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OZET

Hipertansiyon, giiniimiizde olduk¢a yaygin ve ciddi komplikasyonlara sebep oldugu i¢in {izerinde sik¢a
calisilan bir hastaliktir. Deneysel hayvan modelleriyle ¢alisilmasi ise hipertansiyon patogenezini, etiyolojisini,
komplikasyonlarini ve tedavi yollarini aragtirmak icin etkili bir yontemdir. Giiglii bir damar gevsetici olan nitrik
oksit (NO) iiretiminin bloke edildigi nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modeli
esansiyel hipertansiyon etiyolojisinde yer alan endotel disfonksiyonunu yansitmaktadir.

Ote yandan 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE) vaskiiler tonusun ve kan basmcimn
diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu vurgulanan bir ajandir. 20-HETE nin, vaskiiler dokuda vazokonstriktor ve
vazodilatdrlerin etkilerini degistirerek, ozellikle endotel disfonksiyonu ve oksidatif stres yaratarak periferik
vaskiiler direnci arttirdig1 ve kan basincin etkiledigi cesitli hipertansiyon modellerinde gosterilmistir. Ancak bu
konuda NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinde 20-HETE’nin kan basinci ve hem iletim hem
de diren¢ damarlarinin kasilma ve gevseme yanitlar tizerine etkisi aragtirildi. Bu amagla in-vitro ve tedavi
caligmast olarak iki ayr1 ¢alisma planlandi. In vitro ¢alismada kontrol ve hipertansiyon gruplar1 kullanildi. Tedavi
calismasinda ise kontrol, tedavi, hipertansiyon ve hipertansiyon+tedavi olmak iizere 4 grup olusturuldu.

Her iki ¢alismada da hipertansiyon, hayvanlarin igme sularma 5 hafta boyunca 25 mg.kg™.giin™ N,-
Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) ilavesiyle gergeklestirildi. Hayvanlarm kan basinglar
non-invaziv bir yontem olan kuyruktan 6lgiim yontemiyle yapildi. 20-HETE inhibitorii olan N-Hydroxy-N’-(4-
butly-2-methylphenyl)-formamidine (HETO0016) in vitro calismada damar banyosuna eklenirken tedavi
calismasinda tedavi gruplarina 10 mg.kg™.giin™ ip yolla son iki hafta boyunca uygulandi. Deney sonunda torasik
aort ve mezenter arterin 3. dali izole edilerek kasilma ve gevseme yanitlari organ banyosu ve telli miyograf
diizeneklerinde incelendi. Her iki ¢alismanin sonuglari birbirine paralellik gosterdi.

Hipertansif grupta L-NAME uygulamasi kan basincinda kontrol grubuna gore 6nemli artig yaratirken
HETO0016 tedavisi ile 6nemli olarak azalma gosterdi. Hipertansif gruplarda kontrol gruplarina kiyasla aortun
fenilefrin (Phe) ile kasilma yanitinda artis, asetilkolin (ACh) ile gevseme yanitinda azalma saptandi. HET0016
hem banyoya uygulandiginda hem de ip yolla verildigine bu yanitlarda hipertansif hayvanlarda 6nemli diizelmeye
neden oldu. Aortik halkalarin potasyum kloriir (KCl) aracili kasilma ve sodyumnitroprussid (SNP) aracili
gevseme yanitlar1 gruplar arasinda fark gostermedi ve banyoya HET0016 eklenmesiyle ya da HET0016 tedavisi
ile de degismedi.

Mezenter arterin 3. dali’nin KCl ve Phe aracili kasilma yanitlar1 gruplar arasinda benzer bulundu.
Banyo sivisinda HET0016 nin bulunmasi veya hayvanlara ip yolla verilmesi bu yanitlarda bir degisiklige neden
olmadi. Ote yandan bu damarlarm ACh aracili gevseme yamitlar1 hipertansif gruplarda kontrol gruplarina kiyasla
azalmis olarak bulundu. Ancak hem HETO0016 inkiibasyonu hem de tedavisi hipertansif gruplarda ACh aracili
gevseme yanitinda diizelmeye neden oldu. Hipertansif siganlarin SNP aracili gevseme yanitlart kontrol
grubundaki hayvanlarla benzer bulunurken, hem HET0016 inkiibasyonu hem de tedavisi, hipertansif gruplardan
elde edilen damarlarin SNP’ye cevaben olusturduklari gevseme yanitlarinda artisa neden oldu.

Sonug olarak 20-HETE inhibisyonu NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinde artmig
olan kan basincin1 6nemli diizeyde diisiirdii. 20 HETE nin inhibisyonu ile iletim tipi damarlarda agonist aracili
kasilma yanitlarinda azalma olugurken, gevseme yanitlari artis meydana geldi. Direng tipi damarlarda ise endotel
bagimli ve bagimsiz gevseme yanitlarinda artis izlendi. 20-HETE inhibisyonunun kan basincimi diisiiriicii
etkilerine, caliymamizda damarlar {izerine oldugu gosterilen gesitli etkilerin katkisinin bulundugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler : Hipertansiyon, L-NAME, 20-HETE, iletim, Direng



ABSTRACT

Hypertension is a disease, which has wide prevalence and serious complications nowadays, is worked
on frequently. Studying with experimental animal models is beneficial for understanding the pathogenesis,
ethiology and treatment of hypertension. inhibition of nitric oxide synthase causes hypertension and endothelial
dysfunction which indicates analog evidence with essantial hypertension.

20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE) is a very important mediator which regulates vascular
tone and blood pressure. It has been demonstrated in various experimental hypertension models that 20-HETE
causes enhancement of periferic vascular resistance and effects blood pressure through changing the effects of
various vasocontrictor and vasodilatator and causing endothelial dysfunction and oxydative stress. But these
effects has not been studied on inhibition of nitric oxide synthase hypertansion mode yet. In the present study, we
investigated the affects of 20-HETE on conductive and resistance arteries vasocontriction and vasodilation
responses and blood pressure in nitric oxide synthase inhibition hypertension model. We planned two distinct
studies which named as in vitro and in vivo (treatment) studies. In vitro study, control and hypertension groups
were used. In treatment study; control, treatment, hypertension and hypertension+treatment groups were
examined.

In both studies, animals drinked water which contained 25 mg.kg™.day™ N,-Nitro-L-arginine methyl
ester hydrochloride (L-NAME) during 5 weeks. Blood pressure of animals measured from tails with non-invasive
method. In in vitro study, 20-HETE inhibitor N-Hydroxy-N’-(4-butly-2-methylphenyl)-formamidine (HET0016)
added to tissue baths. In in vivo study, HET0016 enjected intraperitoneally at a dose of 10 mg.kg™.day? to
animals during last two weeks. At the end of experiment, aortic artery and third branch of mesenteric artery were
isolated. They studied on tissue wire myographes. Results of studies showed parallelism.

Blood pressure of hypertension group was significantly higher than control group.After administraton
of HETO0016 blood pressure of hypertension group attenuated significantly. Hypertension group of aortas showed
increase with Phe mediated vasoconstriction and decrease with ACh mediated vasodilation. Both adding
HET0016 to baths and enjections of HET0016 to animals ameliorated the responses. Neither KCI mediated
vasocontriction nor SNP mediated vasodilation responses of aorta changed before or after HET0016
administration.

KCI and Phe mediated vasoconstrictions of third branch of mesenteric arteries were similar in groups.
Besides, they didn’t changed after HET0016 administration. Hypertension group of mesenteric arteries showed
decrease with ACh mediated vasodilation. Both adding HET0016 to baths and enjections to animals , corrected
the responses. SNP responses were similar in groups. However, SNP mediated vasodilation responces in
hypertension group were enhanced after adding HET0016 to baths or enjections to animals.

In conclusion in nitric oxide synthase inhibition hypertension model, inhibition of 20-HETE
significantly decreased high blood pressure. In conductive arteries inhibition of 20-HETE augmented the
vasodilation and reduced the vasoconstriction responses. In resistance arteries, inhibition of 20-HETE caused
increament in the endothelial depended and independent responses. We could say that 20-HETE inhibition related
to vascular responses and blood pressure. Improving the vascular responses corrected the blood pressure.

Key words: hypertension, L-NAME, 20-HETE, conductive, resistance
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GIRIS

Sistemik arteriyel kan basincinin kalict olarak yiikselmesi seklinde
tanimlanan hipertansiyon, goriilme siklifi ve yaygin komplikasyonlar1 géz Oniine
alindiginda, giinlimiizde hala 6nemini koruyan ve iizerinde sikca calisilan bir
hastaliktir. Endotel kaynakli vazodilator ve vazokonstriktor ajanlar arasindaki
dengesizlik, periferik damar direnci ve dolayisiyla kan basincini etkiler. Nitekim
kronik endotel disfonksiyonu, ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi bir
cok hastaligin gelisimine katkida bulunmaktadir [1, 2].

Vaskiiler tonusun ve kan basicinin diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu
vurgulanan ve Ozellikle damar diiz kasinda kasilmaya neden olarak son yillarda
tizerinde  yogun olarak  ¢alisilan  endojen  maddelerden  birisi  20-
hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE)’dir [3-6]. Bir arasidonik asit metaboliti
olan 20-HETE, sitokrom P (CYP) 450 enzimlerinden g¢esitli dokularda iiretilir.
Iskemik serebrovaskiiler hastaliklar, polikistik bdbrek hastaligi, diyabet, gebelik
toksemisi ve gesitli hipertansiyon modellerinde 20-HETE iiretiminde degisiklikler
oldugu bilinmektedir [5-8].

Vaskiiler dokuda diiz kas hiicrelerinde iiretilen 20-HETE nin daha ¢ok kiigiik
damarlarda sentezlendigi ve sentezinin anjiyotensin Il (Ang Il), endotelin (ET-1),
serotonin ve ayrica nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorleri ile uyarildigi
bildirilmektedir [5, 6, 9, 10]. NO, karbonmonoksit (CO) ve siiperoksit radikali ise 20-
HETE iiretimini baskilayan ajanlar arasinda yer almaktadir [11-13]. Iskelet kast,
renal, serebral, ve mezenterik arterlerde giiclii vazokonstriktor etkisi olan 20-HETE,
ozellikle renal ve serebral arteriyollerde miyojenik tonusun gelisimine katkida
bulunmakta ve bu dokularin kan akiminin otoregiilasyonunda yer almaktadir [14-17].
20-HETE ayni zamanda damar diiz kasinin Ang II, fenilefrin (Phe) ve ET-1 gibi
cesitli kasici ajanlara olan duyarliligimi arttirmakta ve bu yolla da vaskiiler tonus
gelisimine katkida bulunmaktadir [5, 6, 18, 19].

20-HETE’nin vaskiiler tonusun diizenlenmesindeki rolii ile ilgili ¢aligmalarin
yani sira ¢esitli hipertansiyon modellerindeki roliinii inceleyen ¢aligmalar da yine son
yillarda hiz kazanmistir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar tuz-duyarli hipertansiyon
modeli (Dahl SS sicanlar), spontan hipertansif sicanlar (SHR), Ang II veya
androjenler ile indiiklenen hipertansiyon modellerinde yogunlagmaktadir [5, 6].
Belirtilen hipertansiyon modellerinde artan 20-HETE nin, oksidatif stres ve endotel
disfonksiyonu olusturarak, ayrica vaskiiler dokunun kasici ajanlara duyarliligini
arttirarak periferik vaskiiler direnci arttirdigl ve bu modellerde olusan hipertansiyona
katkida bulundugu bildirilmistir [5, 6, 20-26].

Nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonuyla olusturulan hipertansiyon modeli,
NO’nun dolasimi diizenlemedeki roliiniin anlasilmasi ve esansiyel hipertansiyonda
rol oynayabilecegi goriisii ile L-arjinin analoglar kullanilarak olusturulan ve ilk defa



1992 yilinda iki ayr1 arastirma grubu tarafindan 6nerilen modeldir [27, 28]. Ancak
hipertansif hastalarda bazal NO iiretiminin bozuldugu, bunun yanisira biyo-
yararlaniominin azaldigi, yikiminin ise arttigr gosterilmistir. Ayrica hipertansif
hastalarin NO uyaricilarina verdikleri vazodilator yanitlar1 da genelde bozuk
bulunmustur [29, 30]. NO azliginin hipertansiyon gelisimine katkis1 oldugu fikrini
destekleyen bulgular gesitli hayvan ¢alismalariyla da ortaya konmustur [28, 31].

Hipertansiyonun etkiledigi populasyon yiizdesi ve uzun vadede mortalite ve
morbiditeye etkisi géz Oniine alindiginda, tedavisinin de biiyiik 6nem tasidig1 agiktir.
Hipertansiyon tedavisinde kullanilmakta olan gesitli farmakolojik ajanlar
bulunmakla birlikte [32] hipertansiyon patogenezinin aydinlatilmasiyla ilgili
calismalar, tedavide yeni yaklagimlarin gelistirilebilmesi acisindan giiniimiizde
onemini korumaktadir. 20-HETE nin vaskiiler tonus lizerindeki belirleyici etkisinin
ortaya konmasinin ardindan yukarida belirtilen gesitli hipertansiyon modellerindeki
rolii aragtirtlmistir. Ancak NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde 20-HETE nin
katkisinin bulunup bulunmadigi bilinmemektedir.

Bu ¢aligma ile N,-Nitro-L-arginine Methyl Ester Hydrochloride (L-NAME)
kullanilarak NOS inhibisyonu yoluyla hipertansiyon olusturulan siganlarda 20-HETE
inhibisyonunun kan basinci, ayrica biiylik ve kiigiik boy arterlerin kasilma ve
gevseme yanitlari lizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Hipertansiyon

2.1.1. Hipertansiyon Tanimi ve Siniflandirmasi

Kan basinci, kanin damar duvarlarina yaptigi basinca denmektedir. Bagka bir
sekilde ifade edilecek olunursa kan basinci, sistemik arteriyel kan basincini temsil
etmektedir. Clinkii diger damarlardaki basing arteriyel basingtan daha disiiktiir. Kan
basinci birimi evrensel olarak milimetre civa (mmHg) olarak degerlendirilmektedir.
Sistolik basing, kalp dongiisii sirasinda arterlere uygulanan maksimum basinci
gosterirken; diyastolik basing ise en diisiik basinci gostermektedir. Bireysel farklilik
olabilmekle birlikte normal bir insanda sistolik basing degeri yaklagik 120 mmHg
iken diyastolik basing degeri ise yaklasik 80 mmHg’dir [33, 34].

Kan basinci degerleri i¢in dagilim popiilasyon genelinde c¢an egrisi seklinde
olmaktadir. 12 wyillik bir kohort ¢alismasinda 350.000 erkegin gozlenmesi
neticesinde, kan basincinda yiikselme sonucu kardiyovaskiiler 6liim oraninin arttig
ortaya koyulmustur [35]. Hipertansiyon, belli bir esik degerin lizerinde sistemik
arteriyel basingtaki kronik yiikselmenin varligi seklinde tanimlanmaktadir [36].
Sistolik kan basincinin 139 mmHg’den, diyastolik kan basincinin ise 89 mmHg’den
yiikksek oldugu degerler ‘hipertansiyon’ simifinda yer almaktadir. Sistolik kan
basincinin 120-139 mmHg, diyastolik kan basincinin 80-89 mmHg olan degerler ise
‘prehipertansiyon’  smifina  koyulmaktadir.  Yetiskinler i¢in kan basinci
simiflandirmas: 4 gruba ayrilarak yapilmistir (Tablo 2.1). Eger sistolik ve diyastolik
kan basici degerleri farkli kategorilerde olursa; basing degeri, yiiksek olan degerin
kategorisine gore degerlendirilmektedir [37].

Tablo 2.1. Kan Basinciin Siniflandirilmas:

Kan basinci Simiflan Sistolik Diyastolik

kan basinci (mmHg) kan basinci(mmHg)
Normal <120 ve <80
Prehipertansiyon 120-129 veya 80 -89
Hipertansiyonun 1. Evresi 140 - 159 veya 90-99
Hipertansiyonun 2. Evresi > 160 >100




2.1.2. Hipertansiyon Epidemiyolojisi

Hipertansiyon, genis prevalanst ve bu prevalansin sonucu olarak
komplikasyon olasiliginin yiliksek olusuyla diinya capinda 6nemli bir saglik
problemidir [38, 39]. Kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve renal hastaliklar i¢in en
onemli ancak diizeltilebilir risk faktoriidiir. 2000 yilinda yaklasik olarak 1 milyar
insanin hipertansif oldugu belirtilip, 2025 yilinda bu saymin 1.56 milyara ¢ikacagi
tahmin edilmektedir [40].

Hipertansiyon siklig1 tilkeden iilkeye degisiklik gosterse bile, kardiyovaskiiler
risk faktorleri arasinda en sik goriilenlerden biridir. Tiim diinyada hipertansiyon
konusunda farkindalik, tedavi alma ve kontrol altina alimma oranlar1 diisiik
seyretmekle birlikte, iilkeler arasinda da onemli farkliliklar vardir [41]. Bunlar
belirlemek i¢in de pek ¢ok calisma yapilmustir. Ulkemizde bu ¢alismalarin onciisii
sayilabilecek 1991 yilinda yapilan c¢aligmanin verilerine gore hipertansiyon
prevalanst %33.7 dir [42]. 2003 yilinda yapilan baska bir caligmaya gore ise
tilkemizdeki hipertansiyon prevalanst %31.8” dir [43]. Bunlardan da anlasilacagi
tizere lilkemizdeki hipertansiyon kontrol altina alma oraninin arttigidir. Ancak yine
de hipertansiyon prevalansimiz oldukga yiiksektir.

2.1.3. Hipertansiyon Patogenezi
Hipertansiyon patofizyolojisi hakkinda hala pek ¢ok bilinmeyen vardir.

Normal kan basinci, kardiyak debi ve periferal vaskiiler direng arasindaki dengeye
baglidir ve bu dengenin bozulmasi kan basinci artisina neden olmaktadir [44].
Hipertansiyon, primer ve sekonder hipertansiyon olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Primer hipertansiyon diger bir deyisle esansiyel hipertansiyon, nedeni belli olmayan
hipertansiyona denilmektedir ve hipertansiyonun yaklasik olarak %95’ ini
olusturmaktadir. Primer hipertansiyona yol ag¢tig1 diigiiniilen nedenler sunlardir [45-
47]:

= Genetik faktorler ve genetik bozukluklar

= Fazla tuz alimi

» Periferal vaskiiler direng artis1

= Obezite

» Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi

= Renin-anjiyotensin sistemi rolii

= Sempatik sinir sistemi rolii

= Endotel disfonksiyonu

= Diisiik dogum agirhigi

» Intrauterin beslenme bozukluklar

= Norovaskiiler anormallikler

= Kardiyak debi artis1

= Hiperkoagulasyon

= Vazoaktif maddelerdeki degisimler

= Yiiksek alkol tiiketimi

= Yas ve sedanter yasam tarzi

= Stres

» Diisiik potasyum ve kalsiyum alimi

Olusum nedeni bilinen diger tip hipertansiyona ise sekonder hipertansiyon
denilmektedir. Siklig1 primer hipertansiyona goére ¢ok daha azdir (%5 oraninda).



Bunun da nedeni; hipertansiyon hastalia sekonder olarak gelisen bir olgu olup,
hastaligin tedavisiyle birlikte hipertansiyon ortadan kalkmaktadir. Genel bagsliklar
altinda toplayacak olursak ise su sekildedir [48]:

e Renal parankimal nedenler
- Kronik Glomerulonefrit
- Kronik Piyelonefrit
- Polikistik Bobrek Hastaligi

® Renovaskiiler nedenler

e Endokrin nedenler
- Primer aldosteronism
- Hipermineralokortikoidle iliskili diger faktorler
- Cushing hastalig1
- Feokromasitoma
- Diger endokrin sebepler (Akromegali, hipotiroidism vb.)

e Vaskiiler nedenler
- Arterit hastalig1
- Damar iltihabinin bagka formlar1
- Aort koarktasyonu
- Kardiyak output artisiyla gelisen hipertansiyon

e Merkezi sinir sistemi veya Beyin hastaliklari

e Ilaca bagli nedenler
- Steroid olmayan anti-infilamatuar ilaglar
- Glisirizin
- Glukokortikoidler
- Diger ilaglar (immiin-baskilayicilar, dstrojen vb.)

2.1.4. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Hipertansiyon tizerinde ¢ok uzun yillardir ¢alisilmasina ragmen giiniimiizde
hala 6nemini fazlasiyla koruyan bir hastaliktir. Hipertansiyon i¢in deneysel hayvan
modellerinin ~ kullanimi1 ~ bize  hipertansiyonun  patogenezini, etiyolojisini
komplikasyonlarin1 ve tedavi yollarim1 aragtirmay1 olanakli kilmaktadir. Bu ylizden
de insanlardaki hipertansiyonu pek c¢ok yoniiyle taklit eden deneysel hayvan
modelleri gelistirilmistir [49]. Bu tezin konusu olan NOS inhibisyonu hipertansiyon
modeli ise 2.1.4.1.alt baghiginda ayrica incelenmistir.
Deneysel hayvan modelleri kisaca;

- Renal hipertansiyon

- Diyete dayal1 hipertansiyon
- Endokrin hipertansiyon

- Norojenik hipertansiyon

- Psikojenik hipertansiyon

- Genetik hipertansiyon



- Diger hipertansiyon modelleri bagliklar1 altinda toplanmaktadir.

» Renal hipertansiyon modelleri
I- Renovaskiiler hipertansiyon modeli
Goldblatt’in onciiliik ettigi ilk hayvan hipertansiyon modelidir. Kopeklerde renal
arteri unilateral klempleme yaparak hipertansiyon gelisimini saglamistir [50]. Bu
hipertansiyon modeli 3 ¢eside ayrilmaktadir:
a) 2-Bobrek, 1-Klip (2-K, 1-C) modeli: Bu modelde iki bobrek de
oldugu gibi birakilip, bir renal arter klemplenmistir. Insanlardaki renal
arter stenozuyla benzerlik gostermektedir [51-53].
b) 1-Bobrek, 1-Klip (1-K, 1-C) modeli: Bu modelde unilateral
nefrektomiyi takiben, kalan bobregin renal arterine klemp takilmastir.
Tek bobrekli ve bu bobreklerinde renal arter stenozu olan insanla
benzerlik gostermektedir [54, 55].
c) 2-Bobrek, 2-Klip (2-K, 2-C) modeli: Bu model ¢ok fazla
kullanilmamaktadir. 1K-1C’den biraz farklidir.

I1- Renal parankimal hipertansiyon modeli

a) Page hipertansiyon modeli: Selofan kagidi bobregin etrafina sarilip,
renal hilus ipek siitur ile baglanmaktadir. Ya iki bdbrek de
sarilmaktadir, ya da bir bobrek sarilip diger bobrek g¢ikarilmaktadir
[56].

b) Grollman hipertansiyon: Bobrek dokusu, bobregi sekiz seklinde
baglayarak komprese edilmektedir. 2 bobrek 1 bag (2KIL) ve 1
bobrek 1 bag (1K1L) gesitleri vardir.

I11- Aort koartraksiyon modeli: Renal kan akimi, aort kompresyonu yapilarak
azaltilmaktadir [57].

IV- Renal Kkiitlenin azaltilmas1 modeli: Renal kiitlenin 5/6’s1 ¢ikartilarak
yapilmaktadir.

V- Mikrosfer embolisine sekonder olarak gelisen glomerular sklerozis de renal
hipertansiyon olusturmakta kullanilmaktadir [58].

* Diyete bagh hipertansiyon modeli
- Tuz aliminin arttirilmasi ile olusturulan model: Siganlarda, 10-12 ay boyunca
igme suyuna %1-2’lik sodyum klorid eklenerek olusturulmaktadir [59, 60].

= Endokrin hipertansiyon modelleri
I- Mineralokortikoid ile olusturulan hipertansiyon modeli: Mineralokortikoidler
viicutta sodyum ve su tutulumuna neden olduklari igin, arteriyel basicin
yiikselmesine dolayisiyla da hipertansiyon gelisimi go6zlenmesine sebebiyet
vermektedirler [61]. Genel olarak bu modelde deoksikortikosteronasetat (DOCA) tuz
modeli kullanilir.



II- Adrenal rejenerasyon hipertansiyon modeli: Siganlarda unilateral
nefrektomiyi takiben sag adrenal bezin c¢ikartilip, sol adrenal bezin disariya
alinmasiyla olusturulmaktadir.

* Norojenik hipertansiyon modeli
Sinoaortik baroreseptorlerin denervasyonu ve beynin farkli bolgelerinin kimyasal
veya elektriksel sekilde uyarilmasi seklinde olmaktadir [62].

= Psikojenik hipertansiyon modeli
Tekrarli stres kosullarinin sonucunda olusan bir hipertansiyondur [63].

» Genetik hipertansiyon modeli
I- Spontan hipertansif ve felce yatkin spontan hipertansif sican modelleri: Bu
model, spontan hipertansif sigan (SHR) olarak adlandirilmaktadir [64]. Fizyolojik,
farmokolojik veya cerrahi girisim gerekmeden hipertansif olan bir modeldir.
SHR’lerin haricinde felce yatkin spontan hipertansif siganlar (SHR-SP) da
mevcuttur, ancak bu siganlar yetigkinligin ortalarinda 6lmektedirler [65].

I1- Dahl Sican modelleri: Dahl tuz duyarli ve Dahl tuz direngli sicanlar olarak
ikiye ayrilmaktadir. %8’lik NaCl ile olusturulan tuz yiliklemeli modellerin
ciftlestirilmesi sonucu olusmus olup; tuz duyarlilar tuz yiiklemesiyle birlikte
hipertansiflik gosterip, tuz direncliler ise kan basinglarinda anlamli bir yiikselme
gostermemektedirler [66].

* Diger hipertansiyon modelleri
I- Androjen ile olusturulan hipertansiyon modeli: Insanlarin 60’l1 yaslarinda
goriilen yiliksek kan basincini taklit etmek amaciyla, testosteron uygulanmasi ile kan
basmcini yiikseltme prensibine dayanir [67].

11- Disi sicanlarda hipertansiyon modelleri
a) Postmenopozal hipertansiyon modeli: Disi spontan hipertansif siganlar
18 aylik olduktan sonra postmenapozal hipertansif sican (PMR) modeli
olarak alinmaktadir. PMR’lerin 12. ve 16. ay araliklarinda 0Ostrus siklus
durmaktadir ve hipertansiyon gelisimi gozlenmektedir. Kadinlardaki
postmenapoz doneminde goriilen hipertansiyonla es deger goriilmektedir

[68].
b) Hamile sicanlarda uterus perfiizyonunun azaltilmasi ile olusturulan
hipertansiyon modeli: Kadinlarda preeklampsi ile benzerlik

gostermektedir. Bu siganlarda hipertansion gelisiminin yani sira endotel
disfonksiyonu, renal plazma akimi ve glomeruler filtrasyon hizinda
azalma, proteiniiri ve intrauterin biiylimenin durmasi gézlemlenmektedir
[69-71].



I11- Anjiyotensin II ile olusturulan hipertansiyon modeli: Mini pompayla
subkutan anjiyotensin II inflizyonu (0,7mg/kg/giin) yapilmasiyla 4-8 hafta igerisinde
olusmaktadir [72].

IV- Obezite iliskili hipertansiyon modeli: Obez Zucker siganlarla Wistar
Kyotolarin ¢aprazlanmasi sonucu olusmaktadir. 16 haftadan sonra hiperinsiilinemi ve
hipertansiyon gelisimi gbzlenmektedir [73]

V- Genetik Knockout modeller: Genin ¢ikatilarak veya degistirilerek etkisiz hale
getirilmesiyle olusturulmaktadir.

2.1.4.1.Nitrik oksit sentaz inhibisyonu hipertansiyon modeli

NO, genel bilgilerin ileri kisimlarinda iizerinde durulacagi lizere vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde yer alan ¢ok dnemli vazodilator bir maddedir. Endotelden
saliman NO’nun eksikliginin hipertansif siireclere yol agmasi, deney hayvanlarinda
da NO eksikligine bagli hipertansiyon modelinin kullanilmasina yol agmistir. Bu
ama¢ icin NO’yu iireten enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin inhibe
edilmesi yaklasimi yapilmaktadir.

L-arjinin analogu olan L-NMMA, L-NIO ve L-NAME; L-arjinin yerine gegip
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) inhibisyonu saglamaktadir. Bu analoglar, L-
arjininin eNOS baglanma bolgesiyle yarisip NO sentezini inhibe etmektedirler. NOS
enziminin kronik olarak inhibisyonu ile periferik direncin arttigi ve dolayisiyla
sistemik hipertansiyon gelisimi oldugu saptanmistir. NOS inhibisyonu ile olusturulan
hipertansiyon gelisimine katkis1 oldugu one siiriilen mekanizmalar arasinda; total
periferik vaskiiler direng artisi, sempatik sistem aktivasyonu, cesitli vazoaktif
maddeler ve artmig renal sodyum tutulumu bulunmaktadir [27, 74]. Mevcut veriler
1s181inda diisiikk doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan esasen sodyum
tutulumunun, yiiksek doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan ise total
periferik vaskiiler direng artisinin sorumlu oldugu kabul edilmistir [75].

NOS inhibisyon modeli ilk olarak 1992 yilinda ortaya konulmustur. NOS
inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinde ilk olarak L-NAME kull
anildigini gérmekteyiz. Iki ayr1 arastirict grubu, birbirinden bagimsiz olarak L-
NAME uygulamas: yapip hipertansiyon olusumunu goézlemlemislerdir. Baylis ve
arkadaglar1 8 haftalik L-NAME uygulamasiyla stabil hipertansiyonu ve ek olarak
glomeruloskleroz olusumunu goéstermislerdir [76]. Ribeiro ve arkadaglari ise daha
fazla miktarda L-NAME uygulayarak hipertansiyonun farkli seviyelerinin,
glomerular iskemiye, glomerulosikleroz olusumuna ve renal interstisyel geniglemeye
neden oldugunu goézlemlemislerdir [77].

L-NAME uygulanmas: hipertansiyon i¢in olduk¢a uygun bir modeldir,giinkii
icme suyunda c¢oziinebilmekte ve sindirim sisteminde rahatlikla emilebilmektedir
[78, 79]. Ayrica siganlarda L-NAME’in intraperitonel olarak enjeksiyonu da
hipertansiyon olusumunda kullanilmaktadir [80]. Farkli soylardaki siganlara ayni
dozda L-NAME uygulanmasmin kan basinci artisinin  diizeyini  degistirdigi
belirtilmektedir [28]. Yapilan g¢alismalarda, bu inhibitoriin degisen dozlardaki ve
uygulama siirelerindeki etkisi incelendiginde farklt kan basincit artiglarn
gozlemlenmistir [77, 81, 82]. Boylece farkli dozlarda L-NAME uygulamasinin



hipertansiyona sebebiyet verdigi gosterilip arteriyel hipertansiyon patofizyolojisinin
arastiritlmasi i¢in 6nemli bir kaynak olusturmustur.

2.2.  Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesi

Diren¢ damarlari, fizyolojik kosullarda kan basincinin diizenlenmesinden
sorumlu en 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir. Bu damarlarin bazal kosullarda
kismen kasili olmasi ‘vaskiiller tonus’u saglamaktadir. Vaskiiler tonusun
diizenlenmesi iki ana mekanizma altinda incelenmektedir. Detaylardan Tablo 2.2.’de
bahsedilmektedir [83-86].

Tablo 2.2. Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesi

Vaskiiler Tonusun Diizenlenmesi

Ekstrensek Mekanizma T Intrensek Mekanizma
Sempatik sinirler ve dolasimdaki hormonlar Kan damarlarindan veya damar dokusunun
damar dokusunun disindan kdken almaktadirlar. gevresinden koken almaktadirlar.
- Noral Diizenlenme - Doku Faktorleri
> Parasempatik Innervasyon > Adenozin
> Sempatik Innervasyon > Karbondioksit
> Hidrojen Iyonu
> Potasyum Iyonu
> Oksijen
> Ozmolarite
- Humoral Diizenlenme - Parakrin Hormonlar
> Atrial Natriiiretik Peptid > Histamin
> Vazopressin > Bradikinin
> Anjiyotensin |1 > Arasidonik Asit Metabolitleri

- Miyojenik Mekanizmalar
- Endotel Aracili Kontrol

Goriildugi lizere vaskiiler tonusun diizenlenmesinde pek ¢ok faktor rol
oynamakla birlikte, vaskiiler dokudan salgilanan maddelerin 6nemi biiyiiktiir.
Vaskiiler dokunun bilesenlerinden olan endotel tabakasi tek hiicreli bir tabaka olup,
arter ve venler boyunca ilerlemektedir [87]. Vaskiiler endotel tabakasi, vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde rol oynayan en oOnemli faktordiir. Biyomekanik ve
kimyasal uyarilara cevaben, pek ¢ok vazodilatdr ve vazokonstriktor otokoid salinimi
gerceklestirmektedir. Bu medyatorlerle de vaskiiler tonusta dengeyi saglamaktadir
[88]. Vaskiiler endotel disfonksiyonu, kardiyovaskiiler hastalik patogenezinde 6nemli
rol oynamaktadir ve Ozellikle hipertansiyon gelisiminde etkilidir [89]. Vaskiiler
direncin saglanmasinda endotelden salinan vazodilatdr etkenler; nitrik oksit (NO),
prostaglandin 1, (PGI,) ve endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor (EDHF) diir.
Endotelden salinan vazokonstriktor etkenler arasinda en Onemlisi ise; endotelin-1
(ET-1) dir.



2.2.1. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, endotelden salinan en énemli fizyolojik vazodilatordiir. Ozellikle
arterlerden salinimi olmaktadir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-
arjininin oksidasyonu ile iiretilmektedir.

Hiicre tiplerine gore 3 adet NOS izoformu bulunmaktadir. Bunlar; Endotelyal
NOS (eNOS) , néronal NOS (nNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)’tur [90, 91].
Endotel gevsetici olarak ilk defa 1980 yilinda tavsan aort halkasindaki saglam
endotel tabakasi sayesinde asetilkoline gevseme yanitinin verilmesi ile bulunmustur.
Endotel tabakasi olmayan aort halkalarinda, vaskiiler diiz kasin vazodilatasyonu
ortadan kalkmustir. 1987 yilinda ise, prostasiklinlerden ziyade asil vazodilator
maddenin NO oldugu bulunmustur [87, 92].

Cesitli uyaranlar, endotel hiicre membraninda bulunan bir otokoid olan nitrik
oksit (NO) sentezini ve salimimini baglatmaktadir. Hiicre membram kiiciik, gaz
molekiillere gegirgen oldugu icin NO komsu vaskiiler diiz kas hiicrelerine difiize
olup vazodilatasyon gerceklesmektedir. Vazodilatasyon, siklik guanozin monofosfat
(cGMP) ikincil habercil mekanizmasiyla olmaktadir. NO, vaskiiler diiz kas hiicre
sitozoliine ulastiktan sonra guanil siklaz enziminin aktif bolgelerindeki demirle
etkilesime girmektedir. Bu olay, intraseliiler mediator olan ¢cGMP’nin iiretimini
uyarmaktadir. cGMP de sinyali amplifiye etmektedir [93]. Bu da plazma membrani
ve sarkoplazmik retikulumda bulunan kalsiyum pompalarini aktive etmektedir.
Kalsiyum pompalari, intraseliiler kalsiyum miktarin1 azaltarak vaskiiler diiz kas
gevsemesine ve kan damarlarinin vazodilatasyonuna neden olmaktadir [94]. NO,
endotel hiicrelerinin yani sira aktive olmus makrofaj ve nétrofillerden iiretilmektedir.
Kisa 6mriinden dolay1 (5-10 saniye) lokal olarak etki edip, ardindan nitrit ve nitrata
indirgenmektedir [95]. Ozellikle iletim tipi bilyiik arterlerde NO’nun katkis1 6n
plandayken, damar capi kiigiildiik¢e yerini EDHF nin katkisina birakmaktadir.

2.2.2. Prostaglandin I, (PGlI,)

Diger adiyla prostasiklin, 1976 yilinda endotelden salindigi bulunan ilk
vazodilator maddedir [96]. Diger prostaglandinler gibi siklooksijenaz (COX) yolag
ile arasidonik asitten sentezlenen protaglandin H, (PGH;)’den o6zelleserek
olusmaktadir [97]. Nitrik oksite benzer sekilde lipitte ¢oziilen PGI, endotel
hiicrelerinden  diffiize olmaktadir. Hem vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
kontraksiyonunu hem de platelet agregasyonunu inhibe etmektedir. Endotel
hiicrelerinden kayma gerilimi sonucunda veya nitrik oksit salinimimi saglayan
agonistler aracilig1 ile sekrete edilmektedir. Kendi membran reseptoriine baglanip
hedef hiicredeki adenilat siklazi aktive etmektedir. Bdylece artan siklik adenilat
monofosfat (CAMP) seviyeleri protein kinaz A’y1 aktive edilip, sitozolik kalsiyum
azalis1 olmakta ve potasyum kanallar1 aracilign ile hiperpolarizasyona sebep
olmaktadir.  Vaskiiler —homeostazisin  siirdiiriilmesinde ve kan akiminin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [96]. PGI, sentezini uyaran en 6nemli
agonist bradikinin olmakla birlikte; substant P, platelet kaynakli biiyiime faktorii ve
epidermal biiyiime faktorii de sentezini uyarmaktadir [98].
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2.2.3. Endotel Kaynakh Hiperpolarize Edici Faktor (EDHF)

Pek ¢ok damarda, NO ve PGI; sentezlerinin inhibisyonu gerceklestirildiginde
hala hiperpolarizasyonu ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gevsemeyi saglayan
endotel aracili bir mekanizma goriilmektedir. Bu fi¢iincii vazodilatére ‘Endotel
Kaynakli Hiperpolarize Edici Faktor (EDHF)’ denilmektedir. EDHF’ye dair 3 ayri
etki mekanizmasi fikri One siiriilmistiir. Bunlardan ilki, EDHF’nin CYP450
enzimleri araciligi ile arasidonik asitten salinan epoxyeicosatrienoic acid (EET)
triinii olup kalsiyum aracili potasyum kanallart ile vazodilatasyona sebep
olabilecegidir [99]. Ikincisi mekanizma, endotel hiicrelerinden kalsiyum aracili
potasyum kanallar1 ile potasyum c¢ikisinin gerceklesmesinin igeri dogrultucu
potasyum kanallarim1 (Kir) ve sodyum potasyum ATPazlar1 aktive edebilecegidir
[100]. Son olarak ise EDHF varligi ile direkt olarak kalsiyum aracili potasyum
kanallariyla gergeklesen hiperpolarizasyonun gap junctionlarla vaskiiler diiz kasa
iletilebilecegi [101] seklindedir. Potasyum iyonlarinin, endokannabinoidlerin, C-tipi
natritiretik peptidin veya EET’lerin EDHF olabilecegi one siiriilmektedir [88, 102,
103].

2.2.4. Endotelin-1 (ET-1)

Endotel hiicreleri bazal laminalarindan vazokonstriktor peptid olan Endotelin-
1 salimimini gergeklestirmektedirler. Endotelin-1 (ET-1), endotelinin 18 aminoasitten
olusan 3 izoformundan biridir ve preproendotelin olarak sentezlenip endotelin
dontistiirici  enzim ile aktif hale gelmektedir. ET-1, pek c¢ok uyariyla
salinabilmektedir (hipoksi, Ang II, inflamatuar sitokinler vb.) [104]. ET-1, fizyolojik
etkilerini iki tip reseptor ile gdstermektedir. Bunlar, ETa ve ETg “dir. Bu reseptorler,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yer almaktadir. Reseptorlerin aktivasyonu intraseliiler
kalsiyum miktarin1 arttirip, kontraksiyona neden olmaktadir. Endotel hiicreleri tip B
reseptoriinii  i¢cermektedir. Bu reseptoriin  aktivasyonu eNOS  aktivitesini
arttirmaktadir.  Boylece artan NO seviyeleri ET-1 iretimini azaltip,
vazokonstriksiyonu antagonize etmektedir. Bu durum kendi kendini sinirlayici bir
mekanizma olusturmaktadir [105]. ET-1’in etkisi IP3 yolagi araciligi ile olmaktadir
[106]. Yapilan bir ¢alismada; ET-1’e ait reseptorler sistemik olarak bloke edilince
damarlarda vazodilatasyon ve kan basincinda %10-20 oraninda azalma gézlenmistir
[98].

2.2.5. 20-HETE (20-hydroxyeicosatetraenoic acid)

20-HETE, vaskiiler diiz kastan salgilanan oldukg¢a 6nemli bir vazokonstriktor
medyatordiir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda pulmoner endotel
tabakasindan da salgilandig1 gosterilmistir.

20-hydroxyeicosatetraenoic acid; 20 karbon zincirli, 4 cis-¢ift bagl ve ¢ift
baglardan ilki omega ucundan itibaren 6. karbon atomunda bulunan arasidonik asitin
(AA) hidroksilasyonu sonucu terminal sp*® karbon grubunun yanma hidroksil (OH)
grubu eklenmesiyle olusan bir molekiildiir (sekil 2.1) [4, 107, 108].
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Arasidonik Asit 20-HETE

Sekil.2.1. 20-HETE yapis1

2.2.5.1. Tarihcesi

AA’nin, siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzimlerince
metabolize oldugu ¢ok uzun zamandir bilinmektedir. Elde edilen metabolitlerin renal
ve pulmoner fonksiyonu, vaskiiler tonusu ve inflamatuar cevabi diizenledigi de
gosterilmistir [109-112]. Bununla birlikte 1981 yilinda {igiincii bir AA metabolizma
yolagi ortaya konulmustur. Bu yolakta AA’nin, sitokrom P-450 (CYP450)
enzimlerince epoxyeicosatrienoic acid (EET) ve ilgili dihydroxyeicosatrienoic acid
(DIHETE)’lere doniistiigii gosterilmistir [113-115]. Ardindan bu enzimlerin, 20-
hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE)’i de igeren ¢esitli HETE’lerin olusumunu
katalize ettigi bulunmustur. Ancak bu yolak; COX ve LOX yolaklarina
odaklanildigindan, spesifik CYP enzim inhibitorleri eksikliginden ve yolakta olusan
metabolitlere kisitli erisim saglanabildiginden dolay1 uzunca siire goz ardi edilmistir.
Bununla birlikte {i¢ anahtar ¢alisma CYP yolaginin giindeme tekrar gelmesini
saglamigtir. Calismalar, CYP metabolitlerinin renal fonksiyon ve vaskiiler tonusu
diizenlemedeki rolii iizerine yapilmstir. Ilk olarak 1988 yilinda, CYP4A2’nin tuz
alimiyla diizenlenen bir gen oldugu ve spontan hipertansif siganlarda (SHR) bu gen
ekspresyonunun fazla oldugu gosterilmistir [116]. Ardindan 1992 yilinda spontan
hipertansif si¢anlarin bobreklerinde 20-HETE {iretiminin arttigi bulunmustur [117,
118]. Son olarak da, hem oksijenaza aracilik eden ve renal 20-HETE olusumunu
azaltan etmenlerin SHR’lerde hipertansiyon gelisimini 6nledigi gosterilmistir [119-
121]. Bu kanitlardan sonra CYP yolagna dair ¢alismalar hiz kazanmustir. Ayrica bu
calismalar, 20-HETE nin hipertansiyon gelisiminde rol oynayabilecegi hipotezinin
ortaya ¢ikmasini saglamiglardir [111].

2.2.5.2. Metabolizmasi

Arasidonik asit yolagindan olusumu

Fosfolipitlerden, fosfolipaz A, (PLA;) araciligi ile AA olustuktan sonra, AA
lic ana yolakla eikosanoidlere metabolize olmaktadir. Bunlar COX, LOX ve CYP450
monofosfat yolaklar1 olup, lipit medyatorleri olusturmak ig¢in AA’ya farkh
pozisyonlarda oksijen eklemektedirler. AA, COX yolagi ile prostaglandinlere (PGs)
ve tromboksanlara metabolize olmaktadir. LOX yolagindan ise 15(S), 12(S), 12(R),
8(S), 5(S) HETE’ler, lokotrinler ve lipoksinler olugsmaktadir. Son olarak da CYP450
yolagindan 16-, 17-, 18-, 19-, 20-HETE’lere ve 5-, 6-, 8-, 9-, 11-, 12-, 14-, 15-
EET’lere metabolize olmaktadir. EET’lerin olusumu i¢in CYP2C ve CYP2J
epoksijenazlar1 gerekmektedir. AA’dan 20-HETE olusturacak CYP450 w-
hidroksilasyonunu ise CYP4A ve 4F enzimleri yapmaktadir. w-hidroksilasyonda 20-
HETE’nin yani sira 19-HETE olusumu da gozlenmektedir. 19-HETE, 20-HETE nin
antagonisti roliinde olmasima ragmen olusan miktar1 ¢ok az oldugu ic¢in baskin
metabolit 20-HETE olmaktadir (Sekil 2.2) [4, 107, 122].
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Arasidonik Asit

cyp Siklooksijenaz Lipoksijenaz
TXA
PG, GE, 2 5,8, 12-15
8-,9-,10-, PGF2a HETEs
DIHETEs | 11-12,13-15- PGD
16-, 17-, 18-HETEs 2 l
19-HETE Lokotrinler
20-HETE

Sekil 2.2. Arasidonik asit yolag:

CYP4A ve 4F enzimleri tirlere ve bulunduklar yerlere gore farklilik
gostermektedirler. Insanlarda 20-HETE iireten CYP4A11, CYP4A22, CYP4F2 ve
CYP4F3 olmak iizere 4 tane CYP450 izoformu bulunmaktadir [4, 122, 123].
Bahsedilen 4 adet 20-HETE iireten enzim gz 6niine alindiginda; CYP4F2, 20-HETE
tiretiminin %70’inden sorumlu baslica enzim olarak kabul edilmektedir [123, 124].
CYP4A22’nin ekspresyonu ¢ok az oldugu i¢in, fonksiyonel 6neminin limitli oldugu
bildirilmektedir. CYP4A11, CYP4A22 ve CYP4F2 enzimleri insanlarda karaciger ve
bobreklerde [123-125], CYP4F3 enzimi ise polimorfoniikleer l6kositlerde [126]
eksprese olmaktadir.

Sicanlarda ise CYP4A1, CYP4A2, CYP4A3 ve CYP4A8 olmak iizere 4 adet
CYP4A enzimi bulunmaktadir. Sicanlarda CYP4A1’in katalitik aktivitesi CYP4A2
ve CYP4A3 ‘e gore on kat daha fazladir [127]. CYP4A1, CYP4A’nin aort ve renal
arterde eksprese olan tek izoformudur. Siganlarda 20-HETE {ireten tiim CYP4A’lar;
glomerulus, proksimal tiibiil, kortikal toplayici kanal, kortikal kalin ¢ikan henle,
interlobar-arkuat ve interlobular arterlerde bulmaktadir [10, 128]. Belirtmek gerekir
ki, vaskiiler sistemde CYP4A izoformlar1 en fazla kii¢iik ¢apli damarlarda
bulunmaktadir. Tiim sayilan 4A izoformlarinin karaciger ve beyinde (serebral arter)
protein diizeyinde ekspresyonlart da gozlenirken [16, 129-136], ayrica CYP4A2 ve
CYP4A3 ekspresyonlarinin iskelet kast damar yataklarinda ve akcigerde de oldugu
saptanmigtir [137, 138]. Sicanlarda 20-HETE iireten CYP4F enzim ailesinin ise 4
izoformu bulunmaktadir. Bunlar; CYP4F1, CYP4F4, CYP4F5 ve CYP4F6’dir [139-
141]. CYPA4F izoformlari da CYP4A izoformlari gibi en fazla bobreklerde eksprese
olmaktadir. Siganlarda bulunan CYP4F izoformlarinin her birinin karaciger, bobrek,
akciger ve beyinde protein diizeyinde ekspresyonlari bulunmaktadir [142].

Farelerde ise CYP4A10, CYP4A12 ve CYP4A14 izoformlarinin 20-HETE
tretiminde gorev aldigr bilinmektedir. Bu enzimlerden sadece CYP4A12
izoformunun anlamli bir 20-HETE sentaz aktivitesi gosterdigi bilinmektedir [143].
Bu ii¢ izoform fare karaciger ve bobreklerinde bulunmakla birlikte, disi ve
erkeklerdeki ekspresyon diizeyleri farklidir [144, 145]. CYP4A10 hem disilerde hem
de erkeklerde eksprese olurken, CYP4A12 erkeklere 6zgii olup, CYP4Al14 ise
yiiksek oranda disilerde eksprese olmaktadir [143, 144, 146].
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Salinimina Etki Eden Faktorler

20-HETE sentezi ve salinimi bazal sartlarda olmakla birlikte; Ang Il, ET-1,
serotonin (5-HT) ve diger biiyiime faktorleri gibi pek ¢ok otokoid tarafindan da
diizenlenmektedir [23, 147]. Bazal sartlarda 20-HETE’nin etkileri, diger vazoaktif
ajanlarin ve hormonlarin etkinligi sebebiyle baskilanmaktadir. Klinikte renovaskiiler
hastalarin renin-anjiyotensin sistemi aktivasyonunda artis oldugu bilinmektedir. Bu
artigla birlikte plazmadaki 20-HETE miktarinin da pozitif korelasyon gosterdigi
bulunmustur [148]. ET-1, sican bobreklerinde 20-HETE salinimini saglamaktadir
[149]. Spontan hipertansif siganlarin bobreklerinde hem paratiroid hormonun hem de
epidermal biiylime faktoriiniin 20-HETE olusumunu uyardigi gosterilmistir [118,
150]. Androjen, si¢an renal interlobar arterlerinde 20-HETE olusumunu arttirmistir
[25, 26, 151]. Ayrica egzojen faktorler de 20-HETE sentez ve salinimini
etkilemektedir. Lipit azaltic1 ajanlar olan fibratlar, karaciger ve bobrekte CYP4A
ekspresyonunu arttirmistir [152]. Diger bir hipolipidemik ilag¢ olan fenofibratlar da
20-HETE seviyelerini yiikseltmistir [153]. Yiiksek yag diyeti ise CYP4A aktivitesini
azalttig1 i¢in, 20-HETE olusumu da azalmaktadir [154]. Yas ve cinsiyetin de 20-
HETE salinimi tizerinde etkisi oldugu bilinmektedir [151].

Yikim

20-HETE, AA’nin 3 yolagina da metabolize olabilmektedir. Ayrica alkol
dehidrogenazlar ve B-oksidasyon ile de metabolizasyonu gergeklesmektedir [155].
20-hidroksi-prostaglandin’ler, sigan aortik halkalarinda 20-HETE’nin COX kaynakli
vazokonstriktor metabolitlerindendir [156]. Ancak her vaskiiler yatakta bu
goriilmemektedir. Ornegin sigan afferent arteriolleri COX’tan bagimsizdir [128]. 20-
HETE, alkol dehidrogenazlarla vazodilatér medyat6r olan 20-karboksi-arasidonik-
asit’e ¢evrilmektedir. Bu metabolitin islevi domuz koroner arterlerinde yapilan bir
caligmayla gosterilmis olup, bunun yani sira PPAR alt birimlerininin akvitasyonunu
sagladigt da bulunmustur. Ayrica 20-HETE, B-oksidasyon ile 18-, 16-, 148
oksidasyon driinlerine  donistiiriilebilmektedir  [155, 157]. Platelet ve
polimorfoniikleer lokositlerde 20-HETE’nin lipoksijenazlar ve COX yolag: ile
inaktif tirtinlere metabolize oldugu da bilinmektedir [158, 159]. Sigan bobreklerinde
CYP epoksijenazlar araciligi ile ise 20-HETE’nin PPAR-alfa aktivatorii olan 20-
hydroxy-epoxyeico-satrienoic acid’e metabolize olabilmektedir [160]. Karaciger ve
bobrekte ise fosfolipidlere esterlesip, 6yle depolanmaktadir [23]. Goriildiigi tizere
20-HETE, pek ¢ok farkli yerde pek ¢ok metabolite doniistiiriilebilmektedir.

2.2.5.3. Etkileri

20-HETE kan basincinin kontroliinde olduk¢a dnemli bir AA tiirevi olup,
temel olarak vaskiiler doku ve bdbrekler iizerine etki etmektedir. Etkilerini
siiflandiracak olursak ise su bagliklar altinda toplayabilmekteyiz:

e Vaskiiler tonusa etkisi

e Endotel disfonksiyonu olusumuna etKisi

e Miyojenik tonus ve O, duyarliligina katkisi

e Tubuloglomerular feedback (TGF) ve renal kan akimi kontroliine etkisi
eSodyum transportu ve basing-natriiirik cevaba katkisi

e Vaskiiler inflamasyon siireglerine etkisi

e Anjiyogenetik etkisi
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° Vaskiiler tonus iizerine etkisi
Vaskiiler tonus tizerine 3 sekilde etkisi bulunmaktadir:

A) Dogrudan etki:

Renal, serebral, kardiak, mezenterik ve iskelet kasi arteriollerinde etkili bir
vazokonstriktordiir [9, 14, 161]. 20-HETE, tek basina direkt olarak kalsiyum aracili
potasyum kanalini1 bloke etmektedir. Ayrica protein kinaz C (PKC), mitojenle aktive
protein kinaz (MAPK) ve src-tip tirozin kinazi aktive etmektedir. Bu kinazlarin hepsi
kalsiyum aracili potasyum kanallarin1 fosforile etme yolu ile inhibe edebilmektedir
(Intraseliiler kalsiyum artis1 ve depolarizasyona sebep olmaktadirlar). Boylece L-tipi
kalsiyum kanallarin agik kalma siiresi de uzamaktadir [5]. Ayrica 20-HETE, Rho
kinaz yolagi ile miyozin hafif zincir fosforilasyonunu saglayip kalsiyuma karsi
duyarlilig1 arttirmaktadir [162].

B) Vazoaktif ajanlar araciligi ile etkisi:

20-HETE wvaskiiler tonusu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin konstriktér cevaba
kars1 duyarliligini arttirarak diizenlemektedir. 20-HETE sentezi ve salinimi Ang 11,
ET-1 ve serotonin ile uyarilabilmektedir. Bu konunun detaylar1 boliim 2.1.5.2.2. de
daha ayrintili olarak ifade edilmistir [18, 19, 147, 163, 164].

C) NO ile iligkisinin etkisi:

Vaskiiler homeostaziste NO olduk¢ca Onemli oldugundan yukarida
bahsedilmisti. Kisaca hatirlayacak olursak, NO sentezinin diizenlenmesi olduk¢a
karisiktir ve etkisini temel olarak cGMP araciligi ile gostermektedir. Bazi vaskiiler
yataklarda NO’in etkisinin sGC’den bagimsiz olabilecegine dair bulgularin eldesi
sonucunda, bunun ardinda yatan mediyatoriin 20-HETE oldugu anlasilmigtir [165].
20-HETE olusumu iizerinde ¢GMP inhibitoriiniin herhangi bir etkisi olmadigi
gosterilirken, 20-HETE olusumunun SNP’ye karsi doza bagimli olarak azaldigi
gosterilmistir [166]. Ayrica NOS substratinin da 20-HETE olusumunu azalttigi
gozlemlenmistir. Renal arterlerde NOS inhibisyonu, CYP450 monooksijenaz
metabolitleri aracili1 ile vazokonstriksiyona neden olmustur [11]. Hemen ardindan
w-hidroksilaz segici inhibitorii ile vazodilatasyonun saglanmas: sonucu, 20-
HETE’nin vazokonstriksiyona asil neden olan metabolit oldugu bulunmustur. Ote
yandan CYP4A ekspresyonunun artmast (20-HETE olusumunun artmasina neden
olmaktadir), asetilkolin aracili vazodilatasyon yanitii da bozmaktadir [167].
Vazodilatasyon yanitinin  bozulmasi, 20-HETE’nin NO  biyoyararlanimini
eslesmemis eNOS araciligi ile azaltmasindan kaynaklidir ve eNOS ile heat shock
protein 90 (HSP90) arasindaki iligskinin engellenmesi bu duruma sebep olmaktadir
[168]. Sican serebral arterleri ve renal interlobular arteriollerinde 20-HETE
inhibisyonu gergeklestirilmesinin ardindan, damarlarin NO dondrii olan sodyum
nitroprusid (SNP)’e verdigi vazodilatasyon yanitinin degistigi gosterilmistir [169-
171]. Elde edilen bulgular 20-HETE’nin NO aktivitesinin diizenleniminde rol
aldigim1 goéstermenin yam sira, pek ¢ok mikrodolasim yataginda NO’nun 20-HETE
sentezinin diizenlenmesinde rol aldigini gostermistir (Sekil 2.3).
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20-HETE <= NO Etkilesimi
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NO 20-HETE

eslesmemis-eNOS olusumu

Sekil 2.3. 20-HETE — NO iliskisi

° Endotel disfonksiyonu olusumuna etKkisi

Dolasimin pek ¢ok kisminda vaskiiler endotelin 20-HETE f{iretip iiretmedigi
hala kesin degildir, ancak 20-HETE’ye karst verdigi cevap iizerine caligmalar
yapilmaktadir. Vaskiiler tonusun, damar ¢apmin ve kan akimimin diizenlenmesinde
onemli yeri olan endotel tabakasi, ayrica zararli uyarilara kargi savunma gdosteren ilk
tabakadir [172]. Endotelin biitiinliigii, NO’i de igeren pek ¢ok faktére baglilik
gostermektedir [173]. Endotel disfonksiyonu; NO biyoyararlaniminin azalmasi (NO
liretiminin azalmasi veya yikiminin artmasi sebebiyle) ve/veya endotel kaynakli
gevseme ve kasilma faktorleri arasindaki dengesizlik sebebiyle goriilmektedir.
Endotel disfonksiyonunun hipertansiyonun bir 6zelligi ve kardiyovaskiiler hastaliklar
icin erken risk faktorii oldugu bilinmektedir [2, 174]. Ik defa 2000 yilinda 20-
HETE’nin kremasterik arteriolde asetilkolin aracili gevsemeyi azaltmasi, 20-
HETE’nin NO homeostazisinde rol oynayabilecegi fikrini ortaya ¢ikmustir [175].
Renal interlobar arterlerde CYP4A2 ekspresyonu arttirildiginda ise; 20-HETE
tiretiminin artti§1, asetilkolin aracili gevseme yanitinin azaldigi, NO ve siklik
guanozin monofosfat seviyelerinin azaldig1 ve siliperoksit anyon seviyelerinin arttig1
gosterilmistir  [167]. Bu sonuglarin da hipertansiyon gelisimi ve endotel
disfonksiyonuna yol agtigi bilinmektedir [176-178].

Oksidatif stres, hiicresel siiregte reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ile
hiicrelerin bunlar1 suya ¢evirebilmeleri arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir.
NO kadar oksidatif stresin de endotel disfonksiyonunda biiyiik bir rolii oldugu
bilinmektedir. Fizyolojik kosullarda ROS’lar siiperoksit dismutazlar (SOD) aracilig
ile azaltilirlar, ancak bu sistem bozulabilmektedir. Sigir aort endotel hiicrelerinde
yapilan bir calismada, 20-HETE nin NO {iretimini azaltmasi ile siiperoksit liretiminin
artisinin iliskili oldugu gosterilmistir. 20-HETE inhibitorii verilmesiyle siiperoksit
olusumunun azaldigr da kanitlanmigtir [168]. Son yillarda ise kardiyomiyositlerde
20-HETE aracili L-tipi kalsiyum kanal akiminin artiginin protein kinaz C’deki (PKC)
artigla iliskili oldugu, bunun da NADPH oksidaz1 fosforile ettigi ve siiperoksit
tiretimini arttirdigl gosterilmistir.

° Miyojenik tonusa katkisi

Renal, serebral, mezenterik, iskelet kasi arteriollerinde artan transmural
basing karsisinda ve kan akiminin otoregiilasyonunda 20-HETE ©&nemli rol
oynamaktadir [16, 179-184]. Transmural basincin artmasi ile damar gaplarinda
kasilma goriildiikten sonra, 20-HETE sentezi inhibe edildiginde basing aracili
kasilma yanitinin azaldigi gosterilmistir. Sigan orta serebral arterlerinde transmural
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basincin arttirilmasi ile, arterlerden tretilen 20-HETE konsantrasyonunda artis
gozlenmistir [16]. Miyojenik yanit gerimle aktive olmus kanallardan igeri kalsiyum
girisi ile tetiklenmektedir [185]. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasi AA
salimimina neden olup, 20-HETE olusumunu saglamaktadir. Normalde hiicre i¢i
kalsiyum artisiyla aktive olan hiperpolarize edici potasyum kanali agilmaktadir.
Ancak bu durumda 20-HETE, kalsiyum aracili potasyum kanalin1 bloklamakta ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiperpolarizasyonunu 6nlemektedir.

° O, duyarhhgi iizerine etkisi

Arteriollerde w-hidroksilaz, oksijen sensorii olarak da goérev yapmaktadir
[186]. Iskelet kas1 vaskiiler yataginda, oksijen konsantrasyonunun azalmasi ile 20-
HETE sentezi de azalmaktadir. Iskelet kas1 damarlarindaki hipoksi-kaynakli NO-
aracili vazodilatasyon, azalmig 20-HETE sentezi ile iligkilidir. 20-HETE sentezinin
azalmasi ile NO-aracili vazodilatasyon artis1 saglanmaktadir. Boylece endotelial
kalsiyum aracili potasyum kanallar1 agilmakta ve potasyum ¢ikisiyla birlikte
membran hiperpolarizasyonu saglanmaktadir [187]. Ayrica artan oksijen seviyesiyle
birlikte iskelet kasi damarlariin kasict ajanlara duyarliliginin arttigi gosterilmistir
[188].

° Vaskiiler inflamasyon siireclerine etkisi

Vaskiiler inflamasyon; ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
hipertansiyon gibi cesitli hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir. Inflamasyon
kaynakli vaskiiler yeniden diizenlenme, vaskiiler direncin artmasini1 saglamaktadir.
Direng arterlerinde duvar kalinliginin ve duvar/liimen oraninin artisiyla kan basinci
artig1 iligkilendirilmistir. Bu da hipertansiyon patogenezinde rol almaktadir [189-
191]. Endotel aktivasyonu (endotelde meydana gelen proinflamatuar degisimler),
hiicre adhezyon molekiillerinin, endotel-16kosit etkilesiminin ve ge¢irgenligin
artmasina sebep olmaktadir [192-194]. Aktive olmus endotel hiicrelerinden monosit
kemoatraktant protein-1’i (MCP-1) de igeren sitokinlerin ve kemokinlerin salinimi,
kemokin reseptor tip 2 ile monositlerin adhezyonuna/gogiine aracilik etmektedir
[195, 196]. 20-HETE endotel hiicrelerindeki bu proinflamatuar degisiklikleri
arttirmaktadir [197]. Ozellikle hipertansiyon patogenezi endotel aktivasyonunda ve
buna bagli olarak inflamasyon olusumunda, aktive olmus B hiicrelerinde niikleer
faktor kappa-hafif-zincir-arttirict  (NF-xB) aktivasyonu ve ROS anahtar rol
oynamaktadir [198-201]. Ornegin Ang II-aracili hipertansiyon modelinde ; NF-«B
inhibisyonunun  endotel  aktivasyonunu azalttigi, aterosklerozu iyilestirdigi,
hipertansiyonu onledigi ve buna baglh olarak da organ hasarindan korudugu
gdsterilmistir. In vitro caligmalarda, endotel hiicrelerinin 20-HETE ile muamelesinin
NF-kB aktivitesini arttirdigi kanitlamislardir [191, 202, 203]. Son yillarda yapilan bir
calisma ile inhibitér kappa-B kinazin (IKK), 20-HETE aracili endotel
disfonksiyonunda anahtar bir role sahip oldugu bulunmustur [204].

° Anjiyogenetik etkisi

20-HETE’nin vaskiiler hiicrelerin fonksiyonlar {izerine etkisi, anjiyogenezde
de rolii olabilecegi fikrini ortaya c¢ikarmistir. Endotel hiicre proliferasyonu,
anjiyogenezin erken evresinde goriilmektedir. In vitro calismalarda insan endotel
hiicrelerinin 20-HETE ile inkiibasyonunun, siiperoksit olusumunu, vaskiiler endotel
bliylime faktorii (VEGF) ve hipoksiyle uyarilir faktér 1 alfa (HIF-1la) iiretimini
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uyardig1 gosterilmistir. Bu faktorler, anjiyogenik cevapta 6nemli diizenleyicilerdir.
Anjiyogenik kaskatta dnemli olan diger bir basamak ise hiicre gociidiir ve 20-HETE
endotel hiicre go¢iinii arttirmaktadir [197, 205-207]. In vivo olarak da 20-HETE’nin
hem vaskiilerizasyona hem de anjiyogeneze aracilik ettigi gosterilmistir [208].

Sigir pulmoner arter endotel ve diiz kas hiicrelerinde 20-HETE nin hiicre sag
kalimina koruyucu etkisi oldugu ve intrinsek apoptotik yolagi etkileyerek apoptozu
onledigi gosterilmistir [207, 209].

Yeni kan damarlarinin gelisiminin saglanmasi, endotel hiicrelerinin kapiller
benzeri tiip olusturmasina ve ardindan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VSMC) buraya
gogiine bagli olmaktadir [210]. 20-HETE’ nin bunlarnt uyardigi gosterilmistir [206,
211]. Ayrica biiytime, 20-HETE aracilig1 ile epidermal biiylime faktor reseptorii
(EGRF) ve proto-onkogen tirozin-protein kinaz Src (c-Src) bagh farkli yolaklara
baglilik gostermektedir [167]. Tiim bu sebeplerden 20-HETE proliferasyonu, gogii,
tiip olusumunu ve hem endotel hiicre hem de VSMC sag kalimlarin1 diizenledigi igin
anjiyogenetik cevapta 6nemli rol oynamaktadir.

° Tubuloglomerular feedback iizerine etkisi

20-HETE, bobreklerdeki tubuloglomerular feedback (TGF) cevabina
diizenleyici olarak katilmaktadir. Henle kulbunun AA ile inkiibasyonu, TGF yanitin
arttirmistir ve inhibitorler ile yanitta da azalma gozlenmistir [212]. 20-HETE sentez
inhibitorleri, TGF’nin mediyatorlerinden ATP ile olusan vazokonstriksiyon yanitinda
da azalma gostermistir [213]. Genis yelpazede bakacak olursak; NO 20-HETE
tiretimini inhibe etmekte ve TGF’yi azaltmaktadir. Ang Il ise 20-HETE iiretimini
uyarmakta ve TGF’yi arttirmaktadir.

° Sodyum (Na") transportu ve basing-natriiiretik cevap iizerine etkisi

20-HETE proksimal tiibiilde, Na* transportunu ve Na*-K*-ATPaz aktivitesini
PKC aktivasyonu ile inhibe etmektedir. Paratiroid hormon, dopamin, ET ve
AngIl’nin proksimal tiibiilde Na*-K*-ATPaz aktivitesine ve Na* transportu iizerine
olan inhibitor etkileri 20-HETE olusumuna bagli olmaktadir [23, 214-219]. Ayrica
iiretilen 20-HETE, kalin ¢ikan henle kulbundaki (TAHL) Na'-K*-2CI" transportunu
inhibe etmektedir. Nefronun bu kisminda Na*-K"-ATPaz aktivitesini inhibe etmesi,
20-HETE’ nin ouabain-benzeri etkisinden kaynaklanmaktadir [220-224]. Ayrica 20-
HETE, TAHL hiicrelerinin apikal membraninda bulunan 70-pS K" kanalin1 da bloke
etmektedir [225]. Bu da TAHL’da Na" reabsorbsiyonu i¢in pasif bir siiriicii kuvvete
sebep olmaktadir.

Basing-natriiirez mekanizmasinda hipertansiyon ancak basincin natritiretik
etkisi bozulursa gelismektedir [226]. Elde edilen bulgular dogrultusunda basing-
natrilirezi; renal medullar kan akiminin ve renal interstitial basincin artisiyla,
proksimal tiibiilde Na* emiliminin inhibisyonuyla iliskilendirilmistir. 20-HETE’nin
olusmasiin da Na" transportuna inhibitdr etkisi bilindigi i¢in basing-natriiirezle 20-
HETE’nin iligkisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Ardindan 20-HETE inhibisyonuyla
tasiyicl inhibisyonun Onlendigi ve ratlarin basing-natriiiretik cevaplarinda ciddi
oranda diisme gorildigi bulunmustur [227-231].
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2.2.5.4. 20-HETE sentez ve etki inhibitorleri

20-HETE’nin fizyolojik roliinii anlamak i¢in inhibitdrler ve uyaricilar
gelistirilip calisiimaktadir. 20-HETE’y1 {ireten arasidonik asit metabolizmasi
yolaginin en {ist kismindan baslarsak eger; membran fosfolipidlerinden arasidonik
asit salinim1 fosfolipaz inhibitorleri olan kinakrin ve heparinle veya daha spesifik
inhibitdr olan sitoplazma fosfolipaz A, arasidonil-triflorometil keton (AACOF;) ile
bloke edilebilmektedir. Yolagi (CYP enzimlerini) yarismali olarak inhibe eden baska
bir inhibitor ise 5,8,11,14-eikosatetraynoik asit (ETYA) tir.

Mekanizma temelli inhibitérler; ABT, 10-UDYA, 11-DDYA, 17-ODYA,
DMDYA, 10-SUYS, SKF-525, NO ve CO’dur. Mekanizmaya dayali inhibitorler,
kataliz bagimli sekilde enzimleri inaktive etmektedirler [232]. Bu inhibitorlerin
inhibisyonu kalic1 olmaktadir. Iglerinden 10-SUYS, en etkili bicimde 20-HETE
olusumunu segici olarak inhibe etmektedir.

Mekanizma  temelli  inhibitérler  haricinde, arasidonik  asit  w-
hidroksilasyonunu inhibe eden yarismali inhibitérler de bulunmaktadir. Bunlar N-
metilsiilfonil-12,12-dibromododek-11-enamid (DDMS) ve 12,12-dibromododek-11-
enoik asit (DBDD) olmak iizere ayrilmistir. Bunlar w-hidroksilasyonda yiiksek
derecede segicilik sergilemektedir ve epoksijenaz aktivitesini ¢ok az
etkilemektedirler. En onemli o6zellikleri ise olusan 20-HETE inhibisyonu geri
donebilmektedir [171].

20-HETE olusumunda daha kuvvetli ve se¢ici inhibitor olarak ise N-hidroksi-
N’-(4-n-biitil-2-metilfenil) formamidin (HETO0016) kullanilmaktadir. Rat renal
mikrozomlarinda HET0016’nin 20-HETE olusumunu inhibe etmek icin kiiclik
miktarlarmin yeterli oldugu gosterilmistir. HET0016’nin siklooksijenaz, epoksijenaz
ve diger CYP enzimleri aktivitesi iizerine de ¢ok az bir etkisi oldugu saptanmistir
[233]. HETO0016, in vivo ve ex vivo c¢alismalarda da 20-HETE’nin fizyolojik
aktivitesini  gostermek lizere siklikla kullanilmaktadir. Kronik HET0016
uygulamasinin (10mg/kg/giin iv) Sprague-Dawley ratlarin renal homojenatlarinda
20-HETE olusumunu onemli olgiide inhibe ettigi, ayrica 20-HETE’nin iiriner
atilmint %90 oraninda azalttigi gosterilmistir. Ek olarak epoksijenaz aktivitesine
anlamli bir etkisi olmadigr bulunmustur. Bunun yani sira diisiik tuz diyetiyle
beslenen Sprague-Dawley ratlara HET0016 uygulamas: kan basincina etki etmez
iken, yiiksek tuz diyetiyle beslenen ratlara uygulandiginda kan basincim1 18 mmHg
kadar digiirdiigii gosterilmistir [234]. Ek olarak 20-HETE olusumunun inhibisyonu
icin; belirli CYP genlerinin ekspresyonunu bloklayip, diger genlerin fonksiyonlarina
etki etmeyen antisens cDNA oligoniikleotidleri de kullanilmaktadir [235].

20-HETE’nin herhangi bir reseptorii heniiz bulunamamistir. Ancak etkilerini
bloklamak i¢in agonistler iretilmistir. 20-hidroksieikosa-6(Z),15(Z)-dienoik asit
(WIT002) stabil bir nonsiklooksijenaz metaboliti 20-HETE’nin vazokonstriktor
etkisini antagonize etmektedir [236, 237]. N-[20-hidroksieikoza-6(Z),15(2)-
dienoilglisin (6,15-20-HEDGE) ise WIT002 nin bir analogu olup beta oksidasyondan
daha iyi korunacagi icin, WIT002’den daha etkin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sentetik stabil analoglara ek olarak, N-[20-hidroksieikoza-5(Z),14(Z)-dienoill]glisin
(5,14-HEDGE) ve 20-hidroksieikoza-5(Z),14(Z)-dienoik asit (5,14-20-HEDE diger
bir deyisle WIT003) nin kardiyorenal fonksiyonlarda bozulmay1 6nledigi ve bunun
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da 20-HETE analoglar1 i¢in potansiyel bir terapotik olabilecegini diistindiirmustiir
[238, 239].

2.3.  Cesitli Hipertansiyon Tiplerinde 20-HETE
20-HETE ile iliskili olan hipertansiyon modelleri

Spontan Hipertansif Sican Modelinde 20-HETE

SHR’lerde ilk olarak 20-HETE’nin bobreklerde iiretiminin arttigi pek ¢ok
arastirict tarafindan gosterilmistir [22, 117, 240]. Bunun yani sira 20-HETE sentez
inhibisyonunun da kan basincini diistirdiigii bulunmustur [121, 241]. 20-HETE nin
sodyum transportu iizerine etkileri gbéz Oniine alindiginda, 20-HETE sentezinin
inhibisyonunun kan basincini nasil diisiirdiigii uzunca bir siire anlagilamamistir. 20-
HETE’nin SHR mezenter arterlerinde Phe’ye kars1 duyarliligr arttirdigi saptanmistir
[242]. Ardindan 20-HETE’ nin hem renal hem de splanik vaskiiler sistemde arttig1 ve
bu artisin periferal vaskiiler tonusu arttirdigt bulunarak konu aydinhiga
kavusturulmustur. SHR’lerde 20-HETE sentezinin inhibisyonunun, 20-HETE’nin
tiriner atilimini azalttig1 ve renal interlobar arterlerde Ang II’ye kars1 vazokonstriktor
cevapta diisiise neden oldugu gosterilmistir [243]. Bunun yaninda CYP4Al ve
CYP4A2’ye yonelik antisens komplementer DNA uygulanmast da renal
mikrodamarlarda 20-HETE olusumunu azaltip kan basincini diisiirmistiir [244]. 12-
16 haftalik SHR’lerde 20-HETE sentezinin inhibisyonuyla kremaster arteriollerinin
O, aracili vazokonstriksiyon yanitinda da azalma bulunmustur [245]. L-NAME ile
muamele edilmis SHR’lerde yine 20-HETE sentezinin inhibisyonuyla kan basincinin
azaldig1, bunun yani1 sira organ hasarinda azalma oldugu gosterilmistir [246].

Serebral arterlerde 20-HETE’nin arttigi, bu artisin iskemik felce ve oksidatif
stres artisina sebep oldugu bulunmustur [20]. Buna ek olarak bagka bir ¢aligmada 20-
HETE sentezinin inhibisyonu ile serebral inflamasyonda, oksidatif streste, orta
serebral arterlerde ACh aracili gevseme yanitinda diizelme oldugu gosterilmistir
[247].

Androjen ile Olusturulan Hipertansiyon Modelinde 20-HETE

Androjen uygulamasi ile; arteriyal kan basincinin, CYP4A proteininin ve
bununla iligkili olarak 20-HETE olusumunun arttigt gosterilmistir. 20-HETE
antagonistinin kullanimi ise kan basincinda diisiise sebep olmustur [248]. Ayrica
Olusan 20-HETE’nin artis1, oksidatif stres ve endotel disfonksiyonuyla pozitif
korelasyon gostermistir [26]. Bagka bir caligmada yine androjen uygulamasi, renal
interlobar arterlerde 20-HETE miktarinda, Phe’ye karsi olusan cevabin duyarliliginda
ve NF-KB aktivitesinde artiga, ACh aracili vazodilatasyonun bozulmasina sebep
olmustur [204].

Disi Sicanlarda Olusturulan Hipertansiyon Modellerinde 20-HETE
-Hamile Sicanlarda Uterus Perfiizyonunun Azaltilmas1 ile
Olusturulan Hipertansiyon Modelinde 20-HETE: Bu modelde 20-HETE
sentezinin inhibisyonu ile kan basincinda ve renal kortekste 20-HETE olusumunda
azalma gozlenmistir. Ayrica glomerular filtrasyon hizinda artis bulunmustur [249].
-Postmenapozal Hipertansiyon Modelinde 20-HETE: Postmenapozal
hipertansiyon (PMR) modeline 20-HETE spesifik inhibitorii olan HETO0016
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uygulandigi zaman kan basincinda diisme meydana geldigi ancak bunun geng
disilerde gozlenmedigi gosterilmistir. Ayrica PMR’lerde geng disilere gore endojen
serebrovaskiiler 20-HETE olusumunun fazla oldugu ancak renal 20-HETE
olusumunun az oldugu gosterilmistir [250].

Ang Il ile Olusturulan Hipertansiyon Modelinde 20-HETE

Ang II, sigan bobreklerinde 20-HETE sentezini ve salinimini arttirmaktadir.
In vivo ve in vitro ¢aligmalar 20-HETE sentez inhibisyonunun, Ang II’ye bagh
vazokonstriksiyonu onledigini gostermistir. Yine 20-HETE olusumunun inhibe
edilmesi bu si¢an modelinde kan basincinda diisiise neden olmustur [24, 218].

Mineralokortikoid ile Olusturulan Hipertansiyon Modelinde 20-HETE

Sicanlarda mineralokortikoid olan deoksikortikosteroneasetat (DOCA) tuz ile
olusturulan hipertansiyon modelinde, 20-HETE olusumu bloke edilince kan
basincinin diistiigi gosterilmistir [251]. Bu g¢alismanin aksine, yine ayni model
kullanilan farelerin bobreklerinde 20-HETE olusumunun azaldigi ve 20-HETE
olusumunun arttirilmast sonucu hipertansiyon gelisiminin 6nlendigi bulunmustur
[252].

Goldblatt Hipertansiyon Modelinde 20-HETE

Bu modelde, hipertansiyon olusumunun erken evrelerinde herhangi bir etki
gozlenmezken, kronik siiregte 20-HETE’nin olusumunun inhibe edilmesi
kremasterik arteriollerde O, aracili vazokonstriksiyonu azaltmistir [253].

Dahl Tuz Duyarh (Dahl SS) Sican Modelinde 20-HETE

Dahl SS siganlar, yiiksek tuz diyeti ile beslendiklerinde siirekli bir
hipertansiyon gelisimi ve renal hasar gostermektedirler. Bu model hipertansiyonda
20-HETE diger modellere gore farkli olarak koruyucu etki gostermektedir. Nefronda
Na*-K*-2CI" transportunun diizenlenmesinde 20-HETE’nin &nemi gz &niine
alindiginda yapilan pek ¢ok c¢alisma, Dahl SS siganlardaki 20-HETE olusum
eksikliginin nefronda klor transportunda yiikselmeye sebep oldugu ve hipertansiyon
gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir. Dahl SS siganlarin bobreklerinde
CYPA4A protein ekspresyonu ile 20-HETE olusumu azalmaktadir [222, 254, 255] ve
20-HETE olusumunun arttirilmasiyla birlikte kan basincinda diisiis meydana
gelmektedir [256]. Dahl SS si¢anlarin kontrolii olarak kullanilan Dahl tuz direncgli
(Dahl SR) sicanlar yiiksek tuz diyetiyle beslendiginde ise hipertansiyon geligimi
gozlenmemekte ve kronik 20-HETE blokaj1 kan basincini diisiirmektedir. Ancak bu
blokajin Dahl SS sicanlara ek bir etkisi gézlenmemektedir [228, 234]. Baska bir
calismada ise, Brown Norway si¢anlarin kromozom 5’inin (20-HETE olusumunu
saglayan CYP4A geni bu kromozom iizerinde bulunmaktadir) Dahl SS siganlara
aktarilmasi ile olusturulan konsomik sigan modelinde yiiksek tuz diyetiyle
beslenmeye ragmen hipertansiyon gelisiminin ve proteiniiri olusumunun azaldigi
gosterilmistir [257].

Genetik Hipertansiyon Modellerinde 20-HETE
Vaskiiler endotele 6zgii CYP4A2’nin ekspresyonunun arttiritlmasi1 20-HETE
olusumunun artisina sebep olmakta, bunun sonucunda hipertansiyon gelisimi ve
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endotel disfonksiyonu gozlenmektedir. 20-HETE sentezinin inhibisyonuyla ise kan
basincinda diislisiin saglanmasiin yani sira ACh aracili vazodilatasyon yanitinda
diizelme gozlenmistir [167, 177].

2.4. Amag ve Hipotez

Hipertansiyon giiniimiizde olduk¢a yaygin ve Onemli bir hastalik olup,
tedaviye yonelik pek ¢ok uygulama yapilmasina ragmen hala ¢oziilememis bir
problemdir. Ozellikle vaskiiler tonusun diizenlenmesinde 20-HETEnin etkin bir rolii
oldugu bulunduktan sonra, hipertansiyon patogenezinin arastirilmasina dair
calismalar bu yonde agirlik kazanmistir. Pek cok hipertansiyon modelinde 20-
HETE’nin rolii arastirilmasina ragmen, NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde
20-HETE’ nin rolii olup olmadig1 bilinmemektedir.

Bu c¢alisgmada, Wistar albino siganlarda L-NAME ile NOS inhibisyonu
hipertansiyon modeli olusturarak 20-HETE’ nin arteryal kan basincina, iletim (aort)
ve direng tipi (mezenterik arter 3.dal) damarlarda kasilma ve gevseme yanitlarina
etkisini incelemeyi amagladik.

Hipotezimiz ise; NO’nun 20-HETE {iretiminde baskilayict bir ajan oldugu
gosterildigi icin NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde de 20-HETE’nin
katkisinin bulunabilecegini, vaskiiler kasilma yanitlarinda artis ve/veya gevseme
yanitlarinda azalma goriilebilecegi yoniindedir. Ayrica 20-HETE iiretiminin
inhibisyonu ile NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde arteriyel kan basincinda
diisiis ve vaskiiler yanitlarda diizelme beklemekteyiz.
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz  Universitesi Tip  Fakiiltesi  Fizyoloji ~ Anabilim  Dali
laboratuvarlarinda gerceklestirilen bu ¢alismada 8 haftalik toplam 60 erkek Wistar
Albino sigan kullanildi. Siganlar, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul onay1 ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve
Unitesinden temin edildi. Temin edilen siganlar, 23 + 2°C olan ve 12 saat giin 15131 -
12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada tutulup, kisitlama olmaksizin (ad
libitum) ticari sican yemi tiikketimine birakildilar. Deney prosediiriine alinmadan 6nce
bir haftalik aligma periyoduna birakilan hayvanlarin bu siire zarfinda kan basinglar
da oOlciilerek normotansif olduklarindan emin olundu. Tim si¢anlar feda edilene
kadar iki giinde bir su tiikketimleri ve haftada bir agirlik 6l¢timleri yapildi. Calisma
asagida anlatildig: gibi iki ayr1 deney seklinde planlandi.

3.1. Invitro cahsma

Gruplandirma: Bu c¢alismanin amaci, deneysel NOS inhibisyonu
hipertansiyon modelinde 20-HETE’nin damar kasilma ve gevseme yanitlarina
katkisini in vitro kosullarda incelemektir. Alinan hayvanlar rastgele olarak Kontrol
(K, n=10) ve Hipertansiyon (H, n=10) olmak {izere iki gruba ayrildi.

3.1.1. Hipertansiyon Olusturulmasi

Deneysel nitrik oksit sentaz inhibisyonu hipertansiyon modelini olusturmak
i¢in hipertansiyon gruplarindaki hayvanlarin igme sularina spesifik olmayan bir NOS
inhibitorii olan N,-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), 25
mg.kg™.giin” dozunda ve bes hafta boyunca ilave edildi. Hayvanlarm amaglanan
dozu alabilmesi i¢in giinliik su tiiketimi belirlendi ve haftalik kilo takibi yapildi. L-
NAME’in aktivitesini yitirmemesi i¢in ise kafeslerin sular1 iki giinde bir tazelendi.
Ayrica L-NAME’li sular degistirilirken suluklarda artan sular tekrar kullanilmadi.

3.1.2. Kan Basmci Olciilmesi

Hayvanlarin bazal ve deney sonundaki ortalama arteriyel kan basinglari,
invaziv olmayan tail-cuff yontemiyle kuyruk arterlerinden 6l¢iildii. Kuyruga takilan
halka seklindeki basing probuyla alinan sinyaller MP 150 veri toplama sistemi
(BIOPAC Systems, CA-USA) ve MAY-BPHR 9610-PC (Commat Ltd, Ankara)
tinitesi aracilifiyla bilgisayara aktarildi. Kan basinct Olgilimleri, Acknowledge
programiyla ¢izdirilen traseler iizerinden yapildi. Her bir 6l¢iim sirasinda en az 5
trase kaydi1 yapildi ve pes pese gelen traselerin ortalama degeri kullanildi.

Invaziv olmayan tail-cuff yontemi, insanda kol arterinden kan basinci dlgme
yontemiyle ayni prensibe dayanmaktadir. Kisaca bahsedecek olursak; kuyruk
arterinden gegen kan akiminin kesilmesi amaciyla havayla sisirilen halka seklinde bir
manget (cuff) kullanildi. Belli bir basing saglayan manset sisirilip kan akimi
kesildikten sonra, otomatik olarak yavas¢a sondiiriilmesiyle kan akimi1 tekrar basladi.
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Kan tekrar basladigi kisimdaki deger sistolik, manset basincinin kan akimiyla
esitlendigi kisimdaki deger ise diyastolik kan basinci degerini verdi. Ortalama kan
basinci degeri de, sistolik ve diyastolik basinglarin ortalamasiydi.

Kuyruk arterlerinden pulsasyonlarin daha kolay algilanmasi i¢in hayvanlar
her kan basinci 6l¢iimiinde 30 cm yiiksekte bulunan 150 watt’lik kizilGtesi 1l
lamba ile 1sitildi ve arterlerin genislemesi saglandi. Kan basinci Slgiimleri oda
sicakliginda yapildu.

3.1.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Damar Izolasyonu

Tiim deney gruplarindaki siganlar, 5 haftalik deney siiresinin sonunda intra-
peritoneal tiyopental sodyum (80 mg.kg™) anestezisi ile uyutulup, abdomenleri hizla
acildiktan sonra abdominal aortalar1 kesilerek kansizlastirma yoluyla feda edildi.
Hizli bir sekilde gogiis kafesi agilarak torasik aorta diger dokulardan ayrilip ¢ikarildi.
Ardindan yine hizli bir sekilde mezenter yatak, iceriginin disari ¢ikmamasi i¢in
diigiimlenip ¢ikarildi. Bu iki doku cikarilir ¢ikarilmaz, buz {lizerinde bekletilen
icerisinde Krebs soliisyonu (110mM NaCl, 5mM KCI, 24mM NaHCO;, 1mM
KH,PO,;, 1mM MgS0,4.7H,0, 2,5mM CaCl,, 10mM glukoz, 0,02mM EDTA,
pH=7.4) bulunan beherlere alindi. Dokular soguk Krebs ile yikandiktan sonra
diseksiyon asamasina gecildi.

Mikrodiseksiyon asamasi ig¢in dokular, soguk Krebs iceren petrilere alindiktan
sonra ortama sabitlendi. Diseksiyon mikroskobu kullanilarak (OLYMPUS — SZ61)
uygun biiyiitme derecesinde (arter ve ven ayrimi yapildiktan sonra), arterlerden yag
ve bag dokudan uzaklastirildi ve torasik aort ile mezenter damar yataginin 3. dali
izole edildi. Torasik aort, uygun uzunlukta halkalara ayrilip ¢alisilmak tizere organ
banyosuna alinirken; mezenter arter 3.dal ise uygun uzunluklarda telli miyografa
alind1.

3.1.4. lizole Damarlarin Asilmasi ve Vitalizasyon Asamalari

Izole edilen torasik aort 2 — 2,5 mm uzunlugunda halkalara ayrildiktan sonra;
%95 O, - %5 CO; igeren gaz karisimi ile gazlandirilmis, sicakhigr 37°C ve pH=7.4
olan 10 ml krebs soliisyonu bulunan organ banyosuna alindi. Damar halkalar1, ¢elik
tellere asilarak gergin bir ip araciligl ile izometrik transdusere (FDT 1 A — 10 MAY)
baglandiktan sonra, 1 gram istirahat gerimi altinda her 15 dakikada bir yikanarak
toplam 60 dakika boyunca dinlendirildi. Her yikamadan sonra eger gerim
degismisse, tekrar 1 gram gerime getirilmesine dikkat edildi.

Izole edilen diren¢ damar1 olan mezenter arter 3. dali 2 mm uzunlugunda
parcalara ayrildiktan sonra; sicakligi 37°C pH=7.4 olan ve 5 ml Krebs soliisyonu
iceren miyograf diizenegine (Model 620M, Danish Myo Technology, Aarhus N,
Danimarka) alindi. 25 mikrometre c¢apindaki tungsten telin bir ucu diizenege
vidalandiktan sonra, telin diger ucundan iki ince uglu forseps yardimiyla mezenter
arterler gecirildi. Telin damar limeninden gegirildigi esnada, damarin endotel
tabakas1 zarar gormemesine dikkat edildi. Ardindan telin serbest kalan ucu da diger
kisma vidalandiktan sonra, ikinci tel birinci tele paralel olacak sekilde yine damarin
kas ve endotel tabakasina hasar vermemeye dikkat ederek damarin iginden geg¢irildi
ve ikinci tel diizenegin transduser tarafina vidalandi. Diizenegin hazirlanmasi
tamamlandiktan sonra her bir banyodaki 5 ml krebs soliisyonu, %95 O, - %5 CO,
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iceren gaz karisimi ile gazlandirilip sicaklign 37°C ve pH=7.4’te tutulmaya devam
edildi.

Telli miyograf diizenegindeki damarlarin istirahat gerimi olan bazal duvar
gerimini bulmadan 6nce, damarlar 15 dakikalik dinlenme periyoduna birakildi. 15
dakikanin ardindan, mikroskop yardimiyla mikrometrik 6l¢tim skalas1 kullanilarak
her bir damarin boyu 6l¢tildii ve iki tel arasinda belirli dis damar ¢ap1 degerleri de
hesaba katilarak damar duvarinin olusturdugu gerim saptanip bilgisayar yazilimi
yardimu ile (LabChart Pro V7, Adinstruments, Bella Vista, Avusturalya) ¢ap — gerim
grafigi ¢izdirildi. Bazal damar gerimini belirlemek i¢in, in vivo sartlarda 90 mmHg
kan basinct degerinde olusan gerim otomatik olarak hesaplandi. Bulunan gerime
ayarlanan diren¢ damarlari, bazal gerimleri altinda her 15 dakikada bir yikanarak
toplam 60 dakika boyunca dinlendirildi.

Bir saatlik istirahat geriminin (dinlenme periyodunun) ardindan damarlara 6n-
uyarilma safhasi olan vitalizasyon asamasi: uygulandi. Bu islem i¢in 20 mM
Potasyum Kloriir (KCl) igeren Krebs soliisyonunu uyguladiktan sonra 107 M
konsantrasyonunda Phe [(R)-(-)-Phenylephrine hydrochloride, Sigma P6126, St.
Louis, USA] ilavesi yapildi. Aort halkalarini i¢eren organ banyosuna 10 ml 20 mM
KCl igeren Krebs konulduktan sonra, banyoda 107 M olacak sekilde Phe ilavesi
yapilirken; telli miyograf sistemine 5 ml 20 mM KCI igeren Krebs eklenip, aym
sekilde 107 konsantrasyonda olacak sekilde Phe ilavesi yapildi. Bu islem 3 kere art
arda tekrarlandi. Vitalizasyon igleminden sonra damarlar Krebs soliisyonu ile
yikanip, 15 dakikada bir soliisyonun yenilenmesi sartiyla 30 dakikalik ek dinlenme
periyoduna gegildi.

Dinlenme periyodunun ardindan damar liimeninin i¢ yiiziinii déseyen endotel
tabakasinin saglikli olup olmadigini arastirmak igin ise; banyolara 10° M
konsantrasyonunda Phe ilave edildikten sonra yine 10° M konsantrasyonunda ACh
(Acetylcholine chloride, Sigma A6625, St. Louis, USA) ilavesi yapilarak, gevseme
cevabinin yiizde olarak degeri hesaplandi. %60 ve ilizeri gevseme cevabi veren
damarlar endotelli olarak kabul edilip, %60’1n altindakiler deney protokoliinden
cikarildi.

Deney protokoliine alinacak olan damarlar belirlendikten sonra damarlarin
kasilma ve gevseme yanitlar1 asagidaki protokollerle incelendi.

3.1.4.1. Deney Protokolii

KCl aracih kasilma yamiti protokolii: Her iki sistemin de haznelerine 20, 40

ve 80 mM KCI eklenip damarlarin verdigi kasilma yanitlar1 bazal kosullarda elde
edildi.

HETO0016 varhginda KCI aracihi kasilma yaniti protokolii: KCI aracili
kasilma yanitlari, damarlarin 30 dakika boyunca banyolarda 1 pM HETO0016
varliginda inkiibe edilmesinden sonra tekrarlandi. Ayrica KCI'li krebsler eklendigi
sirada banyo sivilarinda 1 uM HET0016 bulunmaktaydi.
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Fenilefrin (Phe) aracili kasilma yamit1 protokolii: Her iki sistemin banyo
stvilarina artan dozlarda Phe kiimiilatif olarak (10° — 3x10®° M) eklenip bazal
kosullarda kasilma yanit1 elde edildi.

HET0016 varhginda Phe aracili kasilma yamiti protokolii: Phe aracili
kasilma yanitlar1 damarlarin 30 dakika boyunca 1 uM HET0016 varliginda inkiibe
edilmesinden sonra tekrarlandi. Kiimiilatif olarak artan dozlarda Phe eklenmesi
asamasinda da banyo sivilarinda 1 uM HETO0016 bulunmaktaydi.

Asetilkolin (ACh) aracihi gevseme yanmiti (endotel bagimh gevseme)
protokolii: Her iki sistemde damarlarin submaksimal dozda Phe ile kasilmayi
takiben kiimiilatif olarak ACh dozlarma (10 — 3x10™° M) verilen gevseme cevaplari
kaydedilerek bazal kosullarda gevseme yanitlari elde edildi.

HETO0016 varhginda Asetilkolin (ACh) aracili gevseme yamiti (endotel
bagimh gevseme) protokolii: ACh aracili gevseme yanitlart damarlarin 30 dakika
boyunca 1 uM HETO0016 varliginda inkiibe edilmesinden sonra tekrarlandi. Protokol
asamasinda yine banyo sivilarinda 1 uM HETO0016 bulunmaktaydi.

Sodyumnitroprussid (SNP) aracihh gevseme yaniti (endotel bagimsiz
gevseme) protokolii: Her iki sistemde damarlarin submaksimal dozda Phe ile
kasilmay1 takiben kiimiilatif olarak SNP (Sodium nitroprusside dihydrate, Merck
106541, Darmstadt, Germany) dozlarma (10™° — 3x10®° M) verilen gevseme
cevaplari kaydedilerek bazal kosullarda gevseme yanitlari elde edildi.

HETO0016 varh@inda Sodyumnitroprussid (SNP) aracii gevseme yaniti
(endotel bagimsiz gevseme) protokolii: SNP aracili gevseme yanitlart damarlarin
30 dakika boyunca 1 puM HETO0016 varliginda inkiibe edilmesinden sonra
tekrarlandi. Protokol agsamasinda banyo sivilarinda 1 uM HET0016 bulunmaktaydi.

20-HETE doz yamt egrisi: 20-HETE’ye kasilma yanitlarinin etkilenip
etkilenmediginin incelenmesi amaciyla ekzojen 20-HETE kullanildi. Bu amag igin
banyo sivisina 20-HETE (10 — 10° M) eklenmesiyle 20-HETE doz yanit egrisinin
alinmas1 amaclandi. Ancak her iki grupta damarlarin 20-HETE’ye kasilma
yanitlarinin olusmamasi nedeniyle “Bulgular” boliimiinde 20-HETE yanitlarina yer
verilmedi.

Her bir protokolden sonra damarlar 3 kere normal Krebs ile yikandi. Tim
ardisik protokoller arasinda ise en az 30 dakikalik dinlenme siiresi uygulandi.

3.2. Tedavi calismasi

Gruplandirma: Bu calismanin amaci, deneysel NOS inhibisyonu
hipertansiyon modelinde 20-HETE’nin in vivo inhibisyonunun damar kasilma ve
gevseme yanitlarina katkisini incelemekti. Alinan hayvanlar rastgele olarak 4 gruba
ayrildilar:

1.Kontrol grubu (K; n=10)
2.Hipertansiyon grubu (H; n=10)
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3.Kontrol + Tedavi grubu (HET; n=10)
4.Hipertansiyon + Tedavi grubu (H + HET; n=10)

3.2.1. Hipertansiyon Olusturulmasi

Deneysel nitrik oksit sentaz inhibisyonu hipertansiyon modeli hipertansiyon
gruplarindaki hayvanlarin igme sularia yukarida tarif edildigi gibi 25 mg.kg'l. giin'1
dozunda L-NAME’in bes hafta boyunca ilave edilmesiyle olusturuldu.

3.2.2. Tedavi Uygulamasi

NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde 20 HETE nin katkisin1 gostermek
icin tedavi gruplarindaki hayvanlara 20-HETE {iretiminin inhibisyonu amaciyla
CYP4A ve 4F enzimleri igin spesifik bir inhibitor olan N-Hydroxy-N’-(4-butly-2-
methylphenyl)-formamidine (HET0016) uygulandi. Tedavi gruplarindaki hayvanlara
ilk 3 hafta boyunca tek basina L-NAME, ardindan 2 hafta siiresince 10 mg.kg™.giin™
dozunda HETO0016 tedavisi L-NAME ile birlikte uygulandi. HET0016, her bir
hayvana 2 ml.kg™.gin™ dozunda lesitin igerisinde ¢éziilerek intra-peritoneal olarak
verildi. Lesitin (L-alpha-phosphatidylcholine) ise, %10’luk olarak salin (%0,9
NaCl/distile su) igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

3.2.3. Vehicle Uygulamasi

Vecihle uygulamasmin olgiilecek olan parametrelere olasit etkisi olup
olmadigi bir 6n ¢alisma ile degerlendirildi. Bu amagla 5 adet kontrol, 5 adet vehicle
alan kontrol olmak iizere toplam 10 adet sican kullanildi. Vehicle gruplarina
HETO0016 c¢oziiciisii olarak kullanilan lesitin yukarida tanimlandigr sekilde
hazirlanarak, 2 ml.kg™.giin™ dozunda intra-peritoneal olarak ve HET0016 tedavisi ile
uygun olacak sekilde 2 hafta boyunca uygulandi.

Vehicle tedavisinin bagslangicinda ve sonunda hayvanlarin kan basinci
kuyruktan 6lgme yontemi ile degerlendirildi. Daha sonra feda edilen hayvanlarin
aort ve mezenter arter 3 dallarinin KCI, Phe, ACh, SNP aracili kasilma/gevseme
yanitlar1 degerlendirildi. Protokollerin detaylar1 asagida verilmistir.

3.2.4. Kan Basma Olgiilmesi
Hayvanlarin ortalama arteriyel kan basinglari, invaziv olmayan tail-cuff
yontemiyle yukarida tarif edildigi gibi kuyruk arterlerinden haftalik olarak 6l¢iildii.

3.2.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Damar izolasyonu

Deney siirecinin bitiminde yukarida tarif edildigi sekilde deney hayvanlari
anestezi altinda kansizlastirma yoluyla feda edilerek torasik aorta ve mezenter arterin
3. dali izole edildi.

3.2.6. izole Damarlarin Asilmasi ve Vitalizasyon Asamalari

Aortik halkalar organ banyosuna, mezenter arterin 3. dali ise telli miyograf
sistemine yukarida tarif edildigi {lizere uygun sekilde asilarak, dinlenim ve
vitalizasyon asamalarina gecildi. Endotel saglamlig1 test edildikten sonra deney
protokoliine alinacak olan damarlar belirlenerek damarlarin kasilma ve gevseme
yanitlar1 asagidaki protokollerle incelendi.
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3.2.6.1. Deney Protokolii

KCIl aracili kasilma yamit1 protokolii: Her iki sistemin de haznelerine 20, 40
ve 80 mM KCIl eklenip damarlarin verdigi kasilma yanitlar1 bazal kosullarda elde

edildi.

Fenilefrin (Phe) aracili kasilma yamit1 protokolii: Her iki sistemin banyo
swvilarina artan dozlarda Phe kiimiilatif olarak (10° — 3x10° M) eklenip bazal
kosullarda kasilma yanit1 elde edildi.

Asetilkolin (ACh) aracihi gevseme yamit1i (endotel bagimh gevseme)
protokolii: Damarlarin submaksimal dozda Phe ile kasilmay:1 takiben kiimiilatif
olarak ACh dozlarina (10”° — 3x10™ M) verilen gevseme cevaplari kaydedilerek bazal
kosullarda gevseme yanitlari elde edildi.

Sodyumnitroprussid (SNP) aracihh gevseme yaniti (endotel bagimsiz
gevseme) protokolii: Damarlarin submaksimal dozda Phe ile kasilmayi takiben
kiimtlatif olarak SNP dozlarina (10'10 — 3x10®° M) verilen gevseme cevaplari
kaydedilerek bazal kosullarda gevseme yanitlari elde edildi.

Her bir protokolden sonra damarlar 3 kere normal Krebs ile yikandi. Tiim
ardisik protokoller arasinda ise en az 30 dakikalik dinlenme siiresi uygulandi.

3.3.Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Ardisik 6lgtimlerle elde
edilen farkli ajan dozlarindaki kasilma/gevseme cevaplarinin ve haftalik kan basinci
Olgtimlerinin degerlendirilmesinde tekrarlayan Slglimlerin varyans analizi (repeated
measures ANOVA) ve post hoc test olarak Tukey testi kullanildi. Dért grubun Emax
(ajana kars1 verilen maksimum yanit) degerleri, viicut agirligi ve su tiikketimlerinin
kiyaslanmasinda tek yoOnlii varyans analizi ve ardindan gruplar arasi farkin
degerlendirilmesinde post hoc test olarak Tukey testi uygulandi. Ikili gruplarin
kiyaslanmasi ise Student-t testi ile gergeklestirildi. P’nin 0.05 ve alti degerleri
istatistiksel olarak onemli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Calisma I: In vitro cahsma

Deneye alinma sirasinda 240-270 g viicut agirligina sahip olan hayvanlar
gruplara homojen olarak dagitildi. K ve H gruplarinin bazal ortalama kan basinci
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (89.6242.93 wvs.
97.34+3.56).

Gruplarin deneyin sonunda feda edilmeden hemen Once Olgiilen viicut
agirliklart arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica H grubunun 5 hafta boyunca
L-NAME’i uygun dozda almasin1 saglamak amaciyla, hayvanlarin giinliik igme suyu
miktarlan takip edildi. Su tiiketimleri yoniinden gruplar arasinda fark saptanmadi.
Hayvanlar feda edilmeden hemen o6nce Ol¢iilen K ve H gruplarinin ortalama kan
basinci degerleri arasinda istatistiksel olarak énemli fark gosterildi. (p<0,001) (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. In vitro ¢alisma K ve H gruplar viicut agirligi, su tiiketimi ve ortalama arteryel kan basici
degerleri

Protokol K H
Viicut Agirligi (g) 287.30+£6.84 283.64+7.83
Su Tiiketimi (ml/giin) 36.51£2.05 38.26+2.81
Ortalama Arteryel 92.10+5.04 157.55+3.13%**
Kan Basinci (mmHg)

4.1.1. Aort yanitlan

KCl protokolii: 20, 40 ve 80 mM konsantrasyonlardaki KCl doz yanit egrileri
ve maksimum kasilma yanitlar1 (Emax) tiim gruplarda birbirine benzer bulundu.
(Sekil 4.1, Tablo 4.2).

3.
- K
= HET
@2' - H
S -8 H+HET
o
O 14 +
0-
I T T T 1
0 20 40 60 80

[KCI, mM]

Sekil 4.1.Aort KCI aracili kasilma doz yanit egrisi
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Tablo 4.2.Aort KClI aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlari

Emax

Protokol K HET H H+HET

KCI(g) | 2.08£0.06 | 2.26+0.08 | 2.23+0.09 2.17%0.15

Phe protokolii: Artan dozda Phe (10° — 3x107®) ile elde edilen doz-yanit
egrileri ve Emax degerleri Sekil 4.2 ve Tablo 4.3’te gosterilmistir. H grubunun
kasilma yanitlariin K grubuna kiyasla 6nemli olarak arttigi goriildii (p<0.001).
HETO0016 inkiibasyonu ile 20-HETE olusumunun inhibe edilmesi K gruplari arasinda
bir fark yaratmazken, H+HET grubunda saptanan kasilma doz-yanitlart H
grubununkine kiyasla 6nemli diizeyde baskilandi (p<0.001). Ayrica Phe’e verilen
Emax yanitlar1 agisindan da doz yanit egrilerine benzer sekilde H grubunda K

grubuna kiyasla 6nemli artis, HFHET grubunda ise H grubuna kiyasla 6nemli azalma
izlendi (p<0.001).

s i

T T
10-° 10-8 107 10-6 10-% 104
[Phe, M]

Sekil 4.2. Aort Phe aracili kasilma doz yanit egrisi

Tablo 4.3. Aort Phe aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlar

Emax

Protokol K HET H H+HET

Phe(g) | 1.18+0.07 | 1.40+0.11 | 2.04+0.16*** | 1.09+0.07###

ACh protokolii: ACh (10° — 3x107) ile elde edilen doz-yamit egrileri ve
Emax degerleri Sekil 4.3 ve Tablo 4.4’te izlenmektedir. H grubunda K grubuna gore
ACh doz-yanit egrisinde vazodilatasyonda istatistiksel olarak dnemli azalma saptandi
(p<0.01), ancak organ banyosuna HET0016 eklenmesi ile H+HET grubunda H
grubuna kiyasla gevseme artis1 saptanmasina ragmen istatistiksel olarak 6nemli bir
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degisiklik yaratmadi. Bununla birlikte gruplarin Emax degerleri incelendiginde H
grubunda K grubuna gore izlenen azalma yanit1 (p<0.001), H+HET grubunda H
grubuna kiyasla 6nemli derecede diizelme gosterdi (p<<0.01).

0=
20
404

604

% Gevseme

804

100~

[ACh, M]

Sekil 4.3. Aort ACh aracili gevseme doz yanit egrisi

Tablo 4.4. Aort ACh aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlart

Emax
Protokol K HET H H+HET
ACh (%) 98.26+0.64 | 96.18+0.94 | 81.40+3.56*** | 92.28+1.984##

SNP protokolii: Aortik halkalarin SNP’ye (10™° — 3x10®° M) verdikleri
gevseme yanitlari hem doz-yanit egrileri hem de Emax degerleri agisindan gruplar
arasinda anlamli fark gostermedi (Sekil 4.4, Tablo 4.5).
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Sekil 4.4. Aort SNP aracili gevseme doz yanit egrisi
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Tablo 4.5. Aort SNP aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlari

Emax

Protokol K HET H H+HET

SNP (%) 100.0+0.0 100.0+0.0 99.9+0,09 100.0+ 0.0

4.1.2. Mezenter direnc arteri yanitlari

KCl protokolii: Mezenter arterin iliclinci dalinin KCl’nin artan dozlarina

verdikleri doz yamit egrileri ve Emax degerleri agisindan gruplar arasinda fark
bulunmadi (Sekil 4.5, Tablo 4.6).
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Sekil 4.5. Mezenter arter 3. dal KCl aracili kasilma doz yanit egrisi

Tablo 4.6. Mezenter arter 3. dal KCI aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlari

Emax

Protokol K HET H H+HET

KCI(g) | 2.46£022 | 2.86£026 | 2.64+0.21 2.45+0.40

Phe protokolii: Benzer sekilde gruplarin Phe’ne verdikleri kasilma yanitlari
da gruplar arasinda farklilik géstermedi (Sekil 4.6, Tablo 4.7).
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Sekil 4.6. Mezenter arter 3. dal Phe aracil1 kasilma doz yanit egrisi

Tablo 4.7. Mezenter arter 3. dal Phe aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlari

Emax

Protokol K HET H H+HET

Phe (g) | 2.68+0.23 | 2.58£0.20 | 2.66+0.23 2.69+0.41

ACh protokolii: ACh’ne verilen gevseme yanitlar1 incelendiginde H
grubunda K grubuna kiyasla hem doz-yanit egrilerinde hem de Emax degerlerinde
istatistiksel olarak onemli derecede azalma saptandi (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01).
Ancak HET0016 inkiibasyonu sonucu K grubu yanitlarinda bir degisiklik yokken H
grubunun gevseme doz-yanit egrilerinde istatistiksel olarak 6dnemli olmayan, Emax
yanitinda ise istatistiksel olarak 6nemli artig (p<0.05) saptand1 (Sekil 4.7, Tablo 4.8).
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Sekil 4.7. Mezenter arter 3. dal ACh aracili gevseme doz yanit egrisi
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Tablo 4.8. Mezenter arter 3. dal ACh aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlari

Emax

Protokol

K

HET

H

H+HET

ACh (%)

95.45+1.58

92.5+1.98

76.91+4.56**

92.4342.71#

SNP protokolii: Gruplarin SNP aracili gevseme yanitlar1 Sekil 4.8 ve Tablo
4.9’da izlenmektedir. H grubunun SNP aracili doz-yanit egrisi ve Emax degeri K
grubununkine benzer bulundu. Bununla birlikte H+HET grubunun SNP’ye cevaben
olusturdugu gevseme yanitlari hem doz-yanit egrilerinde hem de Emax cevaplarinda

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artisa neden oldu (p<0.05).
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Sekil 4.8. Mezenter arter 3. dal SNP aracili gevseme doz yanit egrisi

Tablo 4.9. Mezenter arter 3. dal SNP aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlari

Emax

Protokol

K

HET

H

H+HET

SNP (%)

99.67+0.24

99.32+0.33

98.02+0.68

99.83+ 0.15#

4.2. Cahsma II: Tedavi calismasi

¢ Vehicle calismasi

Kontrol grubuna uygulanan vehicle calismasinda 2 hafta boyunca %10’luk
lesitin uygulamasinin ortalama kan basicini etkilemedigi gosterildi (K, 89.83 + 5.04
vs. K-vehicle, 92.46 + 3.06). K ve K-vehicle gruplarinin kasilma ve gevseme doz
yanit egrileri ile Emax degerleri, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 ile Tablo 4.10 ve Tablo 4.11
‘de incelenmektedir. Vehicle uygulamasinin K grubu ortalama kan basinci degerinin
yan1 sira kasilma ve gevseme yanitlart ile Emax degerlerini de etkilememesi

nedeniyle vehicle ¢alisma gruplar1 deney protokoliinden ¢ikarildi.
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Sekil 4.9. Aortik halkalarin a) KCI ve b) Phe aracili kasilma, ¢) ACh ve d) SNP aracili gevseme doz
yanit egrileri

Tablo 4.10. Aortik halkalarin maksimum (Emax) yanitlar

Emax
Protokol K V
KCI (g) 2.05+0.06 1.91£0.12
Phe (g) 1.21£0.07 1.35+0.10
ACh (%) 97.91+0.91 95.48+1.70
SNP (%) 99.99+0.01 100.00+0.00
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Mezenter yanitlar:
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Sekil 4.10. Mezenter arter 3. dal a) KCI ve b) Phe aracili kasilma, ¢) ACh ve d) SNP aracili gevseme

doz yanit egrileri

Tablo 4.11. Mezenter arter 3. dal maksimum (Emax) yanitlari

Emax
Protokol K \V
KCI (g) 2.61+0.26 2.87+0.39
Phe (g) 2.61£0.22 2.68+0.27
ACh (%) 90.60+3.12 97.11+0.81
SNP (%) 99.66+0.31 100.00+0.00
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Deneye alinma sirasinda 210-260 g viicut agirligina sahip olan hayvanlar
homojen olarak gruplara ayrildiktan sonra, viicut agirliklart aras1 fark bulunmamastir.
Gruplarin deneyin sonunda feda edilmeden hemen Once Olgiilen viicut agirliklar
arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark goriillmemistir (Tablo 4.12).

L-NAME alan gruplarin 5 hafta boyunca ilact dozunda almalarini1 saglamak
amaciyla, hayvanlarin giinlilk igme suyu miktarlar1 takip edildi. Su tiiketimleri
yoniinden gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Tedavi ¢alismas1 K, HET, H ve H+HET gruplar1 viicut agirligi ve su tiiketim degerleri

K HET H H+HET

Viicut Agitligi(g) | 280.75£6.56 | 253.40+£16.64 | 279.42+830 | 245.00+13.01

Su Tuketimi 33.76+2.44 37.33+2.56 41.29+3.89 36.17+3.74
(ml/giin)

5 haftalik deney siiresi boyunca 6l¢iilen haftalik ortalama arteriyel kan basinci
degerleri Sekil 4.11°de gosterilmistir. Gruplarin bazal kan basinci diizeyleri arasinda
fark bulunmazken, H grubunda L-NAME tedavisinin ardindan 1. haftadan itibaren
kan basinct diizeyleri deney sonuna kadar K ve HET grubuna kiyasla onemli
diizeyde artig gosterdi (p<0.001). H+HET grubunun kan basinci degerleri ise K ve
HET grubuna kiyasla deney siiresince yiiksek seyretti (p<0,001, p<0.01) ancak 3.
haftanin sonunda baglanan tedavinin ardindan 4 ve 5. haftalarda H grubuna kiyasla
onemli olarak azaldi (p<0,001).

2 200-
(72}
8 . *% % ok ok * Kok ¥k %
% 150+
X
-_— )
2T 1004
-
g
50- - K
g - H
- -0~ HET
t 0- = H+HET
o
I 1 ] 1 1 ] 1
0 1 2 3 4 5 6

Hafta

Sekil 4.11. Tedavi ¢alismasi ortalama arteryal kan basinci-hafta grafigi
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4.2.1. Aort yamtlari

KCl protokolii: Artan konsantrasyonlarda KCl’ye cevaben olusan aort
kasilma yanitlar1 gruplar arasinda farklilik géstermedi (Sekil 4.12, Tablo 4.13).

3-
- K
/-\2—
RS - HET
§ - H
()]
O 14 = H+HET
0-
I T T T 1
0 20 40 60 80

[KCI, mM]

Sekil 4.12. Aort KCl aracili kasilma doz yanit egrisi

Tablo 4.13. Aort KCI aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlar

Emax

Protokol K HET H H+HET

KCI(g) | 2.05£0.06 | 1.94+0.13 2.38+0.14 2.25+0.17

Phe protokolii: Artan dozda Phe (10 — 3x10) ile elde edilen kasilma doz-
yanit egrileri ve Emax degerleri Sekil 4.13 ve Tablo 4.14’te izlenmektedir. Tedavi
uygulanmayan hipertansif siganlarin Phe’ne cevaben olusturduklari doz yanit egrileri
K grubuna kiyasla 6nemli diizeyde yiiksekti (p<0.01). HET tedavisi hipertansif
hayvanlarda artmis Phe doz-yanit egrisinde diizelmeye neden olurken (p<0.01)
normotensif siganlarda herhangi bir etki yaratmadi. Aortik halkalarin Emax degerleri
kiyaslandiginda da doz-yanit egrilerine benzer sekilde H grubunda K grubuna kiyasla
kasilma yanitinda artig (p<0.001), H+HET grubunda ise H grubuna kiyasla azalma
saptand1 (p<0.05).
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Sekil 4.13. Aort Phe aracili kasilma doz yanit egrisi

Tablo 4.14. Aort Phe aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlart

Emax

Protokol

K HET

H

H+HET

Phe (9)

1.14 £0.07 | 1.30+0.01

1.97+0.17%**

1.45+0.17#

ACh protokolii: ACh (10° — 3x10°) ile elde edilen gevseme doz-yanit
egrileri ve Emax degerleri Sekil 4.14 ve Tablo 4.15’te gosterilmistir. ACh ile elde
edilen doz yanit egrileri incelendiginde H grubunda K grubuna kiyasla 6nemli olarak
azalma oldugu goriiliirken (p<0,01), HET0016 tedavisi alan hipertansif si¢anlarda
almayanlara kiyasla ACh ile gevseme yanitinda artis oldugu saptandi (p<0.05). Emax
degerlerinde ise yalmizca H grubunda K grubuna kiyasla énemli azalma saptandi
(p<0.001).

% Gevseme
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O~

204
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804

H+HET

1 1
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1
10 10-3 10-4

[ACh, M]

Sekil 4.14. Aort ACh aracili gevseme doz yanit egrisi

39




Tablo 4.15. Aort ACh aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlar

Emax

Protokol K HET H H+HET

ACh (%) | 97.91+0.91 | 99.26+0.63 | 82.38+3.51*** 89.52+2.74

SNP protokolii: Aortik halkalarin SNP’ye (10™° — 3x10° M) verdikleri
gevseme yanitlart gruplar arasinda farklilik géstermedi (Sekil 4.15, Tablo 4.16).

On-
20+
404

604

% Gevseme

804

100-

I 1 1 1 1 1 1
10-1° 10° 10® 107 10° 10° 10°“
[SNP, M]

Sekil 4.15. Aort SNP aracili gevseme doz yanit egrisi

Tablo 4.16. Aort SNP aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlari

Emax
Protokol K HET H H+HET
SNP (%) 99.99+0.01 | 100.00+0.00 | 99.74+0.16 98.83+0.48

4.2.2. Mezenter direnc arteri yanitlari

KCl protokolii: Mezenter arter 3. dalinin artan konsantrasyonlardaki KCI doz
yanit egrileri ve maksimum kasilma yanitlar1 (Emax) tiim gruplarda birbirine benzer
bulundu (Sekil 4.16 ve Tablo 4.17).
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[KCI, mM]

Sekil 4.16. Mezenter arter 3. dal KCl aracilt kasilma doz yanit egrisi

Tablo 4.17. Mezenter arter 3. dal KCl aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlari

Emax

Protokol K HET H H+HET
KCI (g) 261+£026 |2.94+027 | 2.70+0.20 3.02+0.22

Phe protokolii: Benzer sekilde gruplarin Phe’ne verdikleri kasilma yanitlari
da gruplar arasinda farklilik gostermedi (Sekil 4.17 ve Tablo 4.18).

Gerim ()
e

1 1 1 1
10-° 108 10”7 10-¢ 103 10-4
[Phe, M]

Sekil 4.17. Mezenter arter 3. dal Phe aracili kasilma doz yanit egrisi
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Tablo 4.18. Mezenter arter 3. dal Phe aracili maksimum (Emax) kasilma yanitlari

Emax

Protokol

K

HET

H

H+HET

Phe (9)

2.61 £0.22

2.66+0.22

2.58+0.21

2.8145+0.18

ACh protokolii: ACh’nin kiimiilatif dozlar1 (10° — 3x10®) ile elde edilen
gevseme yanitlart Sekil 4.18 ve Tablo 4.19’da sunulmustur. Hipertansif si¢canlarda
ACh’ne cevaben olusan gevseme yanitlari hem doz yanit egrileri hem de Emax
acisindan 6nemli olarak diisme gosterdi (sirastyla, p<0.05 p<0.01). Tedavi uygulanan
hipertansif sicanlarda ise hipertansif siganlara kiyasla gevseme yanitlari hem doz-
yanit egrileri hem de Emax degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde

artis sergiledi (p<0.001).
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Sekil 4.18. Mezenter arter 3. dal ACh aracili gevseme doz yanit egrisi

Tablo 4.19. Mezenter arter 3. dal ACh aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlari

Emax

Protokol

K

HET

H

H+HET

ACh (%)

93.70+2.28

96.36+1.11

78.74+4.38%*

98.44+20.7 1###

SNP protokolii: Tim gruplarin SNP aracili gevseme yanitlar1 Sekil 4.19 ve
Tablo 4.20°de izlenmektedir. H grubunun SNP aracili doz-yanit egrisi ve Emax
degeri K grubununkine benzer bulundu. Bununla birlikte H+HET grubunun SNP’ye
cevaben olusturdugu gevseme yanitlar1 hem doz-yanit egrilerinde hem de Emax
yanitlarinda istatistiksel olarak énemli diizeyde artisa neden oldu (sirasiyla, p<0.001

p<0.05).
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Sekil 4.19. Mezenter arter 3. dal SNP aracili gevseme doz yanit egrisi

Tablo 4.20. Mezenter arter 3. dal SNP aracili maksimum (Emax) gevseme yanitlar

Emax

Protokol

K

HET

H

H+HET

SNP (%)

99.53+0.26

99.35+0.28

97.78+0.71

100.00+ 0.00#
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TARTISMA

Hipertansiyon olarak adlandirilan kan basincinin kalic1 olarak yiikselmesi,
oldukca yaygin ve sik karsilasilan bir saglik sorunudur. Hipertansiyon koroner kalp
hastaligi, kalp yetmezligi, serebrovaskiiler hastaliklar, bobrek yetmezligi gibi
hastaliklara da yol agmaktadir. Hipertansiyonun yaygin olusu ve morbiditesi yiiksek
olan bu hastaliklarla birlikte seyretmesi, bilim diinyasinda {izerinde ¢ok fazla
aragtirma yapilmasina neden olmaktadir [36-38]. Hipertansiyonun altinda yatan
nedenler, komplikasyonlar1 ve tedavisini i¢eren c¢alismalar insanlar {izerinde ancak
belli bir yere kadar yapilabilmektedir. Bu konularda daha fazla bilgiye ulagsmak ve
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi icin ¢esitli hipertansiyon modelleri
kullanilmaktadir. Tezin girig bolimiinde de verildigi gibi deneysel olarak olusturulan
cok sayida hipertansiyon modeli bulunmaktadir. Bu tezde deneysel hipertansiyon
modeli olarak NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modeli kullanilmistir.
Bu model, hipertansif insanlarda oldugu gosterilen endotel disfonksiyonuna
dayanmasi agisindan 6nem tasimaktadir [47, 258-260].

Hipertansiyon hastaliginin % 95’lik kismin1 olusturan esansiyel yani nedeni
bilinmeyen hipertansiyonu agiklayan en Onemli hipotezlerden birisi endotel
disfonksiyonudur [30]. Endotel disfonksiyonu temel olarak asetil koline cevaben
endotelden salgilanan vazodilator ajanlarin eksikligi seklinde ifade edilebilir. Endotel
disfonksiyonu hipertansiyona sebep olabilecegi gibi hipertansiyonun sonucu olarak
da ortaya cikabilir [261]. Ister primer ister sekonder olarak ortaya ¢iksin endotel
disfonksiyonu sonucu olusan NO eksikligi 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir.

NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde NO eksikligi ile olusturulan
hipertansif siire¢ sistemik bir hastalik haline gelmektedir. Deney hayvanlarinda
endotel disfonksiyonu olusmakta, sonucunda vazodilatasyon eksikligi goriilmekte,
sodyum geri emilimi inhibe edilmekte, sodyum atilimi1 bozulabilmekte [262], kalp
debisi azalmakta [27], glomeriiloskleroz, glomeriiler kollaps ve interstisyel fibroz
gelisebilmektedir [76, 263]. Goériindiigi iizere NOS inhibisyonu ile olusturulan
hipertansiyon modelinde NO eksikligi disindaki mekanizmalar da 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle bu calismada 6nemli bir vazokonstriktdr ajan olan 20-HETE’nin rolii
arastinlmistir. Insanlarda 20-HETE iireten CYP4A11 ve CYP4F2 genlerinin,
hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelisimiyle iligkili oldugu
bulunmustur [176, 264]. Ayrica insanlarda 20-HETE olusumunda veya etkilerinde
meydana gelen bozulmalarin tuz-duyarli hipertansiyon gelisimine neden
olabilecegine dair bulgular gosterilmistir [265, 266]. Cesitli deneysel hipertansiyon
modellerinde de hipertansiyon gelisiminin 20-HETE artistyla iliskili oldugu
gosterilmistir [20, 177, 204].

Damarlardan salgilanarak vaskiiler tonusun diizenlenmesinde kasici bir ajan
olarak gorev alan 20-HETE’nin NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon
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modelinin patogenezinde yer alip almadigimi arastirdigimiz bu tez, iki calismadan
olugsmaktadir. Birinci ¢alismada NOS inhibisyonu yoluyla hipertansif hale getirilen
deney hayvanlarinda 20-HETE’nin vaskiiler tonuse katkis1 20-HETE inhibitoriiniin
organ banyosuna ilavesiyle degerlendirilmis ve elde edilen pozitif bulgular
dogrultusunda arastirmanin ikinci asamasina gecilmistir. Ikinci calismada ise NOS
inhibisyonu yoluyla hipertansif hale getirilen hayvanlar 20-HETE inhibitorii ile
tedavi edilerek hayvanlarin kan basinglar1 ve vaskiiler kasilma ve gevseme yanitlari
incelenmistir.

I- In vitro calisma

Arastirmamizin ilk kisminda iki gruba ayrilan hayvanlardan hipertansif
grupta olanlarin 5 haftalik L-NAME uygulamasi sonrasinda kan basinglarinin yiiksek
oldugu saptanmustir.

Aort yamtlar1. fletim tipi damar &rnegi olarak segilen torasik aort halkalarinimn
damar diiz kas1 kasilma ve gevseme yanitlar1 KCI ve SNP kullanilarak incelenmistir.
Kontrol grubu hayvanlardan elde edilen damarlarin KCl ve SNP’nin kiimiilatif
dozlarina verdikleri yanitlar alindiktan sonra ayni yanitlar 20-HETE sentezini inhibe
eden CYP450 enzim inhibitérii HET0016 inkiibasyonu sonrasinda degerledirilmistir
ve hem doz-yanit egrilerinde hem de Emax degerlerinde farklilik olmadig:
saptanmistir. Benzer sonuclar hipertansif hayvanlarin aortalarinda da gosterilmistir.

Ancak agonist aracili yanitlar iki grup arasinda onemli farklilik gostermistir.
Phe’ne verilen kasilma, ACh’ne verilen gevseme yanitlar1 20-HETE inhibisyonundan
etkilenmemistir. Bu durum saglikli hayvanlarda bazal sartlarda 20-HETE’nin
vaskiiler tonuse katkisinin Olgiilebilir diizeyde olmadigini gostermektedir [26, 167,
247, 267]. Hipertansif hayvanlarin Phe ile kasilma yanitinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak Onemli Ol¢iide arttigin1 gozledik. Ancak Phe ile kasilma
yanitindaki bu artis HET0016 inkiibasyonu sonucu 20-HETE olusumunun
engellenmesiyle diizelmistir. Bu sonug, hipertansif hayvanlarda saptanan ve olumsuz
bir bulgu olan kasilma yanmitindaki artisa 20-HETE’nin katkida bulundugunu
gostermesi bakimindan 6nem tagimaktadir. ACh ile gevseme yanit1 incelendiginde de
hipertansif hayvanlarda saptanan gevseme yanitlarindaki azalma literatiir ile uyum
gostermistir [268-273]. Ancak arastirmamizin orijinal bulgularindan biri 20-HETE
olusumu engellendiginde hipertansif hayvanlarda azalmis olan gevseme yanitinin,
doz-yanit egrisinde anlamli diizeyde olmasa da Emax degerlerinde 6nemli olarak
diizelme gostermesi olmustur. Simdiye kadar verilen bilgilerin 1518inda hipertansif
hayvanlarin iletim tipi arterlerinde bozulan agonist bagimli kasilma ve gevseme
yanitlarinda 20-HETE nin rolii oldugu rahatlikla sdylenebilir.

Perflizyon basinci (arteriyel ve vendz basinglar arasindaki fark) ile damar
direnci, doku kan akimi belirleyicileridir. Genellikle perfiizyon basinci belirli siirlar
arsinda tutulurken kan akimi biiyiilk Olgiide damar direnci tarafindan
belirlenmektedir. Organizmadaki vaskiiler direng biiyiik dl¢tide cap1 10 ile 500 um
arasinda degisen diren¢ damarlarinin fonksiyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Doku
gereksinimine gbére direng damarlart tonusunu degistirerek kan akimim
diizenlemektedir ve bu olay metabolik teori olarak ifade edilmektedir. Diger yonden
arteriyel kan basincinin doku diizeyine inmeden diisiiriildiigii en dnemli basamak da
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diren¢ damarlaridir. Diren¢ damarlari, hem doku kan akimina etkisi hem de sistemik
kan basincinin diizenlenmesindeki etkisi nedeniyle kritik bir dneme sahiptir [84, 274,
275].

Sistemik kan basincini diizenleme ve doku kanlanmasina etkisi nedeniyle
direng damarlarmin  fonksiyon degisikliklerini arastirmak, fizyolojik ve
fizyopatolojik mekanizmalara 1s1k tutmaktadir. Organ banyosu c¢alismalarinda
genellikle biiyiik iletim veya besleyici tip arterler incelenebilmektedir. Ancak bu
damarlardan alinan yanit degisikliklerinin, doku kanlanmasi ve kan basincini
diizenleme {izerine etkilerinin ne diizeyde oldugu ciddi bir elestiri konusudur. Bu
yiizden diren¢ damari sayilabilecek diizeyde kiigiik arter (100-500 um) yanitlarinin
incelenebilmesi icin telli miyograf ve basing miyografi olmak iizere iki teknik
kullanilmaktadir. Telli miyografta, damarlarin ¢esitli maddelere kars1 verdigi yanitlar
1izometrik kuvvet transdiiseriyle kaydedilmektedir. Basin¢g miyografinda ise, damarlar
iki kaniil arasmma takilip iginden gegen sivinin akim ve basinci istenildigi gibi
diizenlenebilmektedir. Bu teknikte akim ve basing ayr1 ayri kontrol edilebildigi igin,
damarlarda akim araciligi ile degisen kayma geriliminin vaskiiler tonusa etkisi
incelenebilmektedir [276, 277]. Basing miyografi damarin silindirik yapisinin
korunmasi, akim ve basincin ayri1 ayarlanabilmesi o6zelliklerinden dolayr daha
fizyolojik bir teknik olsa da; protokol siirelerinin uzunlugu ve manipulasyonun daha
zor olmasindan dolay1 telli miyograf da tercih edilen bir tekniktir.

Arastirmamizda diren¢ damarlarindaki degisimlere 151k tutabilmek icin
mezenter damar yataginin 3. dali kullanilmistir. Bu damarlarin ¢ap1 200-220 pm
arasinda degismekteydi. iletim tipi damar 6rnegi olarak ise ¢aplar1 2-2,5 mm arasinda
degisen torasik aorta halkalar1 kullanilmistir. Aort yanitlar klasik organ banyosunda
incelenirken mezenter diren¢ damarlar telli miyograf diizeneginde incelenmistir.

Calismamizin ilk basamaginda hipertansif sicanlarin mezenter direng
damarlarinin hem Phe hem de KCI protokolleri incelendiginde kontrol grubundan
fark gostermedigi gibi HET0016 inkiibasyonundan da etkilenmedigi goriilmiistiir.
Mezenter damarlarin ACh ile alinan endotel bagimli gevseme yaniti beklenildigi gibi
hem doz-yanit egrilerinde hem de Emax degerlerinde hipertansif grupta bozulma
gostermistir. 20-HETE olusumu banyoya HET0016 eklenmesiyle engellendiginde
ise gevseme yanitindaki bu azalma diizelmistir. Bu diizelme, doz-yanit egrisinde
anlamli olmasa da Emax degerleri gbz Oniine alindiginda anlamli idi. Dogrudan diiz
kasa etki ederek gevseme olusturan SNP yanitlar1 incelendiginde kontrol grubunun
inkiibasyon Oncesi ve sonrasi yanitlart arasinda farklilik gézlenmemistir. Ancak
kontrol grubuna gore anlamli degisiklik géstermemesine ragmen hipertansif grubun
gevseme yanitlart HET0016 inkiibasyonu sonrasinda artig gdstermistir.

Aragtirmamizin ~ birinci  basamaginin sonuglari genel olarak
degerlendirildiginde, hipertansif hayvanlardan elde edilen damarlarin kasilma ve
gevseme yanitlariin, in vitro ortamda 20-HETE’nin akut inhibisyonu ile degisime
ugramasi Onemli bulgulardir. Hipertansif sicanlarda bozulmus olan Phe aracili
kasilma ve ACh aracili gevseme yanitlarinin 20-HETE inhibisyonu ile diizelmesi,
NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde bu maddenin 6nem kazandigini
gostermektedir. Ancak kabul edilmelidir ki in vitro ¢alismalar gesitli kisitlamalar
icermektedir. Belli bir damar segmentindeki yanmit degisikliginin, total periferik

46



direnci ne yonde etkileyebilecegi, dolayisiyla kan basincini ne yonde ve hangi 6l¢iide
degistirebilecegi ongoriillememektedir. Ote yandan in vitro ¢alismada oldugu gibi tek
seferde akut olarak uygulanan 20-HETE inhibisyonunun tiim organizma iizerine
olusturabilecegi sistemik etkiler de kestirilememektedir. Ancak biitiin bu
kisitlamalara ragmen sonuglarimiz 20-HETE iiretiminin engellenmesinin bu
hipertansiyon modeli i¢in bir tedavi secenegi olusturabilecegini gostermektedir.
Dolayisiyla in vitro ¢alismamizin sonuglari bu tezin ikinci basamagina gegis igin
onemli bilgi saglamistir.

- In vivo tedavi ¢alismasi

Tezin ikinci asamasini olusturan bu ¢alismada ise L-NAME ile hipertansif
hale getirilen sicanlarin 20-HETE sentez inhibitorii ile tedaviye verecekleri yanit
ortaya konmaya calisgilmistir. Bu amacla 3 haftalik hipertansiyon periyodunun
ardindan hipertansiyon siireci devam ederken, deneyin son 2 haftasinda hayvanlara
CYP450 enzim inhibitdrii olan HET0016 tedavisi uygulanmistir. Toplam 5 haftalik
siire boyunca hayvanlarin sistemik kan basinci degisimleri takip edilmis, deney
sonunda da vaskiiler yanit degisiklikleri incelenmistir. Elde ettigimiz bulgularin
tartismasina gegmeden dnce HET0016’y1 ¢6zmek i¢in kullanilan lesitin maddesiyle
gerceklestirilen vehicle c¢alismasindan s6z etmek gerekmektedir. Hidrofobik bir
bilesik olan HET0016 su veya serum fizyolojik gibi basit c¢oziiclilerde
coziinmemektedir. Bundan dolay1r arastirmamizda HETO0016 ¢oziiciisii olarak
literatiirde de sik kullanilan %10’luk lesitin solusyonu kullanilmistir. Vehicle olarak
lesitinin kullanildig1 birgok arastirmada bu maddenin kan basinct ve damar yanitlari
tizerine etkili olmadig1 gosterilse de [26, 247, 278] bu bulguyu bizim laboratuar
kosullarimizda da gdstermeyi amacladik. Bu amagla yaptigimiz vehicle ¢aligmasinda
kontrol grubu hayvanlara 2 hafta siireyle %10’luk lesitin ¢ozeltisi ip yolla uygulandi.
Bu siirenin sonunda lesitin alan ve almayan kontrol hayvanlarinin kan basinglari
kiyaslandiginda aralarinda higbir fark olmadigi saptanmistir. Daha sonra her iki
grubun torasik aort ve mezenter arter 3. dali yamtlari KCI, SNP, Phe ve ACh
protokolleriyle degerlendirilmistir. Her iki grubun vaskiiler yanitlar1 higbir
protokolde doz-yanit egrileri ve Emax degerleri agisindan fark gostermemistir. Bu
bulgularin elde edilmesiyle aragtirmamizin ikinci kismindan elde edilecek sonuglarin
yalnizca HET0016 tedavisine bagl oldugunu gostermis olduk.

Tedavi ¢alismamizda L-NAME uygulamas: ile hipertansif hale getirilen
sicanlarin kan basinglarinin ilk haftadan itibaren artarak beklenildigi gibi 5 hafta
boyunca yiiksek kaldigi izlenmistir. Ancak L-NAME uygulamasinin son 2 haftasinda
HETO0016 tedavisi verilen hayvanlarin kan basinci degerlerinde hipertansif sicanlara
gore istatistiksel olarak onemli diisiis saptanmistir. Arastirmamizin bu sonuglart NOS
inhibisyonu hipertansiyon modelinde 20-HETE inhibisyonunun kan basincini
diisiiriicti etkisini ilk kez ortaya koymasi agisindan onem tasimaktadir. Bundan
sonraki asamada ise amacimiz, eger varsa hangi vaskiiler yanitlardaki degisikliklerin
kan basincindaki bu diizelmeye katkida bulundugunu ortaya koymakti.

Arastirmamizin ikinci basamagini olusturan tedavi ¢alismasinda elde
ettigimiz sonuglar in vitro deney sonuglari ile yiiksek oranda benzerlik gostermistir.
Torasik aort halkalarmin endotel aracili gevseme yaniti incelendiginde hipertansif
hayvanlarda bozuldugu saptanmistir. Ancak 2 haftalik 20-HETE inhibisyonu ACh ile
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gevseme yanitini arttirarak endotel disfonksiyonunda onemli diizelmeye neden
olmustur. Benzer olumlu silire¢ Phe kasilma yanitlarinda da elde edilmistir.
Hipertansif hayvanlarda artan Phe kasilma yanitlart HET0016 tedavisiyle 6nemli
Ol¢iide diizelmistir. Aortik halkalarin damar diiz kasina dogrudan etki eden ajanlar
olan KCI ve SNP’ye verdikleri yanitlarda ise ne hipertansif grupta ne de HET0016
tedavisi alan hayvanlarda herhangi bir bozulma veya diizelme izlenmemistir.

Sistemik vaskiiler diren¢ olusumuna Onemli katkida bulunan ve kan
basincinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rolleri olan diren¢ damarlarini temsilen
mezenter arter 3. dalinin ACh ile gevseme yanitlari incelendiginde, ¢aligmamizda
saptadigimiz kan basincindaki olumlu degisimi agiklayacak bulgular elde edilmistir.
Bu damarlarin ACh ile gevseme yanitt hipertansif hayvanlarda bozulmus iken, 20-
HETE inhibisyonu sonrasinda hem doz-yanit egrileri hem de Emax degerleri
acisindan diizeldigi gozlenmistir. L-NAME kullanimu ile olusturulan hipertansiyonda
vaskiiler dokuda 20-HETE miktarinin artmis ve/veya 20-HETE’ye verilen yanitin
potansiyelize olmus olabilecegi ve bu sekilde 20-HETE’nin bu hipertansiyon
modelinde vaskiiler tonus olusumuna kasilma artisi yoniinde etki ettigi
disiiniilebilmektedir. Arastirmamizda 20-HETE iiretiminden sorumlu olan enzim
yani CYP450’nin miktar1 veya aktivitesindeki olasi degisiklik gosterilmemekle
birlikte, 20-HETE inhibisyonu ile ulasilan bu sonug, 20-HETE olusumunun bu
hipertansiyon modelinde artmis olabilecegine yonelik 6nemli kanitlar vermektedir [6,
20, 26, 177, 204].

Mezenter direng damarlarinin agonist aracili (Phe) veya direkt diiz kasa etki
ederek (KCI) elde edilen kasilma yanitlar1 gruplar arasinda fark gostermemistir.
Ancak dogrudan damar diiz kasina etki ederek gevseme olusturan SNP yanitlarinda
in vitro calismadakine benzer bir durum saptanmustir. Hipertansif hayvanlarin
SNP’ye verdikleri gevseme yanitinda kontrol grubuna gore bir bozulma olmadigi
halde, 20-HETE inhibisyonu tedavi grubundaki gevseme yanitlarini hipertansif
grubun {istline ¢ikarmistir. Her iki ¢alismada da yalnizca mezenter damarlarda bu
sonucun elde edilmis olmasi ilgi ¢ekici olmaktadir. Calismamizda saptadigimiz bu
sonucun hangi sebeple ortaya c¢iktigini s6ylemek pek miimkiin goriinmemektedir.
Ancak 20-HETE ile NO molekiilleri arasinda capraz etkilesim oldugunu gosteren
¢cok sayida aragtirma bulunmaktadir. 20-HETE seviyelerinin artisi, NO aracili
gevsemeyi azaltmaktadir. Bunun sebebi ise heat shock protein 90 (HSP90) ile eNOS
eslesmesini engellemesinden kaynaklanmaktadir. NOS inhibisyonu ile NO sentezi
engellendikten sonra, vazokonstriksiyona neden olan etkin metabolitin 20-HETE
oldugu bulunmustur. Diger yandan NO artisinin, 20-HETE seviyesinde azalmaya
neden oldugu gosterilmistir [11, 167, 168, 171].

Bu bilgilerin 15181 altinda tedavi alan hipertansif grupta 20-HETE {iretiminin
baskilanmast sonucu NO biyoyararlanimmin arttigi akla gelmektedir. Ancak bu
konuda daha ileri arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.
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SONUCLAR

Sonug olarak aragtirmamizda, endotel disfonksiyonunun 6n planda oldugu bir
model olan NOS inhibisyonu hipertansiyon modelinde 20-HETE’nin vaskiiler tonus
lizerine olumsuz yonde katkida bulundugu ortaya konmustur. 20-HETE olusumunun
enzimatik yolla inhibisyonu hem iletim tipi hem de diren¢ damarlarinda gevseme
yanitlarindaki bozulmayi diizeltmistir. Ayrica aortta ortaya ¢ikan kasilma yanit1 artisi
da 20-HETE inhibisyonundan olumlu yonde etkilenmistir. NOS inhibisyonu
hipertansiyon modelinde 20-HETE inhibisyon tedavisi sonucunda kan basincinda
saptanan disiisiin ilk defa gosterildigi arastirmamizda bu sonuca vaskiiler
yanitlardaki diizelmenin neden oldugu ortaya konmustur.
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