncelikle, 20-HETE
nikotinamid adenin diniikleotide fosfat (NADPH) oksidaz aktivitesini uyararak
endotel hiicrelerinde siiperoksit olusumuna neden olur. Ayrica eNOS’un

eslesmemesine (uncoupled eNOS) neden olarak NO iiretimini azaltir, bu durumda
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stiperoksit miktarini ise arttirir (Cheng ve ark., 2008; Cheng ve ark., 2010). Boylece
NO iiretimi azalmasi ve siiperoksit artisi ile NO biyoyararlaniminda olusan bu diisiis,

endotel disyonksiyonunun gostergesi olarak endotel bagimli dilator yanitlar: bozar.

Endotel disfonksiyonu ile karakterize bir ¢ok hipertansiyon modelinde 20-HETE
arastirilmistir. SHR’lerde (Sacerdoti ve ark., 1988; Dunn ve ark., 2008; Toth ve ark.,
2013) ve androjen ile uyarilan hipertansif hayvanlarda (Singh ve ark., 2007; Wu ve
ark., 2011) vaskiiler dokuda 20-HETE iiretimi yiiksek bulunmustur. 20-HETE
androjen ile olusturulan hipertansif modelde NADPH oksidazin gp-91 ve gp-47 phox
subunitlerinin ekspresyonunda ve ROS iiretiminde artisa neden olmustur (Singh ve
ark., 2007). Yine ayni model hayvanlarda 20-HETE’nin vaskiiler NF-KB
aktivitesinde artisa yol actigi ve endotel bagimli gevseme yanitii bozdugu
gosterilmistir (Wu ve ark., 2011). SHR’lerde ise 20-HETE’nin vaskiiler siiperoksit
diizeyinde artis1 uyardigi ve endotel bagimli gevseme yanitin1 bozdugu saptanmistir
(Dunn ve ark., 2008; Toth ve ark., 2013). Bu ¢aligmalarin yani sira genetik olarak 20-
HETE iiretiminden sorumlu enzimin asir1 ekspresyonu saglanarak, damarlarda 20-
HETE iiretiminde artis ve hipertansiyon gelisimi gozlenmistir. Ayrica bu damarlarda
NO ve GMP diizeylerinde azalma, siiperoksit anyonu seviyesinde artis ve endotel
bagimli gevseme yanitinda azalma goriilmesi endotel disfonksiyonuna isaret

etmektedir (Wang ve ark., 2006; Inoue ve ark., 2009; Sodhi ve ark., 2010).

Wang ve arkadaslari, 20-HETE'nin endotel hiicrelerinde ekstraseliiler sinyal
diizenleyici kinaz (ERK) ve kalsiyum akisinin aktivasyonuyla, Von Willebrand
faktortin  (VWF) salinmmin1 ve trombositlerin adezyonunu arttirarak trombozu

tetikleyebilecegini bildirmistir (Wang ve ark., 2015).

Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesinde 20-HETE

AA metabolizmast sonucu olusan friinlerin genellikle kardiyovaskiiler sistem,
Ozellikle de mikrodolasim iizerine Onemli etkileri mevcuttur (Watts, 2008).
Miyojenik tonusa AA’nin CYP450 kaynakli metabolitlerinin katkist oldugu iyi
bilinmektedir. Son otuz bes yildaki ¢alismalar, CYP 4A ve 4F ailelerinin enzimleri
tarafindan kan damarlari, bobrek, kalp, akciger ve diger dokularda firetilen 20-
HETE'nin, AA’nin 6nemli bir metaboliti oldugunu ortaya koymustur. 20-HETE
vaskiiler reaktivite, sodyum taginimi, endotel disfonksiyonu, oksidatif stres, hiicre

proliferasyonu, vaskiiler hipertrofi, inflamasyon, anjiyojenez ve kan basincinin
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diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Roman, 2002; Williams ve ark., 2010;
Fan ve ark., 2016; Waldman ve ark., 2016). 1989'da Escalante ve arkadaslari ilk kez
sigan aortasinda 20-HETE'nin vazokonstriktif etkilerinin oldugunu belirtmislerdir.
Fakat 20-HETE'nin bu etkisini COX tarafindan metabolize edilmesine baglamislardir
(Escalante ve ark., 1989). Giiniimiizde 20-HETE'nin vazokonstriktor etkisinin biiyiik
oranda COX'dan bagimsiz oldugu gosterilmistir (Ma ve ark., 1993; Imig ve ark.,
1996).

20-HETE transmural basincin yiikselmesinin ardindan myojenik yanitta kilit rol
oynar. Arteriollerde transmural basincin ylikselmesiyle 20-HETE diizeyinde artis
goriiliir (Gebremedhin ve ark., 2000). 20-HETE’nin inhibisyonu sonucu in vitro
kosullarda renal ve serebral arteriyollerin myojenik yanitinin (Kauser ve ark., 1991;
Gebremedhin ve ark., 2000), in vivo kosullarda da renal ve serebral kan akiminin
otoregiilasyonunun bloklandig1 gosterilmistir (Zou ve ark., 1994; Gebremedhin ve
ark., 2000). Yapilan ¢aligmalar sonucu 20-HETE’nin renal (Ma ve ark., 1993; Imig
ve ark., 1996; Sun ve ark., 1998; Alonso-Galicia ve ark., 1999), mezenterik (Wang
ve ark., 2001), serebral (Harder ve ark., 1994; Harder ve ark., 1998; Gebremedhin ve
ark., 2000) ve iskelet kas1 damarlarinda (Harder ve ark., 1996; Kunert ve ark., 2001)
etkili bir vazokonstriktor oldugu saptanmistir (Roman, 2002; Pat Kunert ve
Drenjancevic, 2011). 20-HETE vazokonstriktor etkisini degisik yollar {izerinden
gosterebilmektedir (Sekil 2.10.) (Fan ve ark., 2016):

OH Vaskiiler diiz kas
3 DAG— AA
— A,.\‘ — N -
Lec)y——(PA )
S /
Gerim All, NE

e N
-)\ - ol

Endotel

Sekil 2.10. 20-HETE'in vazokonstriktor etkisine aracilik eden mekanizmalar
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1-

20-HETE, Ca* ile aktive olan iletkenligi bityilk K* kanallar1 (BKCa) iizerinden
dogrudan etki gosterebilir. 20-HETE, BKCa’lar1 inhibe ederek hiicre disina K*
akisin1 engeller, boylece vaskiiler diiz kas hiicresinde depolarizasyona yol
acmaktadir. Bu durumda voltaj bagimli L tipi kalsiyum kanallarindan Ca*? hiicre
icine girerek vazokonstriksiyona neden olmaktadir (Zou ve ark., 1996; Sun ve
ark., 1998; Williams ve ark., 2010).

20-HETE, BKCa’lara dogrudan etkisi yaninda PKC aracilifiyla bu kanallar
inhibe edebilir. 20-HETE ’nin kedi serebral arterlerinden izole edilen vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde PKC’yi aktive etigi gosterilmistir. Bu c¢alismada PKC
inhibitérleri kullanilarak 20-HETE nin kedi serebral arterlerinde Ca*? bagimli K*
kanali iizerine olan etkisinin engellendigi ve vaskiiler tonusun azaldigi
saptanmustir (Lange ve ark., 1997). Bu sonuglar 20-HETE’nin vazokonstriktor

etkisine PKC’nin aracilik edebilecegini gostermektedir (Roman, 2002).

20-HETE, aymi zamanda PKC'nin aktivasyonu yoluyla L-tipi Ca** kanallarinin
iletkenligini arttirmaktadir (Gebremedhin ve ark., 1998).

20-HETE, ayrica MAPK (Muthalif ve ark., 1998; Muthalif ve ark., 2000;
Muthalif ve ark., 2001) ve src tip tirozin kinaz: (Sun ve ark., 1999) aktive ederek
de vazokonstriksiyon gergeklestirebilmektedir (Williams ve ark., 2010). Bu
kinazlar BKCa’lar1 fosforile ederek inhibe edebilir. Sonugta depolarizasyona ve

L-tipi Ca*? kanallari aracilifiyla Ca*? girisine neden olmaktadirlar.

20-HETE, Rho kinaz1 da aktive edebilmektedir. Boylece 20-HETE, Rho kinaz

+2,

araciliyla vaskiiler diiz kasi1 Ca’“’a daha duyarli hale getiren miyozin hafif
zincirinin fosforile durumunun korunmasini saglamaktadir (Randriamboavonjy

ve ark., 2003; Garcia ve Schwartzman, 2017)

20-HETE, TRPC6 (transient receptor potential canonical6) ve TRPV1 (transient
receptor potential vanilloid-1) kanallarini aktive ederek (Basora ve ark., 2003;
Brayden ve ark., 2008; Inoue ve ark., 2009; Wen ve ark., 2012) hiicre i¢ine dogru

nonselektif katyonlarin iletkenligini arttirmaktadir.
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Bu bilgiler 1s1ginda hiicre i¢inde olusan 20-HETE’nin hiicrenin igindeki gesitli
mekanizmalar1 harekete gegirerek vaskiiler diiz kas hiicresinde ikincil haberci olarak

ta diistiniilmesi de miimkiindiir (Harder ve ark., 1997).

Yukarida belirtildigi gibi, 20-HETE vaskiiler tonusun diizenlenmesine dogrudan
katkida bulunabildigi gibi ¢esitli vazokonstriktif maddelere aracilik yaparak da bu
etkisini gostermektedir. Hem SHR hem de normotansif kontroller olan Wistar-Kyoto
siganlarin (WKY) mezenter arterlerinde, 20-HETE iiretim inhibitorii N-metilsiilfonil-
12,12-dibromododec-11-enamid (DDMS) inkiibasyonu sonrasinda fenilefrin (Phe) ve
vazopresin kasilma yanitlar1 azalmistir (Zhang ve ark., 2001). Aym sekilde si¢an
grasilis kasi arteriyollerinde de DDMS inkiibasyonu sonrasinda Phe kasilma yanitlar
baskilanmistir (Zhang ve ark., 2004). Yine farkli bir ¢alismada sigan orta sercbral
arterlerinde serotonin kasilma yanitinin 20-HETE {iretim inhibitori HET0016
varhiginda azaldigi gozlenmistir (Cambj-Sapunar ve ark., 2003). ET-1 yanitlart
incelendiginde; Sigan preglomerular arteriollerinde ET-1 kasilma yanitinin 20-HETE
tiretim inhibitérii 17-ODYA ile azaldigi saptanmistir. Bunun yaninda ET-1 sigan
renal vaskiiler perflizyon basincinda artisa neden olmustur. AA metabolizmasinin
nonselektif inhibitéti CoCI2 ve 20-HETE selektif inhibitérii DBDD uygulamasi
sonrasinda renal perfiizyon basincinda diisiis goriilmistiir (Oyekan ve ark., 1997).
20-HETE’nin kasilma yanitlarindaki katkisini ortaya koyan bu ¢aligsmalarin yani sira;
sican preglomerular damarlarin Ang II ile inkiibasyonu sonrasinda 20-HETE
diizeyinde artis saptanmustir (Croft ve ark., 2000). Ayrica, tavsan iireteral ve renal
vendz perflizatlarda Ang II’nin arteryal enjeksiyonu sonrasi 20-HETE iiretimi

artmustir (Carroll ve ark., 1997).

20-HETE sadece vazokonstriksiyonu uyarmakla kalmaz ayni zamanda vaskiiler
gevsemeyi de azaltir. Ornegin, 20-HETE, bébrek interlobar arterlerinde asetilkoline
verilen gevseme yanitin1 azaltir (Frisbee ve ark., 2000; Joly ve ark., 2006; Wang ve
ark., 2006).

Birgok vaskiiler dokuda 20-HETE'in vazokonstriktor etkisinin goriilmesinin aksine,
deney hayvanlar1 ve insanlarin pulmoner arter ve bronsiol diiz kasinda 20-HETE
dilator etkilidir (Birks ve ark., 1997; Zhu ve ark., 1998; Zhu ve ark., 2002; Chen ve
ark., 2006). CYP4A proteini pulmoner arterde hem vaskiiler diiz kas hiicrelerinde

hem de endotelde eksprese edilir (Zhu ve ark., 2002). Si¢can pulmoner arterlerinde
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20-HETE'nin vazodilatator etkisi, intraseliiler kalsiyumda artisa ve eNOS
aktivasyonuna sekonder olarak NO ve/veya CO’nun endotel tarafindan serbest
birakilmasiyla gergeklesir (Yaghi ve ark., 2001; Chen ve ark., 2006). Ayrica 20-
HETE'nin insan pulmoner arterlerinde ve sigir koroner arterlerinde gevsemeye neden

oldugu bildirilmistir (Birks ve ark., 1997; Pratt ve ark., 1998).

Oksijen diizeyindeki artis ile iskelet kasi damarlari kontrakte olurken, oksijen
diizeyinin azalmasiyla dilate olurlar, boylece doku kan akiminin kontrolii saglanir
(Duling ve Berne, 1970; Segal, 2005). Oksijen parsiyel basincindaki degisikliklerle
iskelet kasinda vaskiiler tonusun diizenlenmesine aracilik eden faktorlerin basinda
endotel kaynakli gevsetici faktorler (Pohl ve Busse, 1989; Green ve ark., 2004),
prostanoidler (Messina ve ark., 1992; Fredricks ve ark., 1994; Messina ve ark., 1994)
ve NO (Pries ve ark., 1995; Kerkhof ve ark., 1999) gelmektedir. Bunlarin yan1 sira
tizerinde durulan diger bir faktor ise 20-HETE’dir. 20-HETE iiretiminden sorumlu
enzim CYP4A kremaster kas1 arteriyollerinde ve kas liflerinde bulunur (Kunert ve
ark., 2001) ve lokal parsiyel oksijen basincindaki artis1 takiben derhal harekete gegip
vazokonstriktor 20-HETE iiremini arttirir. Tam tersi olarak lokal parsiyel oksijen
basinct diistiigiinde ise 20-HETE tiretimi azalir (Harder ve ark., 1996; Lombard ve
ark., 1999). Oksijenle uyarilan kontraksiyonda 20-HETE’nin katkist1 hamster
retraktor kasi arteriyollerinde (Lombard ve ark., 1999), hamster ve sigan kremaster
kasi arteriyolllerinde (Harder ve ark., 1996; Lombard ve ark., 1999; Frisbee ve ark.,
2000; Kunert ve ark., 2001; Frisbee ve Lombard, 2002) ve grasilis kasini besleyen

arterlerde (Frisbee ve ark., 2001) gosterilmistir.

Amac ve Hipotez

Hem saglikli yasamin bir pargasi olarak bilinen hem de bir¢ok hastaligin tedavisinde
yeri olan diizenli fiziksel aktivite sonucu, organizmada Dbirgok uyum
gerceklesmektedir. Bu uyum siirecinde kan damarlarinda da hem fonksiyonel hem de
yapisal ¢esitli adaptasyonlar goriilmektedir. Bu baglamda calismamiz diizenli fiziksel
aktivitenin vaskiiler tonusa olan etkisindeki mekanizmalara katkida bulunmak
amaciyla planlanmistir. Diizenli fiziksel aktiviteler sonrasinda istirahat kosullarinda
vaskiiler tonustaki degisikliklerde birgok mediatoriin etkisi bilinirken, lokal
dolagimin diizenlenmesinde Onemli katkilart bulunan 20-HETE’nin egzersiz

stireclerindeki durumu hakkinda literatiirde herhangi bir bilgiye rastlanmamuistir.
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Yaptigimiz bu calismayla, diizenli yiizme egzersizi ile antrene hale getirilen
siganlarda 20-HETE’nin akut olarak kan basinci iizerine etkisinin belirlenmesi;
torasik aorta, iskelet kas1 ve mezenter yataga ait diren¢ damarlarinda 20-HETE nin
vaskiiler kasilma ve gevseme yanitlarindaki katkisinin incelenmesi; bu damarlarda
20-HETE miktariin  ve 20-HETE iiretiminden sorumlu enzim CYP4A

ekpresyonunun saptanmasi amaglanmistir.

Hipotez: Diizenli ylizme egzersizi ile antrene hale getirilen siganlarin direng ve

iletim tipi arterlerinde 20-HETE nin vaskiiler tonusa katkis1 azalir.
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3. GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda
gerceklestirilen bu ¢alismada 6-8 aylik, eriskin, Wistar cinsi toplam 62 adet erkek
sican kullanildi. Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay1
(Onay tarihi: 01.09.2014, Protokol No: 2014.09.04) ile Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesinden temin edilen siganlar,
standart laboratuvar kosullarinda 12 saat 151k ve 12 saat karanlik periyodu uygulanan

odada tutuldu. Hayvanlarin standart ticari yem ve su alimi serbest birakildi.

3.1.  Gruplandirma
Arastirmamiz {i¢ kisimdan olustu:
1. Invivo ¢alisma

2. Exvivo ¢alisma

3. Olgiim sonuglar

Oncelikle in vivo ¢alismada 20-HETE biyosentezinin selektif inhibitorii HET0016
(N-Hydroxy-N'-(4-butyl-2-methylphenyl)-formamidine)’nin ~ akut  olarak  kan
basincina etkisi degerlendirildi. Calismanin ex vivo kismmda organ banyosu ve
miyograf yardimiyla damarlarin kasilma ve gevseme yanitlari kaydedildi. Son
kisimda ise 20-HETE iiretiminden sorumlu enzim CYP4A ekspresyonu ve 20-
HETE’nin damarlardaki diizeyi belirlendi. Bu dogrultuda ¢alismamizda kullanilmak

lizere 62 adet sican rastgele olmak iizere gruplara ayrildi.

Calisma eruplari;

1. Kontrol

2. Egzersiz

3.2.  Egzersiz Protokolii

Diizenli, aerobik yiizme egzersizi seklinde uygulanan antrenman protokolii igin
¢esme suyuyla doldurulan ve su sicakligi 33-34°C’de sabit tutulan 50x50x100 cm
boyutlarindaki akvaryumlar kullanildi. Hedeflenen 1 saatlik egzersiz siiresine
ulagsmak icin caligmanin baginda hayvanlarin suda kalma siireleri 1 hafta boyunca
kademeli olarak arttirildi. Sonrasinda 8 hafta boyunca yiizme egzersizi haftada 5 giin,

giinde 1 saat seklinde uygulandi (Kim ve Lee, 2014). Uygulanan bu egzersiz
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protokoliinde egzersiz siddeti VO, max (maksimal oksijen tiikketimi)’in % 55-60’1na
karsilik gelmekte olup diisiik-orta siddetli bir aerobik egzersiz sayilmaktadir
(Shepherd ve ark., 1982).

3.3.  Deneyin Sonlandirilmasi

8 haftalik egzersiz siiresinin sonunda egzersizin akut etkisini dislamak i¢in sicanlara
uygulanan son egzersizden 48 saat sonra hayvanlar deneye alindilar. Tiopental
sodyum (80 mg/kg, intraperitonel) anestezisi ile uyutulup karinlar1 agilan hayvanlar
abdominal aortalarina atilan kesi sonucu kansizlastirilarak feda edildi. Akabinde
vaskiiler yanitlarda kullanilmak {izere mezenter yatak, gastrokinemius kasi ve torasik
aorta c¢ikarildi. Bu dokular pH’s1 7,4 olan +4°C’ deki Krebs soliisyonuna (110 mM
NaCl, 5 mM KCI, 24 mM NaHCO3;, 1 mM KH,PO4, 1 mM MgSO,4-7H,0, 2,5 mM
CaCl,, 10 mM glukoz, 0,02 mM EDTA) alindi. Ayrica sitrat sentaz enzim aktivitesi
Ol¢timii i¢in her iki bacaktaki kirmizi vastus lateralis kasi ¢ikartilip, numuneler
kapakl1 kiigiik bir tiip i¢erisinde siv1 azota daldirilarak donduruldu ve deney giiniine
kadar -80°C’de saklandi.

3.3.1 Sitrat Sentaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Sitrat sentaz aktivitesi, egzersiz uygulamasinin etkinligini saptamak i¢in kullanilan
kasin oksidatif kapasitesinin bir gostergesidir. Bu nedenle diizenli fiziksel aktivite
yapan hayvanlarin antrene olduklarini kanitlamak igin vastus lateralis kasi
orneklerinde sitrat sentaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Yontem;
Asetil CoA ve oksaloasetik asidin sitrat sentaz varliginda sitrat ve CoA-SH’a ve
ardindan 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) varliginda CoA-SH’in 412
nm’de 15181 giiglii bir sekilde absorbe eden merkaptid iyonuna doniismesine

dayanmaktadir (Leek ve ark., 2001).

Kullanilan soliisyonlar:

Tris tamponu (pH: 8) : 100 mM
Fosfat tamponu (pH: 7,4) : 100 mM
Asetil CoA (Sigma-A2056, St. Louis, MO, USA) :3mM
Oksaloasetik asit (Sigma-0-4126, St. Louis, MO, USA) :5mM
DNTB (Sigma-D8130, St. Louis, MO, USA) -1 mM
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Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Sitrat sentaz aktivitesi tayini i¢in -80°C’de saklanan vastus lateralis kas orneklerinin
buz ilizerinde ¢oziinmesi saglanip, yas agirliklar1 kaydedildi ve sonra 6rnekler bir
bistiiri yardimiyla kiiciik parcalara ayrildi. Fosfat tamponu (25 mM KH>POg4, 25 mM
K;HPO4, 5 Mm EDTA, 5 Mm EGTA) ile 1:20 oraninda diliie edilen bu doku
pargalari, teflon u¢lu homojenizatér ve sonikatdr yardimiyla homojenize edildi.
Homojenatlarin fosfat tamponu ile tekrar 1:20 oraninda sulandirilmasiyla o6rnekler

Olctime hazir hale getirildi.

Doku Orneklerinin Calisiimasi

Tris tamponu (100 pl), Asetil CoA (50 ul), DTNB (100 pl) ve homojenat (50 ul)
karisim1 30°C’de 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Siire tamamlandiginda karigima
oksaloasetik asitik (100 pl) eklenerek, spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda ilk
okuma yapildi. 37°C’de gerceklestirilen spektrofotometrik okuma 3 dakika sonra
tekrarlandi. Merkaptid iyonunun molar ekstinsiyon katsayisi, 1 dakikalik absorbans
degisimi, diliisyon faktorii ve kas yas agirliklari iizerinden enzim aktivitesi

hesaplanip, sonuglar pM.g yas doku™.dakika-1 (uM.g™.dk™) olarak verildi.

3.4. Invivo Calisma

3.4.1. Kan Basma Olciimii

Calismamizin in vivo olarak tasarlanan bu kisimda E ve K grubu hayvanlar ketamin-
ksilazin kombine anestezisi altinda uyutuldu. 20-HETE biyosentezinin selektif
inhibitori HET0016 (Cayman Chemical, Item Ne 75780, Ann Arbor, MI) infiizyonu
icin eksternal jugular vene polietilen kateter yerlestirildi. Kan basinci 6l¢limii i¢in ise
karotis arter kantile edildi ve basing transduseri yerlestirildi. 15 dakika bazal kayit
alindiktan sonra bolus olarak HET0016 (5 mg/kg dozda HET0016, %10 lesitin igeren
%0,85 NaCl iginde ¢6ziildii) verildi ve 1 saat boyunca hayvanlarin kan basinci takip
edildi. 5, 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda kan basincindaki degisiklikler kaydedildi.
Vehicle grubu (¢dzgen grubu) olarak hayvanlara sadece %10 lesitin igeren %0,85
NaCl uygulandi. Vehicle grubu hayvanlarin ortalama kan basincinda herhangi bir

degisiklik goriilmedi. Bundan dolay1 vehicle sonuglar gosterilmemistir.
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3.5. Exvivo Calisma

3.5.1. Dokularin ve Damarlarin izolasyonu

Yukarida anlatildig1 gibi hayvanlar son egzersizden 48 saat sonra feda edilip, torasik
aortanin izolasyonu i¢in hayvanin sternum boyunca diyaframa kadar gogiis boslugu
acildi. Torasik aortayr daha iyi gormek igin akcigerlerle birlikte kalp ve 6zofagus
cikartildi. Sonrasinda aorta diyaframa yakin ugtan penset yardimiyla sikica tutulup,
dokunun alt tarafindan cerrahi makas ile kesi yapilarak torasik aortanin columna
vertebralisten ayrilmasi saglandi. Mezenter yatagin izolasyonu i¢in hayvanlarin
karinlar1 orta hat boyunca kesi yapilarak agildi ve abdominal boslukta yer alan
organlar goriiniir hale getirildi. Barsak igeriginin disar1 ¢ikmamasi i¢in dikis ipi
yardimiyla ileogekal baglantidan ve duedonumdan ¢ift tarafli diigiim atilip kesilerek
kalin barsak olmaksizin mezenter yatak cikarildi. Bacagin arka kisminda soleus ile
beraber bulunan gasrokinemius kasinin ¢ikartilmasi igin ise oncelikle derinin kastan
ayrilmasi saglandi. Asil tendonuna bagli gastrokinemius kasinin tendonla baglantisi

kesildikten sonra femura paralel sekilde kesi yapilarak kasin izolasyonu saglandi.

Hayvanlardan ¢ikarilan mezenter yatak, torasik aorta ve gastrokinemius kas1 pH’s1
7,4 olan +4°C’ deki Krebs soliisyonuna (110 mM NaCl, 5 mM KCI, 24 mM
NaHCO3, 1 mM KH,PO4, 1 mM MgSO,4-7H,0, 2,5 mM CaCl,, 10 mM glukoz, 0,02
mM EDTA) alindi. Sonrasinda dokular yine i¢inde Krebs soliisyonu bulunan
izolasyon petrisine aktarildi. Diseksiyon mikroskobu (OLYMPUS-SZ61) altinda
perivaskiiler yag doku temizlenerek damarlar izole edildi. Bu ¢alismada torasik aort
iletim tipi arter yanit1 i¢in, mezenter damar yataginin 3. dallar1 (170-190 um ¢apinda)
ve gastrokinemius damar yataginin 2. dallari (160-200 pm ¢apinda) ise direng damari
yanitilarini incelemek i¢in kullanildi. Mezenter direng damarlari egzersiz sirasinda
aktif olmayan, gastrokinemius diren¢ damar1 ise egzersizde aktif olan dokularin
davranigini gozlemek icin se¢ildi. Ayrica izole edilen damar 6rneklerinin bir kismi
20-HETE diizeyi Olgiiminde bir kismi da CYP4A protein ekspresyonunda

kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

3.5.2. Organ Banyosu ve Telli Miyograf Calismas1 On Hazirhk
Yaklasik 2 mm uzunlugundaki torasik aorta damar halkalart % 95 O,, % 5 CO,
igeren gaz karisimi ile gazlandirilmis, 37°C ve pH’s1 7,4 olan krebs soliisyonu igeren

organ banyosunda (Sekil 3.1.) ¢elik tellere asilarak gergin bir ip araciligiyla
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izometrik transdusere (FDT 1 A-10 MAY, Ankara, Tirkiye) baglandi. Damarlar 15
dk bekleme periyodundan ardindan 1 gram istirahat gerimi altinda her 15 dakikada

bir yikanarak 60 dakika boyunca dinlendirildi.

Sekil 3.1. Organ banyosu sistemi

Gastrokinemius ve mezenter direng damarlari ise Krebs soliisyonu igeren telli
miyograf (Model 620M, Danish Myo Technology, Aarhus N, Danimarka) sistemine
(Sekil 3.2.) vyerlestirildi. 15 dk bekleme periyodundan sonra damar duvarinin
olusturdugu gerim bilgisayar yazilimi (LabChart Pro V7, Adinstruments, Bella Vista,
Avusturalya) yardimiyla hesaplanip, damarlar bu gerimde her 15 dakikada bir
yikanarak 60 dakika boyunca dinlendirildi.

Dinlenme periyodunun ardindan her ti¢ tip damar i¢in de bir 6n-uyarilma olusturmak
amactyla 60 mM KCI igeren Krebs soliisyonu banyolara eklendi ve damarlarin
kasilmasi i¢in bir siire beklendi. Bu islem sonucunda damarlarin maksimum kasilma
gerimleri, bir internal standart olusturmak i¢in % 100 olarak kabul edildi. Damarlarin
tiim vazokonstriktif ajanlara karsi verdikleri yanitlar 60 mM KCI’ nin olusturdugu
maksimum gerimin yiizdesi olarak hesaplandi. Endotel saglamligini test etmek igin
10 M fenilefrin (Phe) (Sigma-P6126, St. Louis, MO, USA) ile kasilan damarlara
ayni konsantrasyonda asetilkolin (Ach) (Sigma-A6625, St. Louis, MO, USA)

uygulanarak, gevseme cevabinin yiizdesi saptandi ve %80’in altinda gevseme yaniti
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veren damarlar deney protokoliine alinmadi. Her ii¢ tip damar icin de ortak deney

protokolii izlendi.

Sekil 3.2. Telli miyograf sistemi

3.5.3. 20-HETE’nin Vaskiiler Tonusa Etkisinin Incelenmesi

Vazokonstriktor bir madde olan 20-HETE’nin {iretiminin vaskiiler tonusa katkisi ti¢
asamada incelendi. Ilki vazokonstriktér maddelere karsi kasilma yanitlarina olan
katkisi ve dogrudan 20-HETE nin kasici etkisi seklinde degerlendirildi. 20-HETE iki
yolla vazokonstriktor etkisini ortaya koymaktadir; dogrudan damarlarda kasilma
yaparak ve cesitli vazokonstriktdr ajanlar ile salgilanip onlarin kasilma yanitlarini
arttiraraktir. 20-HETE’nin vazokonstriktor maddeler (noradrenalin, fenilefrin,
anjiyotensin 1l, tromboksan, vazopresin) aracili olusturdugu yanitlardaki rolii 20-
HETE olusumu inhibe edilerek degerlendirildi. Bu amacla 20-HETE iiretiminden
sorumlu enzim CYP4A’nin inhibitériic HET0016 inkiibasyonu oncesi ve sonrasinda
vazokonstriktor maddelere karsi kasilma yanitlari alindi. Boylece 20-HETE’nin
vaskiiler tonusa katkis1 vazokonstriktor maddelere olan kasilma yanitinin azalmasina
katkis1 seklinde degerlendirildi. Ikinci asamada HET0016 inkiibasyonu 6ncesi ve

sonrasinda vazodilator madde olan asetilkolin (Ach)’ne karsi gevseme yanitlari
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alindi. 20-HETE’ nin vaskiiler tonusa katkis1 bu asamada Ach gevseme yanitinin

artisina olan katkisi seklinde incelendi. Ugiincii asamada ise HET0016’nin kendisinin

dogrudan gevseme yanitina olan katkisi degerlendirildi. Bu ii¢ asamadan olusan

protokoller asagida ayrintili olarak belirtilmistir.

I- 20-HETE’nin kasilma yanitindaki degisiklige katkisi

a.

Noradrenalin (NA) (Sigma-A9512, St. Louis, MO, USA) aracili kasilma yaniti:
Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda NA’ya karsi verdikleri

kasilma yanitlar1 30 dk 1pM HETO0016 inkiibasyonu Oncesi ve sonrasinda
kaydedildi.

Fenilefrin (Phe) (Sigma-P6126, St. Louis, MO USA) aracili kasilma yaniti:
Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda Phe’ne karsi verdikleri

kasilma yanitlar1 30 dk 1uM HETO0016 inkiibasyonu oncesi ve sonrasinda
kaydedildi.

Anjiyotensin 1l (Ang 1) (Sigma-A2900, St.Louis, MO, USA) aracili kasilma
yamtt: Damarlarin kiimiilatif olarak 10™ — 10® M dozlarda Ang II’ye karsi
verdikleri kasilma yanmitlar1 30 dk 1pM HETO0016 inkiibasyonu oncesi ve

sonrasinda kaydedildi.

Tromboksan A2 agonisti (U-46619) (Cayman Chemical, Item Ne 16450, Ann
Arbor, MI, USA) aracili kasilma yaniti: Damarlarin kiimiilatif olarak 1020 - 10
M dozlarda U-46619’a kars1 verdikleri kasilma yanitlart 30 dk 1uM HET0016

inkiibasyonu dncesi ve sonrasinda kaydedildi.

Vazopresin (Vaz) (Sigma V9879, St.Louis, MO, USA) kasilma yaniti:
Damarlarm  kiimiilatif olarak 10*? — 3x10” M dozlarda vazopresine karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 30 dk 1uM HETO0016 inkiibasyonu oOncesi ve

sonrasinda kaydedildi.

20-HETE kasilma yaniti: 20-HETE’ye (Cayman Chemical, Item Ne 90030 Ann
Arbor, M1, USA) kars1 damarlarin gosterdigi olast kasilma yanit1 artis1 ekzojen
20-HETE verilmesiyle degerlendirildi. Damarlarin kiimiilatif olarak 10° - 3x10°
M dozlarda 20-HETE’ye kars1 verdikleri kasilma yanitlar1 kaydedildi. Ekzojen
20-HETE kasilma yanit1 elde edilemedi. 20-HETE doz yaniti1 alabilmek igin
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farkli doz araliklar1 kullanimi, ayrica Phe ile 6n kasilma yapma, c¢esitli
¢ozgenlerde 20-HETE’nin ¢oziilmesi gibi ¢esitli yollar denenmesine ragmen
damarlarda kasilma yanit1 alinamamustir. Literetiirde de 20-HETE ¢alismalarinda
dogrudan bu ajanin yanitinin alinmasindan ziyade degisik vazokonstriktorlerin
kasict etkisini arttirmast seklinde degerlendirme yapilmaktadir (Lange ve ark.,
1997; Zhang ve ark., 2001; Randriamboavonjy ve ark., 2003; Kunduri ve ark.,
2013).

11- 20-HETE’nin gevseme yamitindaki degisiklige katkis1
Ach aracili gevseme yaniti: Submaksimal dozda Phe ile kasilmayi takiben damarlarin
kiimiilatif olarak 10°-3x10° M dozlarda Ach’e kars1 verdikleri gevseme yamtlari

HETO0016 inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasinda kaydedildi.

111- HET0016 doz yamiti
Submaksimal dozda Phe ile kasiimay: takiben damarlarin kiimiilatif olarak 10—
3x10° M dozda HET0016’ya karsi verdikleri gevseme yanitlari kaydedildi.

3.6. 20-HETE iiretimi ve Diizeyinin Belirlenmesi

3.6.1 20-HETE Olg¢iimii

Torasik aorta, gastrokinemius kasi diren¢ damarlari ve mezenter yatak direng
damarlarinda 20-HETE miktar1 yarismali ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay) yontemiyle belirlendi. 20-HETE o6l¢iimii i¢in 20-HETE ELISA Kit (Detroit
R&D, Inc., Detroit-20H1, MI, USA) kullanild:.

Kit igerigi:
e 20 HETE ELISA Plaka, 96 kuyucuklu
e 20 HETE Standart1 (1 mg/mL), 2 pl
e 1,000X 20 HETE HRP Konjugat, 12 pl
e 10X Ornek Diliisyon Tamponu, 25 ml
e HRP tamponu, 15 ml
e 10X Yikama Tamponu Cozeltisi, 25 ml
e Tetra methyl benzadine (TMB) Substrat, 24 ml
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Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

-80°C’de saklanan damar dokularinin buz iizerinde ¢oziilmesi saglandi. Hassas terazi
kullanilarak dokularin tartimi yapildi. Daha etkili bir homojenizasyon igin, dokular
buz iizerindeki saat caminda kivrik u¢lu mikrodiseksiyon makasi kullanilarak kiigiik
parcalara ayrildi. Her bir 6rnek, doku kaybi yasanmamasina 6zen gosterilerek 1
ml’lik ependorflara aktarildi. 1 g doku bagina 0,01 mg triphenylphosphine (TPP)
iceren 4 ml H,O ile dokular homojenize edildi. Her homojenata 8 ul asetik asit
eklenerek homojenat asitlestirildi. Ardindan esit miktarda etil asetat ile ekstraksiyon
yapildi. Bu ekstraksiyon iglemi ii¢ kez tekrarlanip organik fazlarin tiimii birlestirildi.
Organik faz azot gazi ile uguruldu. Ugurma isleminden sonra geriye kalan kurumus
arttk maddenin yeniden ¢oziilmesi i¢in 20 pl N, N-dimethyl-formamide (dmf)
eklendi. Son olarak 6rneklere yaklagik 0.5 mL 1x 6rnek diliisyon tamponu ilave
edilip, oda sicakliginda bes dakika siireyle 10,000 rpm'de santrifiij gergeklestirildi.
Siipernatan ELISA 6l¢tiimii i¢in kullanildi. Ayrica elde edilen siipernatanda protein
konsantrasyonu Bradford yontemi esas alinarak ticari protein kiti (Thermo Scientific-

23236, Rockford, IL, USA) ile belirlendi.

Deney Prosediirii
1. 200 pl Ornek Diliisyon Tamponu bos kontrol (BL) kuyucuklara ve 100 ul Ornek
Diliisyon Tamponu, maksimum baglayici (BO) kuyucuklara yiiklendi.

2. Standartlarin ve numunelerin her birinden 100 pl uygun kuyucuklara yiiklendi.

w

Bos kontrol kuyulari hari¢ 100 ul 1X-HRP konjugati tiim kuyucuklara ilave
edildi.

Plaka iki saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

Plaka ti¢ kez 400 pl 1X Yikama tamponu ile iyice yikandi.

Ug yikama déngiisiiniin sonunda plaka kagit havlu {izerine kurutuldu.

Tim kuyucuklara 200 ul TMB substrati eklendi

Plaka oda sicakliginda 15-30 dakika boyunca inkiibe edildi.

© © N o g &

Tiim kuyucuklara 50 pl 2 N siilfiirik asit eklendi.

10. Plaka 450 nm'de okundu.

11. Standart egri c¢izildikten sonra dokulardaki 20-HETE miktar1 hesaplandi. Bu
deger ayni dokuda olgiilen protein miktarina boliinerek damarlardaki 20-HETE

diizeyi ng/mg olarak ifade edildi.
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3.6.2 Western Blot Analizi

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismamizda CYP4A protein ekspresyonu Western blot analiziyle saptanmistir.
Oncelikle doku o6rneklerinin hazirlanmast icin -80°C’de saklanan torasik aortun,
gastrokinemius kasi direng damarlarinin ve mezenter yatak diren¢ damarlarinin buz
tizerinde ¢oziilmesi saglandi. Ayn1 grupta yer alan hayvanlarin damarlar tiglii gruplar
olusturacak sekilde birlestirildi. Hassas terazi yardimiyla dokularin tartimi yapildi.
Damar Ornekleri buz {izerindeki saat camma alindi ve ince kivrik uglu
mikrodiseksiyon makasi kullanilarak kiiciik pargalara ayrildi. Her bir 6rnek, doku
kayb1 yasanmamasina 6zen gosterilerek 1 ml’lik ependorflara aktarildi ve dnceden
hesaplanmis agirliklar dikkate alinarak 0,2 g doku i¢in 600 pl lysis tamponu ve 10 pl
proteaz inhibitor kokteyl (Sigma P2714, St. Louis, MO, USA) olacak sekilde
dokularin tizerlerine eklendi. Karisim vortekslendikten sonra 1 saat boyunca buz
tistiinde bekletildi. Bu siirenin sonunda karisim 10 saniyelik sonikasyonun ardindan
25 dk-15000 g’de +4°C de santrifiij edildi. Siipernatan yeni ependorfa alindi ve
orneklerin protein konsantrasyonu Bradford yontemi esas alinarak spektrofotometrik
olarak ticari protein kiti (Thermo Scientific-23236, Rockford, IL, USA) ile belirlendi.
Sodyum dodesil sulfat (SDS) jele yiiklenme yapilmadan 6nce ayn1 miktarda protein
iceren Orneklere 2x laemli eklendi, sonrasinda 5 dk boyunca 95-100°C’lik suda
kaynatildi ve kisa bir santrifiijden (5 dk—8000 rpm) sonra drnekler yliklemeye hazir
hale geldi.

Elektroforez ve Yar1 Kuru Transfer

Elde edilen proteinin molekiiler boyutuna gore jelin % kaclik olacagina karar verildi.
%10’1uk poliakrilamid alt jel hazirlanarak dnceden sikistirilmig olan camlarin arasina
dokiildii ve yaklasik 40 dk sonra alt jelin dondugu gozlendi. Sonrasinda iist jel
pipetle hizlica ve hava kabarcigi olusturmadan eklendi ve Orneklerin yliklenecegi
taraklar yerlestirildi. Ust jel de donduktan sonra taraklar ¢ikartildi ve kuyucuklarin
diizgiin olup olmadig1 kontrol edildi. Camlar elektroforez tankina alinip molekiiler
agirlik standardi (Thermo Scientific-26612, Rockford, IL, USA) ve esit miktarda (50
pg) protein igeren 6rnekler jel tizerindeki kuyucuklarina pipet yardimiyla yiiklendi.
Yiriitme islemi oda 1sisinda yaklagik 3-3,5 saat siiresince 80 volt’ta yapild.
Sonrasinda jel camdan ayrilarak transfer asamasina gecildi. Bir miktar transfer

cozeltisi, derinligi fazla olmayan genis bir kaba alindi. Kaset, i¢i transfer soliisyonu
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ile dolu bu kaba konularak siyah yiize (negatif taraf) siinger, iki adet Whatman kagid
ve jel yerlestirildi. PVDF (Polyvinylidene difluoride) (Biorad-162-0177, Hercules,
CA, USA) membran uygun boyutta kesilerek %100 metanol i¢inde 15 saniye, daha
sonra transfer soliisyonu igerisinde 15 dk hidrate edildi. Bu siire sonunda arada hava
kabarciklarinin kalmamasina dikkat edilerek PVDF membran jel {izerine yerlestirildi.
Membranin iizerine de iki adet Whatman kagidi ve stinger konuldu ve plastik klamp
ile kaset kapatildi. Kaset dikey olarak, renksiz ylizii elektrot modiiliiniin kirmizi
kismina, siyah kismi elektrot modiiliiniin siyah kismina bakacak sekilde yerlestirildi.
Sonrasinda tiim sistem (elektrod modiilii ve kaset) tanka yerlestirildi ve tankin kapagi
kapatildi. Gii¢ kaynag: agilarak 32 volta ayarlandi ve jelde molekiiler agirliklarina
gore ayrilmis proteinlerin PVDF membrana transfer islemi +4°C’de, gece boyu 32

volt uygulanarak gerceklestirildi.

Western Blotlama

Elektroblot uygulamasiyla proteinler PVDF membrana aktarildiktan sonra,
membranla antikorlar arasindaki nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek ic¢in
membranlar % 5°lik yagsiz siit tozu igeren TBS-T (%0,1 Tween-20 igeren TBS)
tamponu ile 1 saat oda 1sisinda g¢alkalanarak bekletildi. % 5’lik yagsiz siit tozu ile
bloklama isleminden hemen sonra membranlar %5’lik siittozu iceren TBS-T icinde
1:1000 oraninda seyreltilmis CYP4A primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, sc-
271983, CA, USA) veya 1:1000 diliisyonda hazirlanmig -aktin (Abcam, ab16039,
Cambridge, UK ) primer antikoru ile gece boyunca, 4°C’de, ¢alkalayici tizerinde
inkiibe edildi. Ardindan membranlar TBS-T ile 1 saat boyunca 15 dk x4 kez yikandi
ve %5’lik siittozu iceren TBS-T soliisyonu iginde 1:80000 oraninda seyrelmis
horseradish peroksidaz bagli sekonder antikor (Sigma-A0168, St. Louis, MO, USA)
ile 1 saat oda sicaklifinda calkalanarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
membranlar 1 saat boyunca 15 dk x4 kez TBS-T ile yikand1 ve goriintillemeye hazir
hale getirildi.

Goriintiilleme ve Analiz

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans olusturan {irlinii
igin substrat i¢eren 2 ml ECL karisim1 (Thermo scientific-32132, Rocford, IL, USA)
PVDF membranlarin iizerine uygulandi. 5 dk karanlik ortamda bekleme siirecinden

sonra membranlarin ilizerindeki fazla ECL soliisyonu kurutma kagidi yardimiyla
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alindi. Membranlar kaset igerisindeki poset dosyaya alindi. Poset ile membran
arasinda hava kabarciginin kalmamasina dikkat edildi. Molekiiler belirteg isaretlendi.
Karanlik odada da kirmizi 151k acgilarak kaset igerisindeki posetin i¢inde bulunan
membranin tizerine fotograf filmi (GE Healthcare Life Sciences, Amersham-
28906836, Buckinghamshire, UK) konuldu, kaset kapatildi. Filmler uygun siirelerde
membrana tutuldu ve kasetten dikkatlice ayrilan film developer soliisyonuna
sonrasinda da fiksatif solusyonuna alindi. En son olarak film distile su ile durulandi

ve oda 1s1sinda kurutuldu.

Gorlintiilerin yari-kantitatif analizi i¢in bilgisayar ortamina aktarilan film paternleri
bilgisayar yazilimi1 yardimiyla degerlendirildi (image J paket programi). Sonuglar
CYP4A/B-aktin, seklinde [-aktin proteinin miktarina oranlanarak ayr1 ayri

hesaplanarak ifade edildi.

3.7.  Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak verildi. Tekrarlayan
Olciimlerle elde edilen farkli ajan dozlarindaki kasilma ve gevseme cevaplarinin
degerlendirilmesinde tekrarlayan Ol¢limlerin varyans analizi (two-way repeated
measures anova) kullanildi. Maksimum kasilma ve gevseme yanitlarinda (Emax),
kan basinci, western blot analizi ve sitrat sentaz aktivitesinin gruplar arasi
degerlendirilmesinde t testi, grup i¢i degerlendirilmesinde ise eslestirilmis t testi

kullanilds. Istatistiksel dnemlilik derecesi p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Invivo Calisma Ortalama Kan Basinc1 Degerleri

8 haftalik egzersiz periyodu sonrasinda egzersiz ve kontrol grubunda ortalama kan
basinct degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bazal kan basinci degerlerinde kontrol
ve egzersiz gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu. 20-HETE iiretim inhibitori olan
HETO0016’nin 5 mg/kg dozunda intravendz olarak uygulanmasinin ardindan 5, 15 ve
30 dakikanin sonunda (sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,05), K grubunda ortalama
kan basinci bazal lglime oranla anlamli olarak diisiik saptandi. E grubunda da 5, 15
ve 30 dakikanin sonunda (sirasiyla p<0,01, p<0,01 ve p<0,05) kan basinci bazale
kiyasla anlamli olarak azaldi. HETO016 uygulamasi ardindan 5 ve 15 dakika
sonrasinda egzersiz grubundaki kan basinci diisiisii, kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli olacak sekilde daha az baskilandi (sirastyla p<0,01 ve p<0,05).
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Sekil 4.1 Ortalama kan basinct degerleri. Grup i¢i bazal degerden fark; # p<0,05, ## p<0,01, ###
p<0,001. Ayn1 zaman diliminde gruplar aras1 fark; * p<0,05, **p<0,01

4.2. Exvivo Calisma Torasik Aort Yanmitlar:

4.2.1. Torasik Aort Noradrenalin Kasilma Yaniti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10®° M dozlarda noradrenaline (NA) karsi
verdikleri kasilma yanitlari, 20-HETE {iretim inhibitérii HET0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.2. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yanitt K grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,001). 20-HETE

49



tiretimi inhibisyonu sonrasi K grubunda anlamli kasilma baskilanmasi varken
(p<0,05), E grubunda bir fark gézlenmedi. Damarlarin maksimal kasilma yanitlari
(Emax) incelendiginde (Sekil 4.2 B), E grubu Emax degeri K grubuna oranla anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0,05). 20-HETE iiretimi inhibisyonu sonras1 K grubunda
Emax kasilma degeri anlamli olarak baskilanirken (p<0,01), E grubunda bir fark
gozlenmedi.

B
140+ 150+
1204
~ 100+ ##
S 100 *
2
< g 1
£ & 1
‘T 604 £
[ L
O 404 50
204
0-
T T T T T 1 0- T T
9 8 7 6 5 4 K K-HET E E-HET

- log [NA] M

Sekil 4.2. Torasik aorta damarlariin noradrenalin (NA) aracili kasilma yanitlart. A: HET0016 (HET)
varliginda ve yoklugunda damarlarm kiimiilatif olarak 10 - 3x10° M dozlarda NA'ya karsi verilen
kasilma yanitlart. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar arasi NA’ya verilen
kasilma yamt farki * p<0,05, ***p<0,001. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup i¢i kasilma yanit farki
# p<0,05, ## p<0,01.

4.2.2. Torasik Aort Fenilefrin Kasilma Yanit1

Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda fenilefrine (Phe) karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitérii HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.3. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yanit1 K grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,001). Damarlarin
maksimal kasilma yanitlari (Emax) incelendiginde (Sekil 4.3. B), E grubu Emax
degeri K grubuna oranla anlamli olarak diisiik saptand1 (p<0,001). Her iki gruptada
20-HETE dretim inhibisyonunun hem doz yanit egrilerinde hem de Emax

degerlerinde Phe yanitlarinda bir etkisi gézlenmedi.
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Sekil 4.3. Torasik aorta damarlarinin fenilefrin (Phe) aracili kasilma yanitlari. A: HET0016 (HET)
varhiginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10 - 3x10”° M dozlarda Phe’ne karsi verilen
kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar aras1 Phe’ne verilen
kasilma yanit farki ***p<0,001.

4.2.3. Torasik Aort Vazopresin Kasilma Yaniti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™? - 3x107 M dozlarda vazopresine (Vaz) karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.4. A). K ve E gruplar1 arasinda doz yanit
egrisi kasilma yanitilar1 agisidan bir fark gézlenmedi. 20-HETE iiretimi inhibisyonu
sonrast her iki grupta da anlamli kasilma baskilanmasi saptandi (p<0,001).
Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax) incelendiginde (Sekil 4.4. B), K ve E
gruplar1 arasinda Emax kasilma degerleri agisidan bir fark gozlenmedi. 20-HETE
iretim inhibisyonu sonras1 K ve E gruplarinda anlamli Emax kasilma baskilanmasi

saptand1 (p<0,01 ve p<0,05).
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Sekil 4.4. Torasik aorta damarlarinin vazopresin (Vaz) aracili kasilma yanitlart. A: HET0016 (HET)
varhginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™2 - 3x10” M dozlarda Vaz'ne kars: verilen
kasilma yanitlar1. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup i¢i kasilma yanit farki # p<0,05, ## p<0,01, ###
p<0,001.
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4.2.4. Torasik Aort Anjiyotensin II Kasilma Yaniti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™** — 10° M dozlarda anjiyotensin IT (Ang II)’ye karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.5. A). K ve E gruplar1 arasinda doz yanit
egrisi kasilma yanitilar1 acgisidan bir fark gézlenmedi. 20-HETE {iretimi inhibisyonu
sonrast her iki grupta da anlamli kasilma baskilanmasi saptandi (p<0,001).
Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax) incelendiginde (Sekil 4.5. B), K ve E
gruplar arasinda Emax kasilma degerleri agisidan bir fark gozlenmedi. 20-HETE
iretim inhibisyonu sonras1 K ve E gruplarinda anlamli Emax kasilma baskilanmasi

saptandi (p<0,001).
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Sekil 4.5 Torasik aorta damarlarinin anjiyotensin Il (Ang II) aracili kasilma yanitlari. A: HET0016
(HET) varhiginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™* - 10® M dozlarda Ang II' ye kars1
verilen kasilma yanitlari. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup igi kasilma yanit farki, ### p<0,001.

4.2.5. Torasik Aort Tromboksan A2 agonisti Kasilma Yamti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10"° — 10°® M dozlarda Tromboksan A2 agonistine (U-
46619) karsi verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitérii HET0016
inkiibasyonu Oncesi ve sonrasinda kaydedildi. Doz yanit egrileri kasilma yanit1 ve
Emax degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6 Torasik aorta damarlarinin tromboksan A2 agonisti (U-46619) aracili kasilma yanitlar1. A:
HETO0016 (HET) varhiginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™° - 10° M dozlarda U-
46619'a kars1 verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax)

4.2.6. Torasik Aort Asetilkolin Gevseme Yanit1

Submaksimal dozda fenilefrin ile kasilmay takiben damarlarin kiimiilatif olarak 107
— 3x10™ M dozlarda asetilkoline (Ach) kars1 verdikleri gevseme yanitlari 20-HETE
tiretim inhibitérit HET0016 inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasinda kaydedildi. Doz yanit

egrileri gevseme yaniti ve Emax degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Torasik aorta damarlarinin asetilkolin (Ach) aracili gevseme yanitlari. A: HET0016 (HET)
varliginda ve yoklugunda damarlarmn kiimiilatif olarak 10”° - 3x10”° M dozlarda Ach’ne kars: verilen
gevseme yanitlari. B: Damarlarin maksimal gevseme yanitlari (Emax).

4.2.7. Torasik Aort HET0016 Doz Yamti

Submaksimal dozda fenilefrin ile kasilmayi takiben damarlarin kiimiilatif olarak 10°-
3x10° M dozlarda HET0016’ya kars: verdikleri gevseme yanitlar kaydedildi. Doz
yanit egrileri gevseme yaniti ve Emax degerleri incelendiginde gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Torasik aorta damarlarinin HET0016 aracili gevseme yanitlari. A: Damarlarin kiimiilatif
olarak 10”° — 3x10° M dozlarda HET0016’ya kars1 verilen gevseme yanitlari. B: Damarlarin maksimal
gevseme yanitlari (Emax).

4.3. Exvivo Calisma Gastrokinemius Diren¢ Damarlar: Yanitlar

4.3.1. Gastrokinemius Diren¢ Damarlari1 Noradrenalin Kasilma Yanit1
Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda noradrenaline (NA) karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE {iretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.9. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yanitt K grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,001). 20-HETE
iiretimi inhibisyonu sonrasi K grubunda anlamli kasilma baskilanmasi varken
(p<0,001), E grubunda bir fark gézlenmedi. Damarlarin maksimal kasilma yanitlar
(Emax) incelendiginde (Sekil 4.9. B), E grubu Emax degeri K grubuna oranla
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,01). 20-HETE iiretim inhibisyonu sonras1 her iki

grupta da anlamli Emax kasilma baskilanmasi saptandi (p<0,001).
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Sekil 4.9. Gastrokinemius direng damarlarinin noradrenalin (NA) aracili kasilma yamtlari. A:
HETO0016 (HET) varliginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10 - 3x10° M dozlarda
NAl'ya kars1 verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar
arast NA’ne verilen kasilma yanit farki ** p<0,01, ***p<0,001. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup
i¢i kasilma yanit fark: ### p<0,001.
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4.3.2. Gastrokinemius Diren¢ Damarlar1 Fenilefrin Kasilma Yamti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda fenilefrine (Phe) karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.10. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yanitt K grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,01). 20-HETE
tiretimi inhibisyonu sonrasi K grubunda anlamli kasilma baskilanmasi varken
(p<0,05), E grubunda bir fark gozlenmedi. Damarlarin maksimal kasilma yanitlar
(Emax) incelendiginde (Sekil 4.10. B), E grubu Emax degeri K grubuna oranla
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). 20-HETE iiretimi inhibisyonu sonrast K
grubunda Emax kasilma degeri anlamli olarak baskilanirken (p<0,01), E grubunda

bir fark gézlenmedi.
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Sekil 4.10. Gastrokinemius diren¢ damarlarimin fenilefrin (Phe) aracili kasilma yamtlari. A: HET0016
(HET) varhiginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10 - 3x10®° M dozlarda Phe’ne karst
verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar arasi Phe’ne
verilen kasilma yanit farki *p<0,05, ** p<0,01. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup i¢i kasilma yanit
farki # p<0,05, ## p<0,01.

4.3.3. Gastrokinemius Diren¢ Damarlar1 Vazopresin Kasilma Yaniti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™ - 3x10” M dozlarda vazopresine (Vaz) karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitérii HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.11. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yanitt K grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,001). 20-HETE
tiretimi inhibisyonu sonrast K grubunda anlamli kasilma baskilanmasi varken
(p<0,001), E grubunda bir fark gézlenmedi. Damarlarin maksimal kasilma yanitlar
(Emax) incelendiginde (Sekil 4.11. B), E grubu Emax degeri K grubuna oranla
anlamli olarak diigsiik bulundu (p<0,05). 20-HETE iiretimi inhibisyonu sonrasi K
grubunda Emax kasilma degeri anlamli olarak baskilanirken (p<0,01), E grubunda

bir fark gézlenmedi.
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Sekil 4.11. Gastrokinemius diren¢ damarlarinin  vazopresin (Vaz) aracili kasilma yanitlar. A:
HETO0016 (HET) varliginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™*? - 3x10”" M dozlarda
Vaz'ne karsi verilen kasilma yanitlart. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlart (Emax). Gruplar
aras1 Vaz’ne verilen kasilma yant farki *p<0,05, *** p<0,001. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup
ici kasilma yanit farki ## p<0,01, ### p<0,001.

4.3.4. Gastrokinemius Diren¢ Damarlar1 Anjiyotensin II Kasilma Yamti

11 _ 10® M dozlarda anjiyotensin Il (Ang 11)’ye karsi

Damarlarin kiimiilatif olarak 10
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitérii HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.12. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yaniti K grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,001). 20-HETE
tiretimi inhibisyonu sonrast K ve E gruplarinda anlamli kasilma baskilanmasi
saptandi (sirasiyla p<0,01, p<0,001). Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax)
incelendiginde (Sekil 4.12. B), K ve E gruplan arasinda Emax kasilma degerleri
acisidan bir fark saptanmadi. 20-HETE iiretim inhibisyonu sonrast her iki grupta da

anlamli Emax kasilma baskilanmasi saptandi (p<0,001).

A B
1007 = K 100~
80

- 80 #ittt HHt
S 604 T ——
£ % 60-
& 407 =
O W 404

204

11 10 9 8 7 6 ' '

- log [Ang 1] M. K K-HET E E-HET
Sekil 4.12. Gastrokinemius direng damarlarmin anjiyotensin II (Ang II) aracili kasilma yanitlari. A:
HET0016 (HET) varliginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™ - 10® M dozlarda Ang
II' ye kars1 verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yamitlar1 (Emax). Gruplar arasi
Ang II’ye verilen kasilma yanit farki *** p<0,001. HET0016 inkiibasyonu sonrast grup i¢i kasilma
yanit farki ## p<0,01, ### p<0,001.

56



4.3.5. Gastrokinemius Diren¢ Damarlar1 Tromboksan A2 agonisti Kasilma
Yamt1

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™° — 10° M dozlarda tromboksan A2 agonistine (U-
46619) kars1 verdikleri kasilma yamitlari 20-HETE {iretim inhibitori HET0016
inkiibasyonu oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.13. A). E grubu doz yanit
egrisi kasilma yanit1 K grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,01).
20-HETE {iretimi inhibisyonu sonras1 K ve E gruplarinda anlamli bir fark
saptanmadi. Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax) incelendiginde (Sekil
4.13. B), K ve E gruplart arasinda Emax kasilma degerleri agisidan bir fark
gozlenmedi. 20-HETE iiretim inhibisyonu sonrasi K ve E gruplarinda anlamli Emax

kasilma baskilanmasi saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,01).
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Sekil 4.13. Gastrokinemius diren¢ damarlarinin tromboksan A2 agonisti (U-46619) aracili kasilma
yanitlari. A: HET0016 (HET) varhiginda ve yoklugunda damarlarin kiimilatif olarak 10-° - 10% M
dozlarda U-46619'a kars1 verilen kasilma yanitlar. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax)
Gruplar arast U-46619’a verilen kasilma yanit farki ** p<0,01. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup
ici kasilma yanit farki ## p<0,01, ### p<0,001.

4.3.6. Gastrokinemius Diren¢ Damarlar: Asetilkolin Gevseme Yaniti

Submaksimal dozda Phe ile kasiimay: takiben damarlarin kiimiilatif olarak 10 —
3x10° M dozlarda asetilkoline (Ach) karsi verdikleri gevseme yanitlari 20-HETE
tiretim inhibit6érii HET0016 inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasinda kaydedildi. Doz yanit
egrileri gevseme yanit1 ve Emax degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.14.).

57



1004 -= K 100+

804

604

Gerim (%)
Emax

404

204

T T
K K-HET E E-HET

- log [Ach] M

Sekil 4.14. Gastrokinemius diren¢ damarlarinin asetilkolin (Ach) aracili gevseme yamtlari. A:
HETO0016 (HET) varhiginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10 - 3x10° M dozlarda
Ach’ne karg1 verilen gevseme yanitlari. B: Damarlarin maksimal gevseme yanitlar1 (Emax).

4.3.7. Gastrokinemius Diren¢ Damarlart HET0016 Doz Yaniti

Submaksimal dozda fenilefrin ile kasilmayi takiben damarlarin kiimiilatif olarak 10°-
3x10®° M dozlarda HET0016’ya kars1 verdikleri gevseme yanitlari kaydedildi. E
grubu doz yanit egrisi gevseme yanitt K grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik
bulundu (Sekil 4.15. A). Damarlarin maksimal gevseme yanitlart (Emax)
incelendiginde (Sekil 4.15. B), E grubu Emax degeri K grubuna oranla anlaml
olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.15. Gastrokinemius direng damarlarinin HET0016 aracili gevseme yanitlari. A: Damarlarin
kiimiilatif olarak 10 — 3x10"° M dozlarda HET0016’ya kars1 verilen gevseme yanitlari. B: Damarlarin
maksimal gevseme yamitlar1 (Emax). Gruplar aras1 Ach’ne verilen gevseme yanit farki * p<0,05

4.4. Exvivo Calisma Mezenter Yatak Diren¢ Damarlar1 Yanitlar

4.4.1. Mezenter Diren¢ Damarlar1 Noradrenalin Kasilma Yamiti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda noradrenaline (NA) karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu

oncesi ve sonrasinda kaydedildi. Doz yanit egrileri kasilma yanitt ve Emax degerleri
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incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil
4.16.).

1507 -= K 150-

1004
100

Gerim (%)
Emax

50
50

T T
K K-HET E E-HET
- log [NA] M

Sekil 4.16. Mezenter diren¢ damarlarinin noradrenalin (NA) aracili kasilma yanitlari. A: HET0016
(HET) varliginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10 - 3x10° M dozlarda NA'e karsi
verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlari (Emax).

4.4.2. Mezenter Diren¢ Damarlar1 Fenilefrin Kasilma Yanit1

Damarlarin kiimiilatif olarak 10° — 3x10° M dozlarda fenilefrine (Phe) kars1
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi. Doz yanit egrileri kasilma yaniti ve Emax degerleri

incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil

4.17.).
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Sekil 4.17. Mezenter direng damarlarinin fenilefrin (Phe) aracili kasilma yanitlari. A: HET0016
(HET) varhginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10”° - 3x10° M dozlarda Phe’ne kars
verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlari (Emax).

4.4.3. Mezenter Diren¢ Damarlar1 Vazopresin Kasilma Yamti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™? - 3x107 M dozlarda vazopresine (Vaz) karsi
verdikleri kasilma yanitlari 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.18. A). E grubu doz yanit egrisi kasilma
yanitt K grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,001). 20-HETE
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iretimi inhibisyonu sonras1 her iki grupta anlamli kasilma baskilanmas1 saptandi
(p<0,001). Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax) incelendiginde (Sekil
4.18. B), K ve E gruplar1 arasinda Emax kasilma degerleri a¢isidan bir fark
gozlenmedi. 20-HETE {iretim inhibisyonu sonrasi her iki grupta da anlamli Emax

kasilma baskilanmas1 saptandi (p<0,001).
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Sekil 4.18. Mezenter diren¢ damarlarinin vazopresin (Vaz) aracili kasilma yanitlart. A: HET0016
(HET) varliginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 102 - 3x10”" M dozlarda Vaz'ne kars:
verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar arasi Vaz’ne
verilen kasilma yanit farki *** p<0,001. HET0016 inkiibasyonu sonrasi grup i¢i kasilma yanit farki
### p<0,001.

4.4.4. Mezenter Diren¢ Damarlar1 Anjiyotensin II Kasilma Yaniti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™ — 10° M dozlarda anjiyotensin 1l (Ang I1)’ye karsi
verdikleri kasilma yanitlar1 20-HETE iiretim inhibitéri HETO0016 inkiibasyonu
oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.19. A). K ve E gruplan arasinda doz yanit
egrisi kasilma yanitilar1 acisidan bir fark gézlenmedi. 20-HETE {iretimi inhibisyonu
sonrast K ve E gruplarinda anlamli kasilma baskilanmasi1 saptandi (sirasiyla
p<0,001, p<0,05) anlamli olarak azalma saptandi. Damarlarin maksimal kasilma
yanitlar1 (Emax) incelendiginde (Sekil 4.19. B), K ve E gruplar1 arasinda Emax
kasilma degerleri agisidan bir fark gézlenmedi. 20-HETE {iretim inhibisyonu sonrasi

her iki grupta da anlamli Emax kasilma baskilanmasi saptandi (p<0,05).
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Sekil 4.19. Mezenter diren¢ damarlarinin anjiyotensin II (Ang II) aracili kasilma yanitlari. A:
HET0016 (HET) varliginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™ - 10® M dozlarda Ang
II' ye kars1 verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar arasi
Ang IT’ye verilen kasilma yanit farki ** p<0,01. HET0016 inkiibasyonu sonras1 grup i¢i kasilma yanit
farki # p<0,05, ### p<0,001.

4.4.5. Mezenter Diren¢ Damarlar1 Tromboksan A2 agonisti Kasilma Yaniti

Damarlarin kiimiilatif olarak 10™° — 10° M dozlarda tromboksan A2 agonistine (U-
46619) karst verdikleri kasilma yanitlart 20-HETE dretim inhibitéri HET0016
inkiibasyonu Oncesi ve sonrasinda kaydedildi (Sekil 4.20. A). E grubu doz yanit
egrisi kasilma yanit1 K grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,01).
20-HETE iiretimi inhibisyonu sonrast K ve E gruplarinda anlamli bir fark
saptanmadi. Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax) incelendiginde (Sekil
4.20. B), E grubu Emax degeri K grubuna oranla anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0,001). Her iki gruptada 20-HETE f{iretim inhibisyonunun U-46619 yanitlarinda

bir etkisi gozlenmedi.
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Sekil 4.20. Mezenter direng damarlariin tromboksan A2 agonisti (U-46619) aracili kasilma yanitlari.
A: HET0016 (HET) varhginda ve yoklugunda damarlarin kiimiilatif olarak 10™° - 10° M dozlarda U-
46619'a kars1 verilen kasilma yanitlari. B: Damarlarin maksimal kasilma yanitlar1 (Emax). Gruplar
aras1 U46619’a verilen kasilma yanit fark: ** p<0,01.
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4.4.6. Mezenter Diren¢ Damarlar Asetilkolin Gevseme Yaniti

Submaksimal dozda Phe ile kasiimay: takiben damarlarin kiimiilatif olarak 10 —
3x10®° M dozlarda asetilkoline (Ach) kars1 verdikleri gevseme yanitlar1 20-HETE
tiretim inhibitérii HET0016 inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasinda kaydedildi. Doz yanit
egrileri kasilma yaniti ve Emax degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark bulunmad (Sekil 4.21.)
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Sekil 4.21. Mezenter direng damarlarinin asetilkolin (Ach) aracili gevseme yanitlari. A: HET0016
(HET) varhginda ve yoklugunda damarlarmn kiimiilatif olarak 10 - 3x10° M dozlarda Ach’ne karst
verilen gevseme yanitlari yanitlari. B: Damarlarin maksimal gevseme yanitlar1 (Emax) Gruplar arasi
Ach’ne verilen gevseme yanit farki.

4.4.7. Mezenter Diren¢ Damarlar1 HET0016 Doz Yamti

Submaksimal dozda fenilefrin ile kasilmay1 takiben damarlarin kiimiilatif olarak 107°-
3x10° M dozlarda HET0016’ya kars1 verdikleri gevseme yanitlar kaydedildi. Doz
yanit egrileri ve Emax degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadi (Sekil 4.22.).

A B
100n = K 80—
e E
80
9 60
S i
E 60+
3
D
@ 40+ g 407
5 i
© 20+ 204
0_
r T T T T 1 0 T T
9 8 7 6 5 4 K E

- log [Het0016] M

Sekil 4.22. Mezenter direng damarlarinin HET0016 aracili gevseme yanitlari. A: Damarlarin
kiimiilatif olarak 10 — 3x10° M dozlarda HET0016’ya kars1 verilen gevseme yanitlari. B: Damarlarin
maksimal gevseme yanitlart (Emax).
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45. Damar Yamtlarimn Ozet Degerlendirilmesi

Torasik aorta, gastrokinemius ve mezenterik diren¢ damarlarindan elde edilen
kasilma ve gevseme yanitlar1 bir tablo seklinde 6zetlenmistir (Tablo 4.1.). Tabloda E
grubu doz yanitlarinda veya Emax degerlerinde K grubuna kiyasla anlamli azalma

(I3

“|” isareti ile, gruplar aras1 fark olmamasi ise isareti ile gosterilmistir. Ayni

sekilde gruplarin 20-HETE iiretim inhibitérii HET0016 inkiibasyonu sonrasinda doz
yanitlarinda veya Emax degerlerinde anlamli azalma “|” isareti ile, fark olmamasi

ise isareti ile gOsterilmistir.

Tablo 4.1. Ozet tablo

Torasik aorta Gastrokinemius Mezenter

Ajan K&E K&K-HET E&E-HET K&E K&K-HET E&E-HET K&E K&K-HET E&E-HET
NA ! l - 4 ! ! - - -
Phe ! - - ! ! sy - - -
Vaz - ! ! ! ! - ! ! !
Ang Il - ! ! ! ! ! E ! !
Tbx y 47 4 ‘& T -
Ach - - — - - - - = -
HET0016  — l -

4.6. Vaskiiler Dokuda 20-HETE Uretimi ve Diizeyi

4.6.1. Vaskiiler Dokuda CYP4A Ekspresyonu

20-HETE iiretiminden sorumlu enzim olan CYP4’nin ekspresyonu torasik aorta,
gastrokinemius ve mezenter direng damarlarinda 6lgiildii. CYP4A protein miktari
ayni dokuda Olgiilen PB-aktin miktarma oranlandi. Sonuglar degerlendirildiginde
torasik aorta (Sekil 4.23. A) ve gastrokinemius direng damarlarinda (Sekil 4.23. B) E
grubunda K grubuna kiyasla CYP4A ekspresyonunda anlamli azalma bulundu
(p<0,05). Mezenter diren¢ damarlarinda ise istatiksel olarak anlamli bir farka
rastlanmadi (Sekil 4.23. C).
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Sekil 4.23. Torasik aorta, gastrokinemius ve mezenter direng damarlarinda CYP4A ekspresyonu. K
grubundan fark, * p<0,05.

4.6.2. Vaskiiler Dokuda 20-HETE Diizeyi

Torasik aorta, mezenter ve gastrokinemius diren¢ damarlarinda 20-HETE miktari
degerlendirildi. Gastrokinemius direng damarlarindaki 20-HETE miktarinda E
grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak azalma saptanirken (p<0,05) (Sekil
4.24.B), diger damarlarda gruplar aras1 bir fark gézlenmedi (Sekil 4.24. A ve C).
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Sekil 4.24. Torasik aorta (A), mezenter (B) ve gastrokinemius direng damarlarinda (C) 20-HETE
miktar1. K grubundan fark, * p<0,05.

4.7.  Vastus lateralis Kasinda Sitrat Sentaz Aktivitesi

Hayvanlardan alinan kirmizi vastus lateralis kasinda sitrat sentaz enzim aktivitesi
sonuglar1 Sekil 4.25.’de degerlendirildi. E grubunun sitrat sentaz aktivitesi (62,22 +
2,23 uM.g yas doku™.dk™) K grubuna (51,56 + 1,76 uM.g yas doku™.dk™) kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek saptandi (p<0,01).
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Sekil 4.25. Vastus lateralis kasinda sitrat sentaz enzim aktivitesi. K grubundan fark ** p<0,01
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5. TARTISMA

Yapilan diizenli fiziksel aktiviteler sonucunda viicudumuzda ¢esitli dokularda olusan
bircok uyum vardir ve bu konu énemli 6l¢ilide bilgi birikimine ragmen halen ayrintili
olarak incelenmeye devam etmektedir. Egzersizin organizmada yarattigi bu siirecte
kardiyovaskiiler sistem ©On planda uyum gosteren yapidir. Kardiyovaskiiler
adaptasyonlarin en onemli gostergelerinden biri de, diizenli fiziksel aktiviteler
sonrasinda hem saglikli bireylerin hem de hipertansif hastalarin dinlenim kan
basinglarinda goriilen diististiir (Whelton ve ark., 2002; Cornelissen ve Smart, 2013;
Huang ve ark., 2013; Semlitsch ve ark., 2013). Arastirmalar egzersize bagli olarak
damar endotelinde NO basta olmak iizere gevsetici maddelerin salgilarinin artisi
olmasi yaninda, damar diiz kasinin vazokonstriktér uyaranlara karsi yanitinin da
azaldigin1 gostermistir (Chen ve ark., 1994; Chen ve Chiang, 1996; Chen Hi ve ark.,
1996; Green ve ark., 2004; Thijssen ve ark., 2008; Di Francescomarino ve ark., 2009;
Thijssen ve ark., 2010). Diizenli fiziksel aktiviteler sonrasinda istirahat kosullarinda
vaskiiler tonustaki degisikliklerde bir¢ok mediatoriin katkisi Dbilinirken, lokal
dolagimin diizenlenmesinde katkist bulunan 20-HETE i¢in herhangi bir g¢alisma
bulunmamaktadir. Yaptigimiz bu c¢alismanin in vivo kisminda, diizenli yiizme
egzersizi ile antrene hale getirilen sigcanlarda 20-HETE nin kan basinci {izerine etkisi
ortaya kondu. Calismanin ex vivo olarak tasarlanan kisminda ise si¢anlarin iskelet
kas1 ile mezenter yataga ait direng damarlar1 ve torasik aortalarinda 20-HETE’nin
vaskiiler kasilma ve gevseme yanitlarindaki degisimleri gosterildi. Ayrica bu
damarlarda iretilen 20-HETE miktar1 ve 20-HETE iiretiminden sorumlu enzim

CYPA4A ekspresyonu saptanarak, goriilen degisimlere agiklama getirilmeye ¢alisildi.

20-HETE Uretimi inhibisyonunun Kan Basincina EtKisi

Diizenli egzersizin kan basincini digiiriicii etkisi uzun yillardan beri bilinmesine
ragmen, bu etkinin altinda yatan mekanizmalarin hepsi halen tam olarak
aydmlatilamamistir. Kan basinci, kalbin kani sistemik dolasima pompalamasiyla
arteryel sisteme giren kanin arterler ilizerinde olusturdugu basingtir. Ortalama arter
basinci kardiyak debi ve total periferik direng (TPR) ile belirlendiginden, diizenli
egzersizden sonra arteryel basingtaki azalmalar, bu degiskenlerin birinde veya her
ikisindeki azalmalar aracili olmaktadir. Saglikli antrene bir bireyde dinlenim kalp

debisinde diisiis, genellikle diizenli egzersiz periyodlar1 sonrasinda beklenen bir

67



durum degildir; bu nedenle azalmis TPR, egzersizden sonra dinlenim kan
basincindaki diisiisiin temel mekanizmasi olarak goriilmektedir. TPR'deki azalmalar
oncelikle damar capindaki degisikliklerle iliskilidir. Damar ¢apindaki olas1 kiiciik
degisiklikler vaskiiler direng tizerinde olduk¢a onemli bir etkiye sahiptir (Korthuis,
2011). Egzersiz sonrasinda vaskiiler direncin azalmasi ndrohumoral, yapisal
adaptasyonlar ve vazoaktif uyaranlara karsi degisen vaskiiler yanit vasitasiyla

gerceklesir (Hellsten ve Nyberg, 2015; Green ve ark., 2017).

Kan basincinin uzun dénemli kontroliinde diizenli yapilan egzersiz ¢ok biiyiikk dnem
tasimaktadir. Diizenli fiziksel aktivite yapan ve bunu bir yasam tarzi haline getiren
kisilerde ytiksek kan basinci goriilme olasiligi daha az olmaktadir. Saglikli bireylerde
egzersizin kan basincina olumlu katkilar1 yaninda, egzersiz hipertansiyonu 6nlemede
ve tedavi etmede oldukga basarili yaklasimlardan biridir. Egzersizin hem hipertansif
hem de normotansif kisilerde kan basincini dislirdigii bircok ¢alismada
gosterilmistir (Kelley ve ark., 2001; Whelton ve ark., 2002; Cornelissen ve Fagard,
2005; Cornelissen ve Smart, 2013; Huang ve ark., 2013; Semlitsch ve ark., 2013).

Egzersizin kan basincini disiiriicii etkisinde ileri siiriilen mekanizmalardan biri de
vaskiiler tonusa etki eden vazodilator ve vazokonstriktor etkili endojen mediatorlerin
arasindaki dengenin vazodilatasyon yoniine dogru egilim gdstermesidir. Iletim tipi
damarlarda Phe, NA, Ang Il, PGF,,, ve KCI; koroner damarlarda ET-1 ve U-46619;
iskelet kas1 damarlarinda ise Phe, NA, Ang II ve KCI kasilma yanitlarinda egzersiz
sonucunda azalma, Ach ve akim aracili gevseme yanitlarinda ise artig saptanmistir

(Tablo 2.2).

20-HETE bir¢ok damar dokusunda vazokonstriktor etkili oldugu bilinen, CYP4A
enzimi tarafindan iiretilen endojen bir mediatordiir. Cesitli deneysel hipertansiyon
modellerinde 20-HETE’nin hipertansiyon gelisimine yol ag¢tigi bildirilmistir (Dunn
ve ark., 2008; Williams ve ark., 2010; Wu ve ark., 2011; Wu ve Schwartzman,
2011). Yapilan ¢alismalar sonucu 20-HETE’nin renal (Ma ve ark., 1993; Imig ve
ark., 1996; Sun ve ark., 1998; Alonso-Galicia ve ark., 1999), mezenterik (Wang ve
ark., 2001), serebral (Harder ve ark., 1994; Harder ve ark., 1998; Gebremedhin ve
ark., 2000) ve iskelet kas1 damarlarinda (Harder ve ark., 1996; Kunert ve ark., 2001)
etkili bir vazokonstriktér oldugu gosterilmistir (Roman, 2002; Pat Kunert ve

Drenjancevic, 2011). Diizenli egzersiz sonrasi birgok mediyatoriin vaskiiler tonusa

68



katkisi bilinirken lokal dolasimin diizenlenmesinde yeri olan 20-HETE ile ilgili

herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Bu baglamda ¢alismamizda egzersiz sonucu 20-HETE nin vaskiiler tonusa katkisinin
azalabilecegi gz Oniinde bulunduruldugunda, bu etkinin kan basincina ne sekilde
yanstyacagl arastirilmistir. Calismamizin in vivo olarak tasarlanan kisminda E ve K
grubu hayvanlarin kan basinglar1 bazal diizeyde ve 20-HETE biyosentezinin
inhibisyonu  sonrasinda  degerlendirildi.  Gruplarin bazal kan basinglar
kiyaslandiginda fark gozlenmedi. Diizenli fiziksel aktivite sonucu saglikli bireylerde
birgok olumlu vaskiiler adaptasyon olusmakla birlikte, bu durum her zaman kan
basinci degerine yansimayabilir. Benzer olarak deney hayvanlarinda da egzersiz kan
basincinda oOl¢iilebilir bir diisiise neden olmamakla birlikte bir ¢ok olumlu vaskiiler
adaptasyon gozlenebilmektedir (Kuru ve ark., 2009; Jia ve ark., 2014; Ulker ve ark.,
2017). Calismamizda her iki grubun bazal kan basinglari arasinda fark olmamasina
ragmen, 20-HETE iiretimi inhibitoriine verdikleri yanit goz Oniline alindiginda
oldukga carpict bir sonuca ulasildi. 5-15 ve 30. dakikalarda alinan kan basinci
kayitlarinda hem K hem de E gruplarinda anlaml azalma gozlendi. Fakat kan
basincindaki bu diislis, K grubunda daha belirgindi. E grubunda gozlenen kan
basincindaki azalma K grubuna kiyasla anlamli olarak daha diigiiktii. Bu sonug
literatiirde ilk defa diizenli fiziksel aktiviteler ile antrene hale gelen si¢anlarda,
vazokonstriktor bir endojen mediator olan 20-HETE’nin kan basincinin

diizenlenmesine olan katkisinin azaldigini gostermesi bakimindan énemlidir.

Calismamizin ilk adiminda diizenli egzersizlere bagli 20-HETE’ nin kan basincinin
diizenlenmesindeki katkisinin azalmasinin ortaya konmasmdan sonra, bunun
mekanizmasini arastirmak i¢in damarlarin  vaskiiler tonusa olan katkisinin

arastirilmasi hedeflenmistir.

20-HETE Uretimi inhibisyonunun Vaskiiler Yamtlara Etkisi

Herhangi bir dokudaki kan akimini perflizyon basinci ile (arteriyel ve venoz
basinglar arasi fark) o dokunun damar direnci belirler. Genellikle perfiizyon basinci
dar sinirlar ig¢inde tutuldugundan, kan akimini 6nemli 6l¢iide belirleyen damar
direncidir (Thomas ve Segal, 2004). Bir¢ok doku gibi kas dokusunda da damar
direnci biiyiik ol¢iide cap1 10 ile 500 pm arasinda degisen diren¢ damarlarinin

fonksiyonu olarak karsimiza ¢ikar (Green ve ark., 1996). Doku gereksinimine gore
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diren¢ damarlari, tonusunu degistirerek kan akimini ayarlayabilir (metabolik teori)
(Secomb, 2008). Diger yonden arteriyel kan basmcinin doku diizeyine inmeden
diisiiriildiigli en 6nemli basamak da diren¢ damarlaridir. Direng damarlart hem doku
kan akimia etkisi hem de sistemik kan basincimi diizenlemedeki etkisi yiiziinden
kritik bir 6neme sahiptir (Bagher ve Segal, 2011). Diren¢ damarlarinin hem doku
kanlanmasina etkisi hem de sistemik kan basincini diizenlemedeki etkisi yiiziinden
fonksiyonundaki degisiklikleri arastirmak birgok fizyolojik veya fizyopatolojik
mekanizmaya 151k tutar. Damarlar iizerinde organ banyolarinda yapilan ¢alismalarda
genellikle biiyiik iletim veya besleyici tip arterler incelenebilmektedir (Jespersen ve
ark., 2015). Fakat bunlarin yanitlarindaki degisikliklerin doku perfiizyonu veya kan
basincina ne diizeyde etki ettigi onemli bir elestiri konusudur. Diren¢ damari
denilebilecek diizeydeki kii¢iik arter (100 - 500 um) yanitlarinin incelenmesi
miyograflarda miimkiin olmaktadir (Falloon ve ark., 1995; Spiers ve Padmanabhan,
2005; del Campo ve Ferrer, 2015). Miyografta ¢esitli vazoaktif maddelere karsi
damarin verdigi kasilma ve gevseme yanitlari izometrik kuvvet transdiiserleriyle
kaydedilmektedir (del Campo ve Ferrer, 2015). Bu calismada incelemek igin {i¢
farkll damar segmenti sectik. iletim tipi biiyiik bir arter olan ve yaklasik cap1 2-2,5
mm arasindaki torasik aort halkalarmin yanitlar1 klasik organ banyosu kullanilarak
elde edildi. Cap1 200-240 um arasinda degisen gastrokinemius ¢izgili kasi direng
damarlar1 ve caplar1 200-220 um arasinda degisen mezeter yatak direng damarlar
yanitlari ise telli miyograf kullanilarak kaydedildi. Gastrokinemius ¢izgili kas direng
arteri, fiziksel aktiviteye bagli adaptasyon gosteren damar yatagi oldugu igin
calismamizda kullanildi. Egzersiz sirasinda inaktif olan dokularin damar
yanitlarindaki degisikliklerin incelenebilmesi ic¢in ise mezenter yatak direng
damarlar1 kullanildi. Bu iki diren¢ damarina ek olarak iletim tipi olan torasik aorta

calismamiza dahil edildi.

Diizenli yapilan fiziksel aktivitelere bagli kardiyovaskiiler adaptasyonlarin en
belirgin olanlar1 vaskiiler tonus diizenlenmesinde gerceklesirken, diren¢ damarlar1 bu
konuda oncelikli olarak yer almaktadir (Sun ve ark., 1994; Sun ve ark., 1998;
Laughlin ve ark., 2004; Jasperse ve Laughlin, 2006; Donato ve ark., 2007; Behnke ve
ark., 2012; Roque ve ark., 2013; Muller-Delp ve ark., 2017). Egzersiz yaparken 6n
planda c¢alisan iskelet kasinin diren¢ damarlarindaki degisiklikler tiim vaskiiler

sistemi etkileyebilecek diizeye kadar gelebilmektedir. Caligmamizda bu olast
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degisikligi gastrokinemius direng¢ damarlarin1 inceleyerek ortaya koymayi
hedefledik. 20-HETE iiretimi inhibisyonu sonucu kan basincinin egzersiz grubunda
anlaml diizeyde baskilanmasi, 20-HETE nin iskelet kas1 diren¢ damar1 tonusundaki
katkisinin da incelenmesini gerektiriyordu. Bu nedenle damarlarin kiimiilatif olarak
artan dozlarda HET0016’ya verdikleri yanit degerlendirildi. HET0016 ile CYP4A
enziminin inhibisyonu sonucu 20-HETE iiretiminin engellenmesiyle, gastrokinemius
direng arterlerinde egzersiz grubunda kontrol grubuna gore 20-HETE’nin
vazokonstriksiyona katkisinin daha az oldugu goézlendi. Beden agirliginin yaklasik
%40 ile en biiyilk dokuyu olusturan ¢izgili kaslarin diren¢ damarlarinda 20-
HETE’nin vazokonstriktdr etkisinin egzersize bagli olarak azalmasi, kan basinci
sonuclart ile paralellik gosteriyordu. Diger yonden bu yanit egzersizde inaktif doku
ornegi olarak kullanilan mezenter damarlarda yoktu. HET0016 doz yanit egrisi, hem
kontrol hem de egzersiz grubunda birbirinden farkli degildi. Mezenter damarlara
benzer olarak bir iletim tipi arteri olan torasik aortada da 20-HETE {iretimi

inhibisyonu kontrol ve egzersiz grubunda farkli saptanmadi.

20-HETE damarlarda vazokonstriksiyona temel olarak iki sekilde katkida
bulunmaktadir. Ilki 20-HETE’nin én planda Ca*? ile aktive olan iletkenligi biiyiik K*
kanallarinin  inhibisyonuna neden olarak olusturdugu, dogrudan goriilen
vazokonstriktif etkidir. Ikincisi ise baz1 vazokonstriktér maddelere bagl olarak, 20-
HETE iiretiminin artarak bu maddelerin etkinligini arttirmasidir (Fan ve ark., 2016).
Arastirmamizda  20-HETE’nin  ozellikle  gastrokinemius  damarlarindaki
vazokonstriktif etkisinin azaldigini ortaya koyduktan sonra; NA, Phe, Vaz, Ang Il ve
Thx gibi vazokonstriktif etkisi iyi bilinen maddelerin yanitlarma 20-HETE’nin

katkist her iki grupta incelendi.

Gastrokinemius diren¢ damarlarinda her iki grubun vazokonstriktif ajanlara verdigi
bazal kasilma yanitlar1 incelendiginde, egzersiz grubunda NA, Phe, Vaz, Ang II ve
Tbx kasilma yanitlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
baskilanmis olarak saptandi. Diizenli fiziksel aktivitelere bagli olarak cesitli damar
yataklarinda vazokonstriktif maddelere olasi yanit azalmas1 oldukga sik gbzlenen bir
durumdur. Tablo 2.2 de ayrintili olarak incelendigi gibi, literatiirde egzersiz sonucu
vazokonstriktif mediatorlere karsi farkli damar yataklarinin  yanitlart gesitlilik

gosterse de, egzersizde on planda calisan iskelet kasi damarlarinda 6zellikle Phe,
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NA, Ang IlI, ET-1 ve KCI gibi maddelere kars1 diizenli fiziksel aktiviteler sonucu
kasilma yanitlarinda baskilanma gbze ¢arpmaktadir (Laughlin ve ark., 2004; Donato
ve ark., 2005; Brothers ve ark., 2006; Donato ve ark., 2007; Thijssen ve ark., 2007).
Kontrol grubunda gastrokinemius arterlerinde incelenen tiim vazokonstriktorlerin
(NA, Phe, Vaz, Ang II, Tbx) kasilma yanitlarinda 20-HETE iiretimi inhibisyonu
sonucu vazokonstriktor etkinin azaldigi gozlendi. Bu sonuglar ¢esitli
vazokonstriktorlerin kasilma yanitinin olusumunda 20-HETE’nin katkisini gésteren
ve literatiirde de ortaya konulan bir durumdur (Oyekan ve ark., 1997; Chu ve ark.,
2000; Zhang ve ark., 2001; Cambj-Sapunar ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2004)
Ancak c¢alismamizin orjinal bir bulgusu olarak, Phe ve Vaz kasilma yanitlarinin
olusumunda egzersiz grubunda 20-HETE nin bir katkisinin olmadig1 gbzlendi. Fakat
NA, Ang II, Tbx’in kasilma yanitlarina 20-HETE’nin katkis1 egzersiz grubunda
devam ediyordu.

Egzersiz sirasinda inaktif dokuya 6rnek olarak segilen splanik alan direng damarlari
olan mezenter direng arteri yanitlarinda, kontrol ve egzersiz gruplar1 arasinda belirgin
bir yanit farki gézlenmedi. Mezenter diren¢ damarlarinda NA, Phe ve Tbx kasilma
yanitlarinda hem kontrol hem de egzersiz grubunda 20-HETE’ nin katkis1 yokken,
Vaz ve Ang II kasilma yanitlarinda her iki grupta 20-HETE nin kasilma yanitlarina
benzer diizeyde katkis1 saptandi. Iletim tipi arter olarak inceledigimiz torasik aortada
Phe ve Tbx kasilma yanitlarina her iki grupta 20-HETE nin katkisi yokken, Vaz ve
Ang Il kasilma yanitlarinda her iki grupta benzer sekilde 20-HETE’nin katkist
oldugu gozlendi. Ancak torasik aortada NA kasilma yaniti diger vazokonstriktor
maddelere gore ayricalik gosterdi. 20-HETE’nin kontrol grubunda NA kasilma
yanitlarina katkis1 oldugu halde, yiizme egzersizi ile antrene hale getirilen si¢anlarda
bu katkinin ortadan kalktig1 gozlendi. Torasik aortadaki NA sonucuna ragmen 20-
HETE’nin ¢esitli vazokonstriktif ajanlarin kasilma yanitlarina katkis1 bakiminda hem
torasik aortada hem de mezenter damarlarda diizenli yapilan fiziksel aktivitenin bir
fark yaratmadigini sdyleyebiliriz. Bu iki damar yanitlari incelendiginde 6zellikle Ang
Il ve Vaz kasilma yanitlarina 20-HETE katkis1 bulunmakta idi. Mezenterik arterlerde
20-HETE fdiretimi inhibisyonu sonucu Vaz ve Ang Il kasilma yanitinin azaldigi
dikkat g¢ekmektedir (Chu ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2001) Calismamizda
incelenen her li¢ damar segmentininde Ach gevseme yanitlarina olan etkisi de

arastirildi. Her tic damar segmentinde gruplar arasinda bir fark bulunmadi.
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Diizenli fiziksel aktiviteye bagli antrene hale gelen hayvanlarin kan basinglarinin
reglilasyonuna vazokonstriktif bir mediator olan 20-HETE’nin katkisinin
azalmasinin, blyiik Olclide iskelet kasi diren¢ damarlarindaki 20-HETE’nin
vazokonstriktif etkisinin azalmasina bagli oldugu arastirmamizin ikinci asamasinda
ortaya konmus oldu. Bu asamadan sonra egzersizde 20-HETE vazokonstriksiyon
yanit1 azliginin nedenini ortaya koyabilmek i¢in, damarlarin 20-HETE diizeyi ve 20-
HETE iiretiminden sorumlu olan CYP4A enzimi diizeyi acisinda degerlendirilmesi

yapilmustir.

20-HETE Uretimindeki Degisiklikler

20-HETE diizeyi 6l¢iimii 6zellikle hipertansiyon c¢aligmalarinda mekanizmaya 151k
tutmasi agisindan yol gosterici olabilmektedir (Singh ve ark., 2007; Dunn ve ark.,
2008). Biz de ¢alismamizda inceledigimiz damarlarin bazal 20-HETE diizeylerini
belirleyerek, 20-HETE kasilma yanitlarindaki azalmay: agiklamaya galistik. Torasik
aort ve mezenter diren¢ damarlarinda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
seviyede 20-HETE diizeyi farki saptanmadi. Ancak gastrokinemius direng
arterlerinde 20-HETE diizeyi egzersiz grubunda anlamli olarak daha diisiik saptandi.
Bu durum gastrokinemius diren¢ damarlarinda 20-HETE’nin dogrudan kasici
etkisindeki ve c¢esitli vazokonstriktif ajanlarin kasict etkisine yaptigi katkinin

azalmasin destekler yonde idi.

Organizmada 20-HETE diizeyi, sentezindeki degisiklikler veya metabolizmasindaki
degisiklikler iizerinden olacaktir. Arastirmamizin son asamasinda 20-HETE
tiretiminden sorumlu enzim olan CYP4A’nin protein diizeyi damar segmentlerinde
belirlendi. 20-HETE diizeyinin azaldig1 damar segmenti olan gastrokinemius direng
damarlarinda CYP4A enzimi protein diizeyi egzersiz grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptandi. Arastirmamizda tam olarak
aciklayamadigimiz unsurlardan bir tanesi CYP4A enzimi protein diizeyi egzersiz
grubunda mezenter direng arterlerinde farkli olmadig1 halde, torasik aortada egzersiz
grubuna gore daha disiikti. Torasik aortada 20-HETE’nin vazokonstriktif
etkinliginde egzersiz grubunda belirgin bir degisim saptanmasa da (NA kasilma
yanitinda azalma hari¢) CYP4A enzimi protein diizeyi azalmasi birbirini destekler

durumda degildi. Dahast CYP4A enzim diizeyindeki azalis 20-HETE bazal
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diizeyinin azalmasina yansimamisti, dogal olarak torasik aort 20-HETE yanitlarinda

bir azalma gozlenmedi.
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6. SONUC ve ONERILER

Vaskiiler tonusun diizenlenmesine katkida bulunan endojen mediatdrlerden biri olan
20-HETE’nin diizenli fiziksel aktivitelere baglh olarak vazokonstriktif katkisindaki
azalma ilk defa bu ¢alismada gosterilmistir. 20-HETE iiretimi inhibisyonu ylizme
egzersizi sonucu hem kan basincinda hem de gastrokinemius diren¢ damarlar
kasilma yanitinda azalmaya neden olmustur. 20-HETE’nin vazokonstriktif
etkinliginin fiziksel aktiviteye bagli olarak azalmasinin, 20-HETE {iretiminden
sorumlu olan enzim CYP4A protein miktarinin azalmasina bagli oldugu ortaya
konulmustur. Calismamizda fiziksel aktivitenin CYP4A enzim diizeyini nasil
disiirdiigti ile 1ilgili bir sonu¢ bulunmadigindan bu konunun arastirilmasinin

gerektigini diisiiniiyoruz.
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