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OZET

Gezerler, F. (2009). Normal ve Deneysel Hipertansif Siganlardan izole Edilen Retinanin
Karotid, Mezenterik ve Retinal Arterler Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji ABD, Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul.

Retina kaynakli gevsetici faktor (RRF), retinal arterlerin toniisiiniin ve retinal kan
akimimin diizenlenmesinde fizyolojik rolii oldugu diisiiniilen yapisi, etki mekanizmasi
ve patofizyolojik dnemi heniiz aydinlatilmamis vazoaktif bir maddedir. Calismamizda
retinal sirkiilasyonu etkileyebilecek kardiyovaskiiler bir hastalik olan hipertansiyonda,
RRF’in karotid, mezenterik ve retinal arterler {izerindeki etkisinin incelenmesi
hedeflenmistir. Deneysel hipertansiyon, NO sentaz inhibitorii L-NAME’in (60 mg/kg)
Wistar-albino sicanlarin  (200-250g) i¢me sularina 6 hafta boyunca her giin
eklenmesiyle olusturulmustur. Kontrol ve hipertansif hayvanlarin agirliklar ve sistolik
kan basinglar1 takip edilmis ve 6. haftanin sonunda karotid ve mezenterik arterleri ile
retina dokular1 izole edilmistir. Myograf sisteminde paralel olarak calisilan karotid ve
mezenterik arterlerde, endotel ve diiz kas fonksiyonlar1 ile retinanin ve Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632’nin etkisi belirlenmistir. Kontrol ve hipertansif sican retinasinin
gevsetici etkisi izole si8ir retinal arterleri iizerinde de arastirilmistir. Ayrica, kontrol ve
hipertansif grubun arterleri ile retinasinda histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler yapilmistir. Hipertansif karotid ve mezenterik arterlerde endotel aracili
gevseme yanitlarinin kontrole gore anlamli diizeyde azaldigi, buna karsin diiz kas aracili
gevseme yanitlarmin degismedigi gozlenmistir. Hipertansif siganlarin  karotid
arterlerinde PGF,, ve KCl’e karsi maksimum reaktivitenin kontrole gore azaldigi,
mezenterik arterde ise degismedigi belirlenmistir. Hipertansif sican retinasi ile
hipertansif karotid ve mezenterik arterlerinde elde edilen gevseme yanitlari, kontrol
retinanin kontrol arterlerdeki gevseme yanitlari ile benzer bulunmustur. Benzer sekilde,
izole sigir retinal arterinde kontrol ve hipertansif sigan retinasinin gevsetici etkisinde
farklilik goriilmemistir. Fonksiyonel bulgular, histopatolojik ve immiinohistokimyasal
sonuglar ile desteklenmistir. Sonug olarak, endotel fonksiyonun bozuldugu hipertansif
kosulda retinanin gevsetici etkisinin degismedigini gdsteren bu bulgular, retinal toniisiin
diizenlenmesinde RRF’in kompensatuvar bir roliiniin olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Retina kaynakli gevsetici faktér (RRF), L-NAME ile indiiklenen
hipertansiyon, sican karotid arteri, sigan mezenterik arteri, sigir retinal arteri.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3136.
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ABSTRACT

Gezerler, F. (2009). Investigation of the Effect of Retina on Carotid, Mesenteric and
Retinal Arteries Isolated From Normotensive and Hypertensive Rats. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Pharmacology Master Thesis.
[stanbul.

Retinal relaxing factor (RRF) is a novel substance which is suggested to have a
physiological role in the regulation of retinal arterial tone whereas, its nature,
mechanism of action and effectiveness in physiopathological conditions are still
unknown. Herein, we aimed to investigate whether hypertension affects RRF by
determining its reactivity on carotid, mesenteric and retinal arteries. Hypertension was
induced by giving NO synthase inhibitor, L-NAME (60mg/kg/day in drinking water) to
Wistar-albino rats (200-250g) for 6 weeks. Weights and systolic blood pressures of the
animals were periodically recorded. After 6 weeks, endothelial and smooth muscle
functions as well as effects of retina and Rho-kinase inhibitor Y-27632 were determined
on isolated carotid and mesenteric arteries which were studied parallely in a wire
myograph system. Moreover, effect of rat retina was investigated on isolated bovine
retinal artery. In addition, histopathological and immunohistochemical studies were
performed in the arteries and retinal tissue. Endothelium-dependent relaxations were
significantly reduced in hypertensive arteries whereas, endothelium-independent
relaxations were found similar. Also maximum reactivities to PGF,, and KCI were
reduced in hypertensive carotid arteries whereas, no change was determined in
hypertensive mesenteric arteries. Relaxant effects of hypertensive retinas on
hypertensive arteries were not significantly different from corresponding controls.
Effects of control and hypertensive retinas on bovine retinal arteries were also found
similar. Functional findings were supported with histopathological and
immunohistochemical results. Consequently, RRF effectiveness is unchanged in
hypertension where endothelial function is impaired and suggested that RRF may have
a compensatory role in the regulation of retinal arterial tone.

Key Words: Retina derived relaxing factor (RRF), L-NAME-induced hypertension, rat
carotid artery, rat mesenteric artery, bovine retinal artery.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 3136.



1. GIRIS VE AMAC

Retinal kan akiminin diizenlenmesinde retinal dokular ile endotel kaynakli lokal
etkili cesitli vazoaktif maddeler (nitrik oksit, prostasiklin, endotelin-1 vb.) etkili
olmaktadir. 1998 yilinda izole sigir retinal arteri ve retinasinda yapilan bir ¢alismada
retinadan yeni bir gevsetici faktoriin saliverildigi ve bu faktoriin retinal arterlerin
toniislinlin dlizenlenmesinde roliiniin olabilecegi ortaya konmustur. Prostaglandin F, ile
kastirllmis izole sigir retinal arterlerinin iizerine bir parca retina dokusunun
yerlestirilmesinin retinal arterlerde gevsemeye neden oldugu gosterilmis ve bu etkinin
retinadan serbestlenen gevsetici bir faktor (retina kaynakli gevsetici faktdr; RRF)
araciligiyla gerceklestigi one siiriilmistiir. Cesitli tlirlerden izole edilen (kopek, domuz,
koyun, sican, fare) retina dokularinin da sigir retinal arterinde gevseme yanitina neden
olmasi bu faktoriin tiire 6zgli olmadigini gostermistir. Ayrica, RRF’in bu gevsetici
etkisinin retinal arterle sinirli kalmadigi, renal, karotid ve mezenterik arter gibi farkl
damarlarda ve hatta damar dis1 diiz kas olan sigan brons diiz kasinda da olustugu
gozlenmistir. Bununla birlikte, yapilan biyoassay calismalarinda RRF’in polipeptit veya
protein yapisinda olmayan, hidrofilik 6zellikte, pH degisimlerine ve 1siya dayanikli
stabil bir faktor oldugu ortaya konmus ve hipoksik ortamda gevsetici etkisinin
potansiyalize oldugu bildirilmistir. Etki mekanizmasina yoOnelik olarak, nitrik oksit
sentaz, guanilat siklaz ve siklooksijenaz enzimlerinin spesifik inhibitorleri varliginda
veya deendotelize edilen retinal arterlerde yapilan ¢alismalarda ise RRF’in gevsetici
etkisinde endotel kaynakli gevsetici maddelerin rolii arastirilmistir. Bu ¢aligsmalara gore,
RRF’in nitrik oksit (NO) veya siklooksijenaz yolagi iriinlerinden farkli oldugu ve
gevsetici etkisinde siklik guanozin monofosfat (sGMP) yolaginin katkisi olmadigi
ortaya konulmustur. Retinal gevsetici etkide sadece plazmalemmal kalsiyum-ATP,,
pompasinin kismen rol oynadigi ileri siiriilmekle birlikte RRF’in etki mekanizmasi

halen tam olarak aydinlatilamamugtir.

Laboratuvarimizda da RRF’in etki mekanizmasinin arastirilmasia yonelik

calismalar yapilmistir. Elde edilen ilk bulgular yapilan diger caligsmalarin sonuglar ile



benzerlik gostermis ve RRF’in varligmmi desteklemistir. Ayrica, 6zgilin olarak, retina
kaynakli gevsetici etkinin bifazik bir karakter gosterdigi ortaya konmustur. Retinanin
gevsetici  etkisinde Onceki caligmalara paralel olarak endotelden bagimsiz bir
mekanizmanin rol oynadig1 ve NO, prostasiklin gibi endojen vazodilatdr maddelerin bu
gevsetici etkiye aracilik etmedigi gosterilmistir. Ayrica, adenozin trifosfat (ATP)
duyarli potasyum (K arp) ve kalsiyum bagimli potasyum (K'Ca™) kanallarinin
actlmasinin, sarkoplazmik / endoplazmik retikulum Ca™-ATPaz (SERCA) pompasinin
aktivasyonunun ya da L-tipi voltaj-bagimli Ca™ kanallarinin kapanmasmnin retina

kaynakli gevsetici etkide rol oynamadig1 belirlenmistir.

RRF'in bazal kosullarda siirekli saliverilen bir faktér oldugu ve retinal kan
akimmin lokal olarak diizenlenmesinde fizyolojik bir Oneme sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Buna gore retina ile iliskili olup retinal sirkiilasyonu etkileyebilecek
baz1 kardiyovaskiiler (diyabet, hipertansiyon) hastaliklarda ya da goz ile iliskili bazi
rahatsizliklarda (retinitis pigmentosa, inen optik atrofi, glokom vb.) RRF’in fonksiyonel
roliiniin  belirlenmesinin  6nemli oldugu ileri siiriilmektedir. Bu dogrultuda,
laboratuvarimizda vyiiriitilen ¢ok yeni bir ¢alismada sicanlarda streptozotosin ile

deneysel diyabet olusturularak RRF’in diyabetteki etkisi de incelenmistir.

Bu c¢alismada ise endotel disfonksiyonuna bagli vaskiiler hasara ve retinanin
yapisinda olumsuz etkilere yol agabilen diger bir 6nemli kardiyovaskiiler hastalik olan
hipertansiyonda RRF’in etkinliginin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amacla, Wistar
albino (200-250 g) sicanlarin igme sularina 6 hafta siireyle nonselektif NOS (Nitrik
oksit sentaz) inhibitdrii L-NAME (60 mg/kg)’in katilmasi suretiyle hayvanlarda
deneysel hipertansiyon olusturulmustur. Hipertansif si¢anlardan izole edilen retinanin
sican karotid ve mezenterik arteri ilizerindeki gevsetici etkisi, kontrol (normal)
hayvanlarin retinasi ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Paralel olarak, hipertansif ve
kontrol hayvanlardan izole edilen retinalarin sigir retinal arteri iizerindeki gevsetici
etkisi de karsilastirilmigtir. Retina kaynakli gevsetici etkinin yami sira hipertansif ve
kontrol hayvanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerin endotel ve diiz kas

aracili gevseme kapasiteleri, kastirict ajanlara ve Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’ye karsi



reaktiviteleri de incelenmistir. Fonksiyonel c¢alismalari desteklemek amaciyla,
hipertansiyon olusumuna bagli olarak arterler ve retina dokusunda olusabilecek yapisal
degisikliklerin tespiti icin histopatolojik incelemeler yapilmis ve dokularin
immunohistokimyasal olarak endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir

nitrik oksit sentaz (iNOS) dagilimlar1 degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Retinanin Anatomik ve Fonksiyonel Yapis1

Gorme organi (goz), sag-sol goz ¢ukurlarina (orbita) yerlesmis bir organdir. G6z
kiiresi (bulbus oculi) orbita icinde yer alan, yaklasik 2.5 cm capinda, 10 gr agirliginda,
yuvarlak bir biyokameradir. Gz kiiresine distan bakildiginda ortada siyah renkli gz
bebegi, etrafinda renkli kisim (iris) ve onlart ¢evreleyen beyaz renkli sklera tabakasi
goriilmektedir. I¢ boslugu ii¢ odaciga ayrilmis olan goz kiiresinin duvar yapisi distan ige
dogru, fibroz tabaka (tunica fibrosa), vaskiiler tabaka (tunica vasculosa) ve sinirsel
tabakadan (tunica interna bulbi) olusmaktadir. Fibroz tabaka sklera ve korneadan
olusurken, vaskiiler tabaka koroid, korpus siliare ve iristen, sinirsel tabaka ise retina

tabakasindan olusmaktadir (Yildirim, 2006 pp.225-229).

Retina, goz kiiresinin en i¢ tabakasinda bulunan ve ¢esitli hiicre katmanlarindan,
cok sayida fotoreseptdrden (comak ve koni hiicreleri) ve ndrondan olusan yaklasik 0,5
mm kalinliginda bir tabakadir (Yildirim, 2006 pp.225-229, Putz ve Pabst, 1997).
Retinanin merkezinde goérmede keskinligi saglayan bolge olan fovea bulunmaktadir.
Foveanin biraz uzaginda beyaz ve sirkiiler goriinlimlii, merkezinde optik sinirler ve ana
retinal kan damarlar1 bulunan ve kor nokta olarak tanimlanan bir bdlge vardir. Burast
optik sinirin (nervus opticus) gozii terk ettigi bolgedir ve 1s18a duyarsizdir. Optik sinir,
gangliyon hiicrelerinin aksonlarini igerir ve beyine kadar ulasir. Géze disaridan gelen
1sinlar retina dokusundaki ¢comak ve koni hiicreleri ile algilanip bu hiicreler tarafindan
elektriksel sinyallere doniistiiriiliir. Bu sinyaller optik sinir araciligi ile beynin oksipital
lobundaki gérme merkezine iletilir ve burada goriintiiye doniistiiriiliir (Guyton ve Hall,

1996 pp.637-660).



Retina dokusundan dikey olarak bir kesit alindiginda distan ice dogru su
katmanlardan olustugu goriiliir: Pigment epitelyum, ¢omak (rod) ve koni (kon)
hiicreleri, dis sinirlayic1 zar, dis niikleer tabaka, dis retikiiler (pleksiform) tabaka, i¢
niikleer tabaka, i¢ retikiiler (pleksiform) tabaka, gangliyon tabakasi, optik sinir lifleri
tabakasi ve i¢ sinirlayict zardir (Guyton ve Hall, 1996 pp.637-660):
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Sekil 2-1: Retinay1 olusturan katmanlarin sematik gosterimi

(“http://education.vetmed.vt.edu/curriculum/VM8054/EYE/RETINA.HTM” web sayfasindan alinarak uyarlanmustir)

2.1.1. Retinanin Kanlanmasi

Yapisinda ¢ok sayida reseptor ve sinir hiicresi bulunduran retina tabakasinin
mikrosirkiilasyonu (kanlanmasi) retinal homeostazin olusumu ve korunmasi agisindan

Oonem tasimaktadir. Retinanin kanlanmasi sonucunda reseptdr ve hiicrelerin oksijen ve



besin ihtiyaci karsilanarak gorsel fonksiyonun devami saglanmaktadir (Delaey ve Van

de Voorde 2000).

Retinanin kanlanmasini saglayan retinal damarlar, optik sinirin gozii terk ettigi
bolgeden baslayarak tiim retina boyunca dagilim gostermektedir. Retinanin, oksijen ve
besin ihtiyaci retinal ve koroidal sirkiilasyon araciligiyla karsilanmaktadir. Ancak,
retinal damarlar foveaya ulasamadigindan bu bolgenin beslenmesi ve oksijenlenmesi
koroidal damarlar araciligi ile olmaktadir. Retinal ve koroidal sirkiilasyon hem
anatomik hem de fonksiyonel olarak farklilik gostermektedir. Toplam okiiler
sirkiilasyonun % 85’1 koroidal sirkiilasyon ile gerceklesir. Koroidal sirkiilasyon esas
olarak pigment epitelyum ve fotoreseptorler gibi retinanin dig kisimlarinin
beslenmesinden sorumlu iken, retinal sirkiilasyon ise retinanin gangliyon tabakasi, i¢
niikleer tabaka vb. i¢ kisimlarinin kanlanmasini saglamaktadir. Otonom sinir sistemi
tarafindan innerve edilen koroidal sirkiilasyon diisiik oksijen iceren, yiiksek akis hizina
sahiptir. Retinal sirkiilasyon ise otonom sinir sistemi tarafindan innerve olmamakta ve
yiiksek diizeyde oksijen iceren diisiik akis hiz1 ile diizenlenmektedir (Delaey ve Van de

Voorde 2000, Yu ve ark. 2003 ).

2.1.2. Retinal Arterlerin Toniisiiniin Diizenlenmesi

Retinal arterlerin toniisii, retinanin yapisint olusturan hiicrelerden ve retinal
arterlerin endotel tabakasindan hem bazal kosullar altinda hem de ¢esitli kimyasal ve
mekanik uyaranlara yanit olarak saliverilen vazokonstriktor veya vazodilator etkili
cesitli vazoaktif maddeler tarafindan diizenlenmektedir (Delaey ve Van de Voorde

2000, Yu ve ark. 2003 ).

Damar endotelinden serbestlenen bir otokoid olan endotelin-1 kendi
reseptorlerine baglanarak damarlarda giiclii kasilmalara neden olmakta ve retinal arter
toniisiiniin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, intravendz

endotelin-1 uygulanmasinin saglikli goniilliilerin retinal arterlerinde daralmaya neden



oldugu ve bu etkinin spesifik ETa reseptor blokeri BQ-123 ile geriye dondiigi
gosterilmistir (Polak ve ark. 2003). Yine insanlarda yapilan bir baska c¢alismada,
endotelin-1 enjeksiyonunun ardindan géziin koroid tabakasi ve optik diskinde pulsatil
kan akiginda bir azalma meydana geldigi ortaya konmustur (Schmetterer ve ark. 1997).
Tavsanlarda yapilan in vitro bir ¢alismada ise goziin vitroz hiimoriine enjekte edilen

endotelin-1"in retinal arterleri kastirdig1 bildirilmistir (Ichikawa ve ark. 2004).

Retinal arter toniisiiniin diizenlenmesinde arakidonik asit metabolizmast iiriinleri
olan prostaglandin F,, (PGF,,) ve trombaksan A;’nin de rolii bulunmaktadir. Sigir
retinal arteri ile yapilan bir ¢calismada, PGF,, ve trombaksan A, analogu Txj, retinal
arterlerde doza bagiml kasilmalara neden olmustur (Nielsen ve Nyborg 1990). Domuz
retinal arterleri ile yapilan bir baska calismada ise, PGF,, ve trombaksan A, analogu
U46619 kullanilarak bazal toniisteki retinal arterlerde doza bagimli kasilma yanitlar

elde edilmistir (Yu ve ark. 2001).

Retinal arterlerin otonomik innervasyonu olmamasina ragmen dolasimdaki
katekolaminlerin ve serotoninin retinal arterlerde kasilma yaniti olusturabilecegi ve
retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde bu maddelerin de roliiniin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Destekleyici olarak, izole sigir retinal arteri ile yapilan calismalarda
noradrenalin (Nielsen ve Nyborg 1989), fenilefrin (Nielsen ve Nyborg 1989) ve
serotoninin (Delacy ve Van de Voorde 1998) kasilma yanitlar1 olusturdugu

bildirilmistir.

Anjiyotensin Il giigclii vazokonstriktor bir maddedir. Yapilan radyoligand
baglanma calismalarna gore, insan ve sigir retinal arterlerinde anjiyotensin II i¢in
baglanma bdlgelerinin oldugu bildirilmistir (Ferrari-Dileo ve ark. 1991). Anestezi
altindaki kedilerin vitr6z hiimoriine anjiyotensin II enjeksiyonu retinal arterlerde
belirgin bir daralma olusturmustur (Rockwood ve ark. 1987). Bir baska calismada,
anjiyotensin II izole sigir retinal arterlerinde zayif bir kasilma yanitina neden olurken;

siliyer arterlerde ise daha giiclii kasilmalar olusturdugu gézlenmistir (Nyborg ve Nielsen



1995, Meyer ve ark. 1995, Nyborg ve Nielsen 1990). Bu bulgular, anjiyotensin II’nin

retinal arter toniisii regiilasyonundaki roliinii desteklemektedir.

En 6nemli endotel aracili gevsetici faktorlerden biri olan NO, diiz kasta guanilat
siklaz1 aktive ederek siklik guanozin monofosfat (sGMP) diizeylerini yiikseltmekte ve
boylece hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini diislirerek arterlerde gevsemeye neden
olmaktadir. NO’nun retinal arterlerin endotel tabakasindan ve retinanin glial
hiicrelerinden salgilanarak retinal ve koroidal damarlarda gevsemeye neden oldugu
bildirilmektedir (Delaey ve Van de Voorde 2000, Toda ve Nakanishi-Toda 2007). izole
sigir retinal arterlerinde yapilan ¢alismalarda PGF,, ile kastirilmis damarlarin {izerine
asetilkolin, histamin gibi vazodilatér etkili maddelerin ilavesinin retinal arterde NO
aracili gevsemeye neden oldugu gdsterilmistir (Benedito ve ark. 1991a, Benedito ve ark.
1991b). Saglikli goniillillerde yapilan bir klinik ¢aligmada ise, NOS inhibitorii
N monometil-L-arjinin (L-NMMA) ’nin ortalama kan basincini ve kalp atim sayisini
arttirdig1 ve retinal arterlerde daralmaya neden oldugu gosterilmistir (Dorner ve ark.
2003). Bu bulgular vazodilator etkili NO’nun retinal arterlerin toniisiiniin

regililasyonundaki roliinii ortaya koymaktadir.

Prostasiklin (PGI,), arakidonik asidin siklooksijenaz yolagi {iriinii olup, damar
diiz kasinda adenilat siklaz enzimini aktive etmekte ve siklik adenozin monofosfat
(SAMP) diizeylerini yiikselterek gevsemeye neden olmaktadir. Izole sigir retinal arteri
ile yapilan bir ¢calismada, kiimiilatif PGI, uygulanmasinin PGF;, ile kastirilmis retinal
arterleri konsantrasyon-bagimli olarak gevsettigi bildirilmistir (Nielsen ve Nyborg
1990). Ayrica, sigir retinal endotel hiicre kiiltiirlerinde PGI, salinimi gosterilirken
(Robertson ve ark. 1990); sigir retinal perisitlerin trombaksan Aj’ye yanit olarak

kasildigi, PGI, ‘e yanit olarak ise gevsedigi belirtilmistir (Dodge ve ark. 1991).

Vazokonstriktor ve vazodilator etkili bu vazoaktif maddelerden baska,
gamaaminobiitirik asit (GABA) (Delaey ve Van de Voorde 1998), glutamat (Delaey ve
Van de Voorde 1998), glisin (Delaey ve Van de Voorde 1998, Gadea ve ark. 2002),
adenozin (Delaey ve Van de Voorde 1998), adrenomedullin (Boussery ve ark. 2004) ve



kalsitonin geni ile iliskili peptit (CGRP) (Boussery ve ark. 2005) gibi maddelerin de
retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde etkili olabilecekleri bildirilmektedir.
Bununla birlikte, retinal damarlarin i¢inden gegen kanin pH’sinin, parsiyel O, ve CO;
basincinin da retinal damar regiilasyonu agisindan 6énemli olabilecegi rapor edilmektedir

(Delaey ve Van de Voorde 2000, Yu ve ark. 2003).

1998 yilinda izole sigir retinal arterleri ve retinasinda yapilan bir ¢alismada ise
yapisi, etki mekanizmasi ve fonksiyonel dnemi heniiz aydinlatilamamis olan yeni bir
gevsetici  faktoriin - retinadan  serbestlendigi ve retinal arterlerin toniisliniin
diizenlenmesinde roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Delacy ve Van de Voorde

1998).

2.2. Retina Kaynakh Gevsetici Faktor (RRF)

Retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde lokal ve sistemik etkili ¢esitli
vazoaktif maddelerin gorev yaptigi bilinmektedir. 1998 yilinda sigir retinal arterinde
yapilan bir ¢aligma ile retinadan saliverilen yeni bir gevsetici faktoriin varlig1 ortaya
konulmustur (Delaey ve Van de Voorde 1998). Bu calismada, retinal dokudan tamamen
temizlenmemis retinal damarlarda prostaglandin F», ile elde edilen kasilma yanitlarinin,
retina dokusundan tamamen temizlenmis damarlarla karsilastirildiginda daha diisiik
diizeyde oldugu gosterilmistir. Trombaksan A, analogu U46619, serotonin ve
endotelin-1 gibi diger kastici ajanlarla da retinali ve retinasiz damarlarda benzer
Ozellikte kasilma yanitlar1 elde edilmistir. Ayni ¢alismada, prostaglandin F,, ile
kastiritlmig izole sigir retinal arterlerinin {izerine bir parca sigir retina dokusunun
yerlestirilmesi ile retinal arterlerde gevseme yanitinin olustugu gosterilmis ve bu
gevsetici etkinin retinadan serbestlenen gevsetici bir faktor (retina kaynakli gevsetici
faktor; RRF) araciligiyla gergeklestigi One sliriilmiistiir. Retina dokusunun
kaldirilmasiyla retinal arterdeki bu gevsemenin hizla ve tamamen geri dondigi
belirlenmistir. Retina dokusunun yerine bir par¢a koroid dokusunun yerlestirilmesinin
ise retinal arterde benzer diizeyde bir gevsemeye neden olmadigi goriilmiis ve boylece

retinaya bagli gevseme yanitinin mekanik bir etki sonucu olugsmadigi ortaya konmustur
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(Delaey ve Van de Voorde 1998). Laboratuvarimizda yiiriitiilen ¢alismalarda da, PGF,,
ile kastirilmis sigir retinal arterinde retinaya bagl olarak gevseme yaniti gézlenmis ve
bu gevsetici etkinin ¢ogunlukla bifazik karakter gosterdigi ortaya konulmustur. Ayrica,
KCl (Potasyum kloriir; 120 mM) ile on kasilma olusturulan arterlerde retinal
gevsemenin monofazik hale doniistiigii ve maksimum diizeyinin énemli 6l¢iide azaldig1

belirlenmistir (Takir ve ark. 2006a, Takir ve ark. 2006b).

Retina kaynakli gevsetici faktoriin sigir retinasindan baska; kopek, domuz,
koyun (Delaey ve Van de Voorde 1998), sican (Boussery ve ark. 2002b, Agus ve ark.
2007) ve fare (Boussery ve ark. 2002a) retinalarindan da serbestlendigi gosterilmis ve
boylece bu gevsetici faktoriin tiire 6zgili olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, retina
kaynakli gevsetici faktoriin etkisinin retinal arterle sinirli kalmadigi, sican mezenterik,
renal (Delaey ve Van de Voorde 1998) ve karotid arteri (Boussery ve ark. 2002b, Agus
ve ark. 2007), fare aortas1 (Boussery ve ark. 2002a) ve ayrica damar dist bir diiz kas
olan sigcan brong diiz kasini (Delaey ve Van de Voorde 1998) gevsettigi gosterilmistir.
Bunun yanisira, gerek retinal arter (Takir ve ark. 2006a, Takir ve ark. 2006b) gerekse
diger dedektor arterlerde (Delaey ve Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002a,
Boussery ve ark. 2002b) yapilan ¢aligmalar retinanin gevsetici etkisinin tekrar edilebilir
nitelikte oldugunu gostermistir. Yapilan biyoassay caligmalarina gére; RRF, polipeptit
ve protein yapisinda olmayan, hidrofilik 6zellikte, 1s1ya dayanikli stabil bir faktor olarak
belirlenmistir (Delaey ve Van de Voorde 1998). pH ve pO, basincindaki degisikliklerin
damar diiz kas toniisiinii etkileyerek okiiler sirkiilasyonun diizenlenmesinde énemli rol
oynadigi bilinmektedir (Delaey ve Van de Voorde 2000). Ortam pH’sinin degismesinin
RRF’in gevsetici etkisini degistirmedigi (Delaey ve Van de Voorde 1998), buna karsilik
akut hipoksinin RRF yanitin1 potansiyalize ettigi gosterilmistir (Delaey ve ark. 2000,
Boussery ve ark. 2002a, Boussery ve ark. 2002b).

RRF yanitinin genel 6zelliklerini ortaya koyan bu calismalarin ardindan, etki
mekanizmasinin aydinlatilmasina yénelik ¢alismalar dnem kazanmustir. {1k olarak, RRF
ve endotel kaynakli gevsetici faktorler arasindaki iliski arastirilmistir. Endotel tabakasi

mekanik olarak uzaklastirilmis sigir retinal arteri ve sican karotid arterinde yiiriitiilen
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calismalarda endotel varliginda elde edilen gevseme yanitina benzer sonuglarin
alinmasi, retinaya bagl bu gevseme yanitinin endotelden bagimsiz bir mekanizma ile
olustugunu gostermistir (Delacy ve Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002b).
Ayrica, NOS inhibitérii N-Nitro-L-Arjinin’in (L-NNA) varliginda yapilan ¢alismalar,
RRF’e bagl gevseme yanitinda herhangi bir degisikligin olmadigini ortaya koymustur.
Benzer sekilde, NO’nun gevsetici etkisine aracilik eden hiicre i¢i ikinci ulak guanilat
siklazin metilen mavisi (Delaey ve Van de Voorde 1998) veya ODQ (Boussery ve ark.
2002a, Boussery ve ark. 2002b) ile inhibe edilmesi sonrasinda retina kaynakli
gevsemede bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Ayrica, ¢oziinlir guanilat siklaz geni
silinmis (sGC, -knock-out) farelerin PGF,, ile prekontrakte edilmis aortasi iizerine bir
parca retina dokusunun yerlestirilmesiyle gevseme yanitinin goriilmesi RRF’in etkisinin
sGMP aracili olmadiginit desteklemistir (Maenhaut ve ark. 2007). Bu bulgular
dogrultusunda RRF’in NO’dan farkl1 bir madde oldugu diisiiniilmektedir.

RRF’in prostasiklin veya prostaglandin E; gibi siklooksijenaz yolaginin
vazodilator etkili bir tirlinii olabilecegi diisliniilmiis ve bu amagla siklooksijenaz
inhibitorleri varliginda calismalar yapilmustir. Indometazin, diklofenak sodyum vb.
siklooksijenaz yolagi inhibitorlerinin uygulanmasinin RRF’e bagl gevseme yanitinda
herhangi bir degisiklige neden olmamasi RRF’in etki ve yapisinin prostanoid kaynakli
olmadigini gostermektedir (Delaey ve Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002a,
Boussery ve ark. 2002b). Buna karsin, domuz retinal arterleri ile yapilan bir baska
calismada ise etrafinda bir parca retina dokusu bulunan retinal arterlerin U46619 ile elde
edilen kasilma yanitlarinin retina dokusundan tamamen temizlenmis arterlerde elde
edilen yanitlara kiyasla daha diislik diizeyde oldugu ve bu azalmanin siklooksijenaz
inhibitdrii ibuprofen varliginda engellendigi bildirilmektedir (Holmgaard ve ark. 2008a).
RRF’in etkisinde siklooksijenaz yolaginin vazodilatér prostaglandinlerinin roliinii
diisiindiiren bu bulguya karsin, sigan karotid arterinde sican retinasinin ve sAMP
analogu forskolinin etkisinin incelendigi bir calismada RRF’in etkisinde sAMP
yolaginin roliiniin olmadig1 ortaya konulmustur (Maenhaut ve ark. 2007). S6z konusu
bu ¢aligmada, RRF ile gevsemis olan karotid arterlerin SAMP diizeylerinin kontrole
gore degismedigi bununla birlikte, SAMP analogu forskolin ile gevsemis arterlerde ise

sAMP diizeylerinin yiikseldigi belirlenmistir.
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RRF’in etkisinde NO ve siklooksijenaz yolaginin roliiniin olmadigini1 ortaya
koyan bu ¢alismalarin ardindan RRF’in gevsetici etkisinde intraselliiler kalsiyum
diizeyini diizenleyen hiicresel mekanizmalarin rolii incelenmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, RRF’in etkisinde L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarmin, Na‘- Ca™
iyon degistiricisinin, sarkoplazmik retikulum Ca™-ATPaz (SERCA) pompasinin
rolinin ~ olmadigi ancak plazma membramindaki Ca™-ATPaz pompasinin
aktivasyonunun RRF’in gevsetici etkisine kismen aracilik ettigi One siiriilmiistiir
(Boussery ve ark. 2002b; Takir ve ark. 2006a). Laboratuvarimizda si8ir retinal arteri ile
yapilan bir ¢alismada ise, kalsiyumsuz ortamda CaCl, (kalsiyum kloriir) ile elde edilen
doza bagimli kasilmalarin retina dokusu varliginda engellendigi gdosterilmis ve
retinanin gevsetici etkisinde diiz kasta bulunan kontraktil proteinlerin kalsiyuma kars1

duyarliliginin azalmasinin da rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Takir ve ark. 2006a).

RRF’in etki mekanizmasinda K kanallarmin rolii de incelenmis ve gevsetici
etkisinde ATP duyarli K" kanali ve kalsiyum bagimli K" kanallarinin roliiniin olmadig1

belirlenmistir (Boussery ve ark. 2005, Takir ve ark. 2006b).

Retinanin yapisin1 olusturan hiicrelerden ¢ok c¢esitli vazoaktif maddelerin
serbestlendigi bilinmektedir. RRF’in etkisinde retina kaynakli bu maddelerin de rolii
aragtirtlmistir. Bu dogrultuda, retinaya bagli gevseme yanitinda  glisin, dopamin,
melatonin (Delaey ve Van de Voorde 1998), adrenomedullin (Boussery ve ark. 2004),
CGRP, atriyal natritiretik peptid (ANP), beyin natriiiretik peptid (BNP) ve C-tipi
natritiretik peptid (CNP) (Boussery ve ark. 2005) gibi lokal etkili endojen maddelerin
roliiniin olmadig1 ortaya konmustur. Ayn1 arastirmacilarin izole sigir retinal arterinde
yaptiklar1 bir ¢calismada (Delacy ve Van de Voorde 1998) RRF yanitinin GABA ve
glutamat ile iligkili olmadiginin bildirilmis olmasina ragmen izole domuz retinal arteri
ile yiiriitiilen yeni bir calismada bu noérotransmitterlerden glutamatin agonisti olan
N-metil-D-aspartik asidin (NMDA) ilging olarak sadece perivaskiiler retina dokusu
varliginda retinal arterde gevseme olusturdugu rapor edilmistir (Holmgaard ve ark.

2008b).
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RRF’in retina kaynakli diger bir gevsetici faktdr olan adenozin ile iligkisi de
incelenmis ve adenozin reseptdr antagonisti varliginda yapilan caligmalar RRF’in
adenozinden farkli oldugunu ortaya koymustur (Delaey ve Van de Voorde 1998). Ancak
ileri caligmalarda, izole sigir retinal arteri ve domuz retinal arterinde adenozinin doza
bagimli gevsetici etkisinin retina dokusu varliginda potansiyalize oldugunun
gozlenmesi, adenozinin RRF’in gevsetici etkisine kismen de olsa aracilik ettigini
diisiindiirmektedir (Holmgaard ve ark. 2007, Maenhaut ve ark. 2009). Destekleyici
olarak bir baska calismada, adenozinin perivaskiiler retinal dokuda glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu sonrasinda saliverilen ATP’nin hidrolizi ile sentezlendigi

one siirtilmektedir (Holmgaard ve ark. 2008b).

Bugiine kadar elde edilen veriler dogrultusunda RRF'in bazal kosullarda siirekli
saliverilen bir faktor oldugu ve retinal kan akimimin lokal olarak diizenlenmesinde
fizyolojik bir 6neme sahip olabilecegi One siiriilmektedir. Ancak, RRF’in etkisinin
retinal sirkiilasyonu ve retinay1 etkileyen cesitli patofizyolojik kosullarda nasil degistigi
bilinmemektedir. Bu amacla laboratuvarimizda yiiriitiilen bir ¢alismada, sicanlarda
streptozotosin ile deneysel diyabet olusturularak retinanin retinal ve periferal damarlar
tizerindeki etkinligi incelenmis ve RRF yanmitinin diyabetik kosullarda degismedigi

gbézlenmistir. Bu dogrultuda, RRF’in retinal arter toniisiiniin diizenlenmesinde

kompensatuvar bir roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Agus ve ark. 2008).

2.3. Hipertansiyon

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basmcinin siirekli yliksek olmasi ile
karakterize olan kronik nitelikte bir kalp-damar sistemi hastaligidir. Hipertansiyon,
zaman i¢inde baslica kalp ve damarlarda geri doniisiimlii olmayan (irreversible)
degisiklikler olusturarak ciddi komplikasyonlara yol agmasi ve toplumda en sik goriilen

hastaliklarin baginda gelmesi nedeniyle 6nemli bir klinik sorunu teskil etmektedir.
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Genel olarak; sistolik basmncin 140 mmHg ve {izeri ile diyastolik basincin
90 mmHg ve iizeri olmasi hipertansiyonu ifade etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii /
Uluslar aras1 Hipertansiyon Cemiyeti (WHO-ISH) nin hipertansiyon tanisi i¢gin 2003
yilinda yayinladigr 18 yas ve iizeri erigkinlerde kan basincina ait ayrintili tanim ve

siiflandirma Tablo 2-1’de goriilmektedir (Whitworth 2003).
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Tablo 2-1: WHO/ISH’a gore arteriyel kan basincinin siniflandirilmasi

Sistolik (mmHg) Diastolik (mmHg)
Optimal <120 <80
Normal <130 <85
Yiiksek-Normal 130-139 85-89
1.derece hipertansiyon 140-159 90-99
(hafif)
Alt grup: Sinirda 140-149 90-94
hipertansiyon
2.derece hipertansiyon 160-179 100-109
(orta)
3.derece hipertansiyon > 180 >110

(agir)

(2003 WHO/ISH hipertansiyon durum raporundan uyarlanmistir)
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2.3.1. Hipertansiyonun Epidemiyolojisi

Hipertansiyon 1rk, cografya, yas ve cinsiyete gore degisen bir siklikta
goriilmektedir. Diinya iizerinde yaklasik 1 milyar bireyin hipertansiyon tehdidi altinda
bulundugu ve her yil ortalama 7.1 milyon kiside oliime sebep oldugu tahmin
edilmektedir (World Health Report 2002). Hipertansiyon gelismis ve gelismekte olan
tilkelerde erigkin niifusun yaklasik % 20’sinde goriilmektedir (Brown ve Haydock
2000). Hastalik 40 yasin altinda seyrek gortiliirken, 40 yasin iistiinde goriilme siklig yas
ile orantili bir sekilde artmakta, 65 yasin lizerinde ise % 50’yi gecmektedir. Genel
olarak hipertansiyonun goriilme siklig1 erkeklerde kadinlara kiyasla 55 yasma kadar
yiiksek seyrederken, bu yasin iizerinde kadinlarda da artmaktadir (Hajjar ve Kotchen
2003). Kadinlarin menopoz sonrasi diisen hormon diizeyleri (0strojen, progesteron)
hipertansiyon goriilme sikligin1 arttirmaktadir. Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek
Hastaliklar1 Dernegi’nce 2003 yilinda yapilan “Tiirk Hipertansiyon Prevalans
Calismasi™na gore iilkemizde hipertansiyonun goriilme sikligi, % 31.8 olarak
kaydedilmistir. Bu oran kadinlarda (% 36.1) erkeklerden (% 27.5) daha yiiksek
bulunmustur (Altun ve ark. 2005).

2.3.2. Hipertansiyonun Etiyolojisi

Hipertansiyon birincil (esansiyel, primer, veya idiyopatik) ve ikincil (sekonder)
olmak tizere ikiye ayrilir. Temel nedeni belli olmayan esansiyel hipertansiyon, olgularin
yaklasik %90-95’ini olusturur. %5-10’luk kisimda yer alan sekonder hipertansiyonun
nedeni ise, arteriyel kan basincini yiikselttigi bilinen ilaglarin kullanimi, baz1 bobrek ve

endokrin kaynakli hastaliklar ile ¢evresel faktorlere dayanmaktadir.

2.3.2.1. Esansiyel Hipertansiyon

Esansiyel hipertansiyonun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, gelisiminde

genetik yatkinlik, kalp debisi ve periferik damar direncindeki artig, sodyum aliminin
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artmasi, potasyum aliminin azalmasi, obezite, insiiline artan diren¢ gibi ¢esitli
faktorlerin rol oynadig1 ongoriilmektedir. Esansiyel hipertansiyonun radikal bir tedavisi
yoktur ancak, klinikte en Onemli parametresi olan kan basincindaki artigin

diisiiriilmesine yonelik bir tedavi yaklagimi1 uygulanmaktadir.

2.3.2.2. Sekonder Hipertansiyon

Sekonder hipertansiyon genel olarak c¢esitli ilag ve kimyasal maddelerin
kullanim1 ve hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sekonder hipertansiyonun
gelisiminde kortikosteroidler, adrenokortikotropik hormon (ACTH), 0Ostrojen, oral
kontraseptifler, antidepresanlar, eritropoetin gibi ilaglarin ve sodyum kloriir, alkol, agir
metaller, lityum tuzlar gibi kimyasal maddelerin kullaniminin; kronik bobrek hastaligi,
renovaskiiler  hastaliklar, = primer  hiperaldosteronizm, Cushing sendromu,
feokromositoma, tiroid ve paratiroid ile iligkili hastaliklarin rol oynadigi bildirilmektedir

(DiPiro ve ark., 2005, pp.185-217).

2.3.3. Hipertansiyonun Patofizyolojisi

Hipertansiyon kalp debisi ve periferik damar direnci arasindaki dengenin
bozulmasina bagli olarak ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler bir hastaliktir. Kalp debisi ve
periferik damar direncinin kontroliinde renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS),
sempatik sinir sistemi ve elektrolit dengesi gibi bir¢ok faktdr rol oynamaktadir. Biitiin
bu faktorler temelde arteriyel kan basinci {izerine etki gdstererek hipertansiyonun

gelisimine katki saglamaktadir.

i. Kalp debisi (Kardiyak output): Kalp debisi, kalbin bir dakikada aortaya pompaladigi
kan miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Teorik olarak, vendz doniis, sempatik aktivasyon,
kan hacminin artis1 gibi faktorler kalp debisinde artisa neden olmaktadir (Guyton ve

Hall, 1996, pp.239-252) Artan kan basinci nedeniyle dokularin oksijen ihtiyacinin
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yeterince karsilanamamasi durumu kompensatuvar bir mekanizma olarak kalp
debisinde de artiga neden olmaktadir. Kalp debisindeki artis esansiyel hipertansiyonun
baslamasinda rol oynasa da, tek basina hipertansiyonun en énemli parametresi olan kan
basincindaki yiikselmeden sorumlu degildir (Chisholm-Burns ve ark., 2008, pp.9-33).
Kan basincindaki artig, kalp debisinin yani sira su-elektrolit dengesi, RAAS vb.
faktorlerin etkilenmesi sonucu periferik damar direncindeki degisikliklere bagli olarak

gelismektedir.

ii. Periferik Direng: Periferik direng, damarlarin i¢inden gecen kan akimimin damar
¢eperine yaptigi basing olarak tanimlanmaktadir. Periferik direncin artisinda damarlarda
meydana gelen fonksiyonel degisiklikler ya da damar hipertrofisi gibi yapisal
farkliliklar rol oynamaktadir. Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi ve sempatik sinir
sisteminin agir1 aktivasyonu, hiicresel genetik degisiklikler, endotel aracili vazoaktif
maddeler damarlarda vazokonstriksiyona neden olarak kan basincimi yiikseltmektedir.
Bununla birlikte, insiilin vb biliylime faktorleri ve sitokinler gibi ¢esitli endojen
maddeler damar diiz kas hiicrelerinde hipertrofiye yol agarak periferik direng artisina
katkida bulunmaktadir (Guyton ve Hall, 1996, pp.239-252; DiPiro ve ark., 2005,
pp-185-217).

iii. Genetik yatkinhk: Yapilan caligmalara gore genetik yatkinlik hipertansiyon
olusumunda %30-60 oraninda etkili olmaktadir (Harrap 1994; Brown ve Haydock
2000). Arastirmalar esansiyel hipertansiyondan sorumlu oldugu kabul edilen kan
basincindaki bozulmanin monogenik (tek bir gene bagli) ve poligenik (birden fazla gene
bagli) tipleri oldugunu ortaya koymaktadir (Warnock 2001, Staessen ve ark. 2003).
Yapilan ¢esitli caligmalarda esansiyel hipertansiyonun gelisiminden sorumlu oldugu
diisiiniilen anjiyotensinojen, B- ve oa-adrenerjik reseptorler, G proteinlerinin B-3 alt
tiniteleri gibi proteinleri kodlayan genlerin polimorfizm gosterdigi ve bu genlerin
hipertansiyonun olusumunda rol oynadig: bildirilmektedir (O’Byrne ve Caulfield 1998,
Bray ve ark. 2000).
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iv. Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS): Renin, bobregin jukstaglomertiler
hiicrelerinden salgilanan ve burada depolanan proteolitik bir enzimdir. Renin
karacigerden  salgilanan  anjiyotensinojeni, anjiyotensin I’e  doniistiirtirken,
anjiyotensin I de anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) araciligi ile anjiyotensin II’ye
doniistiiriilmektedir. Anjiyotensin II arteriyolleri ve prekapiller sfinkterleri biizerek
periferik damar direncini ve dolayisiyla kan basincini arttirmaktadir. Bununla birlikte,
anjiyotensin II bobrek iistii bezlerini etkileyerek aldosteron salgilanmasina neden
olmakta ve bdylece bobrek tubullarindan su ve tuzun geri emilimini saglayarak
ekstraseliiler sivi hacmini arttirmaktadir. Artan sivi hacmi arter basincinda artisa yol
acarken renin salgilanmasinda inhibisyona ve buna bagl olarak plazma anjiyotensin II
diizeylerinde azalmaya neden olmakta ve bir kompensatuvar mekanizma olarak kan
basincini diisiirlicii gérev yapmaktadir. Renin salgilanmasinin diizenlenmesinde renal
perfiizyon basinci, katekolaminler, anjiyotensin II, elektrolitler, vazopresin, arakidonik
asit, PGE, PG, gibi c¢esitli faktorler rol oynamaktadir. Ayrica bobregin
jukstaglomeriiler hiicreleri baroreseptdr gorevi gorerek plazma renin diizeyini kontrol
altinda tutmaktadir. Ornegin, azalmis renal arter basinci veya bdbrek kan akisi ya da
serum potasyum miktarindaki azalma bu hiicreler tarafindan algilanmakta ve renin
salgilanmasina sebep olmaktadir. Yiiksek plazma renin aktivitesi hipertansiyonun
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Guyton ve Hall, 1996, pp.221- 237; DiPiro ve
ark., 2005, pp.185-217).

v. Asirt Sempatik Aktivasyon: Cesitli fiziksel veya mental uyaranlar (stres gibi) ile
indiiklenen sempatik sinir sistemi aktivitesindeki artig, kan basincinin aniden ve belirgin
derecede yiikselmesine neden olmaktadir. Araliklarla yasanan stresler sonucu bdbrek
istli medullasindan salgilanan katekolaminler; hem kan basincinda yiikselmeyi baslatan
presor mekanizmayi, hem de kan basinci yiiksekligini damar hipertrofisi yoluyla
siirdiiren trofik mekanizmay1 tetiklemektedir. Giinliik yasamda yiiksek strese maruz
kalan ve aile ge¢misinde hipertansiyon bulunan hipertansif hastalarda yapilan
aragtirmalar stresin hipertansiyonda etkin rol oynadigi goriisiinii ortaya koymaktadir

(Light ve ark. 1999, Simon 2004).
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vi. Elektrolitlerin Rolii: Yapilan epidemiyolojik ve klinik caligmalar asir1 sodyum
aliminin hipertansiyona olan katkisini agiklamistir. Yiiksek tuz diyetiyle beslenen
popiilasyonlarda hipertansiyon ve inmenin goriilme sikligi da artan kan basincina
paralel olarak yiikselmektedir. Sodyum boébrek tubuluslarindan suyun geri emilimini
arttirmak suretiyle ekstraseliiler sivi hacmini ylikseltmektedir. Ekstraseliiler sivi
hacminde meydana gelen artig ile kan hacmi ve kalbe donen vendz kan miktarinda artis
olmakta, buna bagli olarak kalp debisi ve periferik diren¢ artis1 ile kan basinci
yilikselmektedir. Normal kisilerde ise kan basinci ylikseldiginde bobreklerden sodyum
ve su atilmasi artar, sivi hacmi azalir ve basing normale doner (basing natriiirezi).
Ancak, sodyumun yiiksek kan basincinin olusmasindaki roli ile ilgili bilgiler yeterli
olmamakla birlikte natriiiretik mekanizma ile ilgili bir bozuklugun ytiiksek kan basincina
yol agabilecegi seklinde goriisler bulunmaktadir (Guyton ve Hall, 1996, pp.221- 237,
DiPiro ve ark., 2005, pp.185-217).

Kalsiyum homeostazindaki degisiklikler de hipertansiyonun gelisiminde onemli
rol oynamaktadir. Diyetle alinan kalsiyum miktarindaki azalma hiicre i¢i ve disinda
kalsiyum dengesini bozarak hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artigina neden olur.
Bu dengesizlik periferik damar direncini arttirarak damar diiz kas fonksiyonunda
degisiklikler meydana getirir. Hipertansif hastalarda yapilan bazi ¢alismalar diyetle
alman kalsiyumun kan basincinda bir azalma olusturdugunu ortaya koymaktadir.

(DiPiro ve ark., 2005, pp.185-217)

Serum potasyum diizeyindeki degisiklikler hipertansiyon olusumunda sodyum
kadar belirgin bir etki olusturmasa da, diyetle potasyum aliminin kalp damar hastaliklari

riskini azalttigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir. (DiPiro ve ark., 2005, pp.185-217)

vii. Insiilin Direnci ve Hiperinsiilinemi: Insiilin direnci ve hiperinsiilinemiye bagl
olarak gelisen hipertansiyon bazi kaynaklarda “metabolik sendrom” olarak da
isimlendirilmektedir. Insiilin sempatik sinir sistemini aktive ederken, damar diiz
kasinda da sodyum pompasini aktive ederek periferik damar direnci artis1 ile

hipertansiyonun gelisiminde rol oynamaktadir. Ayrica, bobreklerden sodyumun geri
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emilimini ve plazma hacmini arttirarak da kan basincini yiikseltmektedir. Bunun
yanisira, bir bliylime faktorii olan insiilin damar diiz kas hiicrelerinde hipertrofiye de yol

acabilmektedir. (DiPiro ve ark., 2005, pp.185-217)

viii. Obezite: Obezite, sempatik sinir sistemi ve RAAS aktivasyonu araciligi ile
esansiyel hipertansiyonun gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Buna paralel olarak,
kilo kayb1 ise kan basincinda belirgin bir azalma saglamaktadir (Dickinson ve ark.
2006). Yine aile gecmisinde obezite bulunan fazla kilolu bireylerde hipertansiyonun
goriilme riski artmaktadir (Licata ve ark. 1995). Obezite ayn1 zamanda sol ventrikiil
hipertrofisi ve koroner arter hastalif1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in de bir risk

faktorii olusturmaktadir (Eckel ve Krauss 1998).

ix. Vaskiiler Endotelyal Mekanizmalar: Damar endoteli ve damar diiz kasi, kan
damarlarinin toniisii ve kan basincinin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Bu
fonksiyonunu endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen c¢esitli vazoaktif maddeler
araciligiyla gergeklestirmektedir. Dolayisiyla damar endoteli kaynakli prostasiklin,
asetilkolin, bradikinin vb. vazodilator etkili maddelerin lokal sentezindeki bir azalma
veya anjiyotensin II, endotelin-1 gibi vazokonstriktor etkili maddelerin artan sentezi
esansiyel hipertansiyon ve ateroskleroz basta olmak {izere ¢esitli vaskiiler hastaliklarin

patogenezinde rol oynamaktadir (DiPiro ve ark., 2005, pp.185-217).

Damar endotelinden saliverilen ve damar diiz kas toniisiiniin lokal regiilasyonunda
rol oynayan diger bir endojen vazodilator NO ‘dur. NO, arteriyel kan basincinin
diizenlenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir. NO sentezinde ve biyoyararlaniminda
meydana gelen bir azalma ve buna bagl olarak damarlarin yetersiz gevsemesi ile
kendini gosteren endotel disfonksiyonunun hipertansiyon ve diyabet gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde katkis1 oldugu bildirilmektedir (Yetik-Anacak
ve Catravas 2006).
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2.3.4. Hipertansiyonun Klinik Degerlendirmesi

Hastanin  klinik  degerlendirmesi  tibbi  ge¢misi, fiziksel —muayene,
elektrokardiyogram, idrar analizi, kan glukoz tayini, hematokrit, serum potasyum,
kreatinin ve kalsiyum diizeyi gibi rutin laboratuvar testler ve diger tanisal prosediirler
esas alinarak yapilmaktadir. Bu klinik degerlendirme kan basinci diizeyinin dogru
belirlenmesi, sekonder nedenlerin olup olmadiginin arastirilmasi, hipertansiyon aracilt
hedef-organ hasarlarinin degerlendirilmesi ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
belirlenmesi agisindan onem tasimaktadir. Bununla birlikte; yas (erkeklerde > 55;
kadinlarda > 65), cinsiyet, diyabet, hiperlipidemi, obezite, fiziksel hareketsizlik, aile
gecmisinde erken kalp-damar hastalik Oykiisii bulunmasi, sigara ve alkoliin
hipertansiyonun olusumu ve gelisimi acisindan biiyiik onem tasiyan risk faktorleri

arasinda yer aldig1 bilinmektedir (Chobanian ve ark. 2003).

2.3.5. Hipertansiyonun Tedavisi

Hipertansiyon tedavisinin genel hedefi hipertansiyona bagli ve hedef organ
hasar ile giliglenen hastalik ve 6liim oraninin azaltilmasidir. Bu amagta yan hedef ise
tedavi goren hipertansif hastada kan basincinin hedeflenen degere diisiiriilmesini
saglamaktir. Sistolik kan basincinda her 20 mmHg veya diyastolik kan basincinda her
10 mmHg’lik yiikselme, hem iskemik kalp hastaligi hem de inmeye bagli 6liim oranini

iki katina ¢ikarmaktadir (Chisholm-Burns ve ark., 2008, pp.9-33).

Hipertansiyon non-farmakolojik ve farmakolojik tedavi yontemleriyle kontrol
altina alinmaktadir. Non-farmakolojik tedavi, obez ve fazla kilolu bireylerin ideal kiloya
diisiiriilmesi, diisiik sodyum diyeti uygulamasi, diyet modifikasyonu (meyve-sebze
agirlikli; doymus yaglardan fakir diyet), fiziksel aktivitenin arttirilmasi ve diizenli
egzersiz, alkol ve sigaranin birakilmasi gibi yasam bi¢imi degisikliklerini

kapsamaktadir.
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Farmakolojik tedavi ise tiim non-farmakolojik yaklagimlarin uygulanmasina
ragmen halen yiiksek olan ve kontrol altina alinamayan kan basincinin ilag tedavisi ile
diisiiriilmesini amaglamaktadir. Giiniimiizde tedavide kullanilan baslica antihipertansif
ilaglar arasinda diiiretikler (hidroklortiyazid, spironolakton vb.); ADE inhibitorleri
(kaptopril, enalapril vb.); anjiyotensin II reseptor blokerleri (kandesartan, losartan vb.);
adrenerjik PB-reseptor blokerleri (propranolol, atenolol vb.); adrenerjik a- reseptor
blokerleri (prazosin, terazosin vb.); kalsiyum kanal blokerleri (verapamil, amlodipin
vb.); santral etkili antihipertansif ilaclar (metildopa, klonidin vb.); adrenerjik néron
blokerleri (rezerpin) ve direkt etkili vazodilatorler (minoksidil, hidralazin vb.) yer

almaktadir (Kayaalp 2005 pp. 357-387).

2.3.6. Hipertansiyonun Komplikasyonlari

Hipertansiyon seyri sirasinda semptom olusturmadan ilerlemekte ve 6zellikle
beyin, kalp, damar, bobrekler ve gz gibi hedef organlarda olumsuz etkiler meydana
getirmektedir. Uzun siire devam eden hipertansiyonda goriilen hedef organ hasarinin
biiyik bir bdliimiinden mikrosirkiilasyondaki yapisal degisiklikler —sorumlu
tutulmaktadir. Ciinkii, mikrosirkiilasyon yani arteriyol, veniil ve kapillerler gibi kiigiik
damarlardaki kan dolasimi, damar direncini ve sonugta arteriyel basinci kontrol eden
esas vaskiiler kisimdir. Bu sebeple, olusabilecek mikrovaskiiler degisikliklerin
hipertansiyon aracili organ hasarlarinda rol oynadigi disiintilmektedir (Struijker-

Boudier ve ark. 1992, Cohuet ve Struijker-Boudier 2006).

2.3.6.1. Kardiyak Komplikasyonlar

i. Sol Ventrikiil Hipertrofisi ve Kalp Yetmezligi: Hipertansif hastalarda en ¢ok
karsilagilan organ hasari sol ventrikiil hipertrofisidir (SVH). Yiikselmis sistemik damar
direncine cevap olarak gelisen hipertrofinin belli bir noktaya kadar kompensator
mekanizma ile koruyucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu noktanin 6tesinde ise, SVH

kontraktilite artig1, artmis rolatif duvar kalinligi, sistolik ve diyastolik fonksiyon
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bozuklugu gibi ciddi kalp damar hasarina sebep olan gii¢lii bir etmen halini almaktadir
(Chobanian ve ark. 2003). Ilk olarak Framingham Calismasi’nda agir hipertansiyonlu
hastalarin yiiksek kan basinci ile iliskili olarak sol ventrikiil kitlelerinde artis egilimi
oldugu gosterilmistir (Levy 1988). Ekokardiyografi ile saptanabilecek kadar sol
ventrikiil hipertrofisi olustugunda yas, kan basinci, hiperlipidemi, sigara gibi
faktorlerden bagimsiz olarak 6liim orani yoniinden onemli bir risk faktorii olusturdugu
arastirmacilar tarafindan ileri siirlilmektedir (Devereux ve ark. 1996, Nadar ve ark.

2006).

ii. Anjina ve Miyokard Infarktiisii: Anjina pektoris, miyokarda gegici olarak yetersiz
oksijen gitmesine bagl (miyokard iskemisi), nobetler halinde kendini gosteren gogiis
agrisi olarak tanimlanmaktadir. Miyokard iskemisi agisindan arteriyel hipertansiyon
onemli bir risk faktoriinii teskil etmektedir (Safar 2001, Cohuet ve Struijker-Boudier
20006). Gelisiminde, ateroskleroza bagli olarak koroner arterlerin daralmasi veya
tikanmast ve daha ileri asamalarda aterosklerotik plaklarin kopmasiyla miyokard
infarktiisiine yol agmasi rol oynamaktadir. Bununla birlikte, koroner arterlerde goriilen
yapisal farkliliklar veya kalbin mikrovaskiilaritesindeki degisikliklerle gizlice ilerleyen
iskemiye bagl olarak da gelisme gostermektedir (Heusch ve ark. 2004, Kaul ve Ito
2004). Hipertansiyona bagli olarak kiiciik arterler ve arteriyoller de kalinlasma olmasi
ve yine hipertansif kalp hastaliklarinda kapiller dansite ve kapillerler aras1 uzaklik gibi
parametrelerin degisiklik gostermesi hipertansiyon ile iskemi arasindaki iligskiye agiklik

getirmektedir (Struijker-Boudier ve ark. 1992).

iii. Koroner arter hastaligi: Hipertansiyon koroner arter hastaliklari agisindan ilk sirada
yer alan bir risk faktoriidiir. Hipertansif hastalarda koroner arterler saglam bulunsa dahi,
sol ventrikiil koroner rezervinin belirgin olarak azaldigi saptanmistir. Bu azalma
koroner anjiyogram ile gosterilemeyen kii¢iik koroner arterlerin muhtemelen organik
veya fonksiyonel daralmasi ile; yani mikroanjiopati ile ilgilidir. Koroner ateroskleroz
goriilme siklig1 da hipertansiflerde normotansiflere oranla ¢ok daha yiiksektir. Azalmis
olan koroner arter rezervi, hipertansif hastalarda anjinal agrilarin ortaya ¢ikisini

hizlandirmaktadir (Ozcan ve Unsal 1988).
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2.3.6.2. Serebrovaskiiler Komplikasyonlar

i. Inme ve Gegici Iskemik Atak: Inme, serebral infarktiis (iskemik inme) ve
intrakraniyal hemoraji (beyin-i¢i kanama) olmak tiizere iki grupta incelenmektedir.
Serebral infarktlarda neden, kalpten gelen pihtinin beyin damarlarini tikamasi veya
beyin damarlarinda aterotromboz gelisimidir. Intrakraniyal hemoraji inme olgularmin
% 15-20’sini kapsamaktadir. Beyin i¢indeki belirli kii¢iik kan damarlarinda meydana
gelen tikaniklik ise lakiiner inme olarak bilinmektedir ve genellikle kronik hipertansiyon

kaynaklidir (Pinto ve ark. 2004).

Gegici iskemik atak (GIA) ise ; kan akimi yetersizligine bagli olarak gelisen,
akut, fokal serebral fonksiyon bozukluguna ait kisa siireli semptomlarla karakterize
olan klinik bir sendromdur. iskemik inmeye yol acan tiim etiyolojik faktorler GIA
nedeni de olabilir. Altta yatan neden ¢ogunlukla arter duvarindan kopan aterosklerotik

plaklarin damarlarda tikaniklik olusturmasidir (Cohuet ve Struijker-Boudier 2006).

ii. Demans: Demans, kisinin kognitif fonksiyonlarinda ilerleyici bozukluga neden olan
hafiza, zihin, dikkat ve sosyal adaptasyon kaybi gibi semptomlari tanimlamak igin
kullanilan ortak bir ifadedir. Demansin nedenleri arasinda, Alzheimer, Hungtington,
Parkinson gibi baglica norodejeneratif bozukluklar, enfeksiyon, kanser ve fiziksel
hasarlar bulunmaktadir. Nedenler ayrica, wvaskiiler (multi-infarkt, Binswanger
sendromu) veya enflamatuar (multipl skleroz, wvaskiilit) kokenli olabilmektedir.
Hipertansiyon serebrovaskiiler hastaliklarin baslica risk faktdrlerinden biri olmakla
birlikte, bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma yagamin ileri donemlerinde kan basinci diizeyi
ile kognitif bozukluk veya demans arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymaktadir

(Posner ve ark. 2002, Hanon ve ark. 2003).
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2.3.6.3. Renal Komplikasyonlar

Hipertansif renal hasar; sistemik kan basinci yiikseklginin (sistolik, ortalama
diyastolik, nabiz basinci ve kan basinct degiskenligi) etkisiyle baglayan veya hizlanan
bobrek harabiyeti olarak tamimlanmaktadir (Hsu 2002). Esansiyel hipertansiyonda
olusan bobrek hasari, renal arterlerde sertlesme, glomeriillerde fibrinoid yapilagsma ve
proteiniiri seklinde olmaktadir. Sistemik hipertansiyonun bdbrek damar yatagindaki
etkisi mikrosirkiilasyon derecesine bagli iken; bununla birlikte pre-glomeriiler
otoregiilator mekanizma bobrekte kan akimi ve basincini saglamada yetersiz kaldiginda

renal hasar olusumu hizlanmaktadir (Bidani ve Griffin 2004).

2.3.6.4. Vaskiiler Komplikasyonlar

Hipertansiyon komplikasyonlarint biiyiik arterler ve 6zellikle aortada siklikla
gostermektedir. Damar i¢i basing artig1 arter duvarinda hem fonksiyonel hem de yapisal
degisikliklere yol agmaktadir. Hiicreler arasi baglantilarin bozulmasi sonucu artan hiicre
gecirgenligi, endotel ylizeyin hasarina ve diiz kas hiicrelerinin biiylimesine neden
olmaktadir. Arter duvarindaki katmanlarda meydana gelen bu olumsuz yapisal
degisiklikler hipertansif vakalarda goriilen periferik direncin artigina neden olmaktadir
(Zoghi ve ark. 2002). Aterosklerozun hizlanmasi da yiiksek kan basincinin patolojik
sonuclarindan biridir. Aterosklerotik aort anevrizmalari, aort diseksiyonu, periferik arter
hastalig1 hipertansiyon etkisiyle gelisimi hizlanan diger damar lezyonlarina 6rnek olarak

verilebilir.

2.3.6.5. Gozle Iliskili Komplikasyonlar

i. Hipertansif Retinopati: Kontrol edilmeyen kronik hipertansiyon yani kan basincinin
devamli  yiiksek olmasi durumunda retinal arteriyollerde ve retinanin
mikrosirkiilasyonunda olugsan degisikliklere bagli olarak hipertansif retinopati

gelismektedir. Hipertansif retinopatinin belirtileri siklikla 40 yas ve tiizerinde ve
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non-diyabetik kabul edilen popiilasyonun % 2-14’linde tanimlanmaktadir (Sekil 2.2).
Bu belirtiler, diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak, inme, konjestif kalp yetmezligi

ve 6lim oraninin tahmininde belirleyici rol oynamaktadir (Wong ve Mitchell 2007).

Hipertansif retinopatinin patofizyolojisinde goriilen retinal mikrovaskiiler
degisiklikler 4 faz olarak incelenmektedir. {1k faz “vazokonstriksiyon fazi” olup sistemik
ylksek kan basincina ilk yanit olarak retinal arteriyollerde goriilen jeneralize ve fokal
arteriyoler daralmay1 ifade etmektedir. ikinci faz olan “sklerotik faz” ise damar
duvarinin, intimal hiyelinizasyon, medial hipertrofi ve endotelyal hiperplazi nedeni ile
kalinlagsmasidir. En 6nemli klinik bulgu, arteriyovendz g¢aprazlagma yerlerinde olusan
degisikliklerdir. ‘Eksudatif faz’ denilen liglincii evrede kan-retina bariyerinde meydana
gelen bozukluklar ve retinal damarlardaki permeabilite artisi, mikroanevrizma, mum
alevi seklinde retinal kanamalar (hemoraji), pamuk atig1 seklinde lekeler, retinal 6dem
ve sert (lipid) eksuda gelisimine yol agmaktadir. Sert eksudalarin makiila bolgesinde
(Henle tabakasi) toplanma egilimlerinden 6&tiirii makiila yildiz1 formasyonu da ortaya
cikan olusumlar arasindadir. Son faz olan “komplikasyon fazi” ise arteriyollerdeki
trombozlar, ana retinal arter ve dallar1 ile venlerde olusan okliizyonlar,
makroanevrizma, kistoid makiiler 6dem ve proliferatif vitreoretinopati gibi damarlarda
uzun siireli hipertansif ve arteriyosklerotik degisiklikler sonucu olusan retinal ve vitroz

komplikasyonlar1 kapsamaktadir (Wong ve ark. 2001).

Hipertansif retinopatinin evreleri (Keith-Wagener-Barker’e gore hipertansif

retinopatinin siniflandirilmasi) Tablo 2-2°de yer almaktadir (Porta ve ark. 2005):
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Tablo 2-2: Hipertansif Retinopatinin Simiflandirilmasi (Keith-Wagener-Barker’ e gore)

Evre I - Minimal jeneralize retinal arteriyoler daralma veya skleroz (Bu grup

genellikle ¢ok hafif hipertansiyonludur)

Evre II — Belirgin jeneralize ve fokal arteriyoler daralmalar ve arteriyovenoz
caprazlasma bulgulari. Arteriyel 1s1k refleksinin artmasi ile arteriyosklerotik
degisiklikler (Bu gruptaki hastalar genellikle asemptomatiktir, sistemik bulgulari
minimaldir ya da hi¢ yoktur)

Evre III — Retinal hemorajiler, eksudalar ve pamuk atig1 seklinde lekeler (Bu
gruptaki hastalarin ¢ogunda belirgin olarak kardiyak, serebral ya da renal bozukluklar

da mevcuttur)

Evre 1V- Siddetli Evre III + papilla 6demi (optik disk 6demi) ve arteriyollerde
glimiig tel goriinimii (Bu gruptaki hastalarda kardiyak, serebral ve renal hastalik daha

da siddetlenmis, yasam siiresi kisalmistir)

(Porta ve ark. J. Hypertens. 2005’ten uyarlanmigtir)
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Normal Retina
Retinal kan
damarlamn
Optik disk
Hipertansif Retinopati

Hemorajiler

(lipid tortularr)

Pamuk atign
lekeler

Tien Weng, PhD/University of Melbourne, Centra for Eve Research Australia

Sekil 2-2: Hipertansif Retinopatide Meydana Gelen Yapisal Farklihklar

(Torpy ve ark. JAMA. 2005’ten uyarlanmustir)

ii. Hipertansif Koroidopati: Malign hipertansiyonlu kisilerde kan basincinin akut
ylkselmeleri sonucu gelismektedir. Hipertansif koroidopatinin tanimlanan en yaygin
ozellikleri, koroidal wvaskiiler skleroz, Elschnig spotlari denilen retinal pigment
epitelinde gozlenen fokal dejeneratif alanlar ve retinal pigment epitelinde gozlenen
yaygin plakli atrofik dejenerasyonlardir. Kronik hipertansiyonlu hastalarda da, bazen

Siegrist ¢izgileri ad1 verilen koroidal arterlerin iizerinde goriilen hiperpigmente ¢izgi
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konfigurasyonlar1 hipertansif koroidopatinin hasarlarindan biridir (Chatterjee ve ark.

2002).

iii. Hipertansif Optik Noéropati: Hipertansiyona bagl olarak gelisen optik noropati
papilla 6demi ile kendini belli etmekte ve bu papilla 6deminin olusumunda daha ¢ok
iskeminin rol oynadigi disiliniilmektedir. Uzun siireli kronik hipertansiyon sonucu

retinal sinir lifi kayb1 gozlenmektedir (Chatterjee ve ark. 2002).

iv. Yasa Bagh Makiiler Dejenerasyon: Gorme kaybi ile sonuglanan yasa bagli makiiler
dejenerasyonun gelisiminde genellikle koroidal damarlarin norovaskiilarizasyonu veya
retinanin cografi atrofisi sorumlu tutulmaktadir. Bazi ¢alismalar, hipertansiyonun bu
hastaligin olusumunda koroidal dolasimda meydana getirdigi etkilerle potansiyel bir
risk faktorii oldugunu ortaya koymaktadir (Wong ve Mitchell 2007). Yine bir ¢alismada
hipertansif retinopatinin belirleyici hasarlarindan biri olan fokal arteriyoler daralma yasa
bagli makiiler dejenerasyonun gosterdigi belirti insidansiyla da iligkilendirilmistir

(Wang ve ark. 2004).

v. Glokom: Optik sinir hasar1 ve gorme alan1 kaybi olarak nitelendirilen glokomun esas
nedeni yiiksek goz i¢i basinct olmakla birlikte, sistemik hipertansiyonun da glokomun
gelisim ve progresyonunda rol aldigi diisiiniilmektedir. Hipertansiyonun neden oldugu
direkt mikrovaskiiler hasarin 6n optik sinire giden kan akimmi bozmasi,
hipertansiyonun glokomda zarar gérmiis olan arka siliyer dolasimin otoregiilasyonu ile
iliskilendirilmesi ve hipertansiyonla baglantili diger kardiyovaskiiler risk faktdrlerinin
(diyabet, kardiyovaskiiler hastalik gibi) de optik sinir basinin vaskiiler perfiizyonunu
etkilemesi, hipertansiyonla glokom arasindaki iligkiye aciklik getiren yaklagimlara

ornek olarak verilmektedir (Wong ve Mitchell 2007).
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2.3.7. Hipertansiyon ve Endotel Disfonksiyonu

Endotel; damar liimeni ile damar diiz kas hiicreleri arasinda yer alan ve tek kath
hiicrelerden olusan bir tabakadir. Damar endoteli, damar diiz kas toniisii, vaskiiler
permeabilitenin  diizenlenmesi, trombosit agregasyon ve  koagiilasyonunun
dengelenmesi, lokositlerin adhezyonunun ve ekstravazasyonunun diizenlenmesi, diiz
kas hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunun ayarlanmasi, vaskiiler enflamatuvar ve
immiinolojik aktivitenin kontrolii gibi ¢esitli gorevlere sahiptir. Normal damar toniisii
ve hemostazin diizenlenmesi, endotel hiicreleri tarafindan sentezlenip serbestlenen
cesitli gevsetici [adenozin, PGI,, NO, endotel kaynakli hiperpolarizan faktér (EDHF)]
ve kastiric1 [tromboksan A; (TXA»), izoprostanlar, siiperoksit anyonu (O,"), endotelin-1,
anjiyotensin II] mediyatorler arasindaki dengeye baghdir (Feletou ve Vanhoutte 2006).
Hipertansiyon varliginda endotelden saliverilen gevsetici ve kastirict faktorler
arasindaki bu dengenin bozuldugu ve endotel disfonksiyonunun gelistigi belirlenmistir.
Buna gore, endotel disfonksiyonunun, hipertansiyona bagli olarak gelisen c¢esitli

komplikasyonlarin temelinde yer aldig1 dngoriilmektedir.

Insanlarda ve deney hayvanlarinda yapilan bir¢ok c¢alisma hipertansiyonun
endotel disfonksiyonu gelisimi ile dogrudan iligkili oldugunu (Park ve ark. 2001, Ercan
ve ark. 2003, Virdis ve ark. 2009) ve 6zellikle periferik, koroner ve bobrek kan akimini
etkileyerek vaskiiler kokenli cesitli hastaliklarin  olusumunda rol oynadigini
desteklemistir (Landmesser ve Drexler 2007). Endotel disfonksiyonu, hipertansif deney
hayvanlarindan izole edilen arterlerde endotel aracili gevseme yanitlarinin azalmasi ya
da ortadan kalkmasi ile degerlendirilmektedir. Insanlarda endotel disfonksiyonun
teshisinde en cok kullanilan yontem ise on kol ve koroner damarlara uygulanan
asetilkolin gibi endotel bagimli vazodilator bir madde infiizyonu ile damarlardaki kan
akist ve akis aracili gevsemenin saptanmasidir. Bu gevsemenin azalmasi endotel
disfonksiyonunun gelistigini géstermektedir. Bunlarin yanisira, asimetrik dimetil arjinin
(ADMA), nitrotirozin, endotelyal progenitor hiicreler ve endotelyal mikropartikiillerin
kan diizeylerinin belirlenmesi, arteriyel sertlik ve karotid arterde intima/media

kalinliginin 6l¢limii ve periferik arteriyel tonometri (PAT) degerlendirilmesi de endotel
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disfonksiyonu hakkinda bilgi vermektedir (Ganz ve Vita 2003, Feletou ve Vanhoutte
2006, Munzel ve ark. 2008).

Hipertansiyona bagli olarak gelisen endotel disfonksiyonunda baslica iki

olusum mekanizmas ileri siiriilmektedir (Landmesser ve Drexler 2007):
I. NO yolagma bagli mekanizmalar
a) NO iiretiminin azalmasi
b) NO biyoyararlaniminin azalmasi (oksidatif stres)

II. Endotel-aracili kastirict faktorlerin etkisi

I. NO yolagina bagh mekanizmalar

Endotelden salinan en giiglii ve dnemli vazodilator mediyatorlerden biri olan
NO, c¢esitli agonistik etkili maddelere (asetilkolin, bradikinin, serotonin, ATP vb.) ve
fiziksel uyaranlara (kayma gerilimi-shear stres) yanit olarak endotelyal NO sentaz
(eNOS) aracilig1 ile L-arjininden sentezlenmektedir. Bu biyosentezde eNOS aktivitesi
icin nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), kalsiyum, kalmodulin,
tetrahidrobiopterin (BH4) gibi birtakim kofaktorler de rol oynamaktadir. Sentezlenen
NO, damar diiz kas hiicrelerine gecerek guanilat siklaz enzimine baglanmakta, bu
enzimi aktive ederek hiicre i¢ginde sGMP olusumunu arttirmaktadir. Yiikselen sGMP
diizeyleri ise baslica hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu azaltarak diiz kasta
gevsemeye neden olmaktadir (Vallance ve Chan 2001, Munzel ve ark. 2008). NO ayni
zamanda antiaterojenik, antiproliferatif ve antitrombotik 6zellikte bir faktordiir. Bundan
dolayr, NO biyoyararlaniminin azaldigi hipertansiyon ve diyabet gibi  patolojik
durumlar, ateroskleroz olusumu agisindan bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir

(Yetik-Anacak ve Catravas 2000).

Endotel disfonksiyonunun temelinde esas olarak koruyucu NO yolaginin

yetersizligi ve oksidatif stres rol oynamaktadir. NO yolaginin yetersizligi ile endotel
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disfonksiyonu arasindaki iliskiyi agiklayan temel olarak iki mekanizma bulunmaktadir

(Sekil 2-3).

a) NO iiretiminin azalmasi

NO dretiminin azalmasinda rol oynayan mekanizmalardan birisi insan
plazmasinda bulunan ve NOS enziminin endojen inhibitorii olan ADMA’nin asir1
tretimidir. ADMA, eNOS enzimine kompetitif olarak baglanmakta ve bdylece
L-arjininden NO olusumunu inhibe etmektedir. Hipertansiyon, hiperkolesterolemi,
ateroskleroz gibi endotel disfonksiyonun olustugu ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin
ADMA diizeyleri ile dogrudan iliskili oldugu ve bu hastaliklarda dolasimdaki ADMA
konsantrasyonunun artmis oldugu belirlenmistir (Cooke 2000, Vallance ve Chan 2001).

NO sentezinde eNOS aktivitesi i¢in gerekli bir kofaktér olan BHj’iin
eksikliginin de endotel disfonksiyonun gelisiminde rol oynadigi ve bu kofaktoriin
diizeyinin hipertansiyon, diyabet, hiperkolesterolemi gibi hastaliklarda ve sigara icen
bireylerde azaldig ileri siiriilmektedir (Vallance ve Chan 2001). BHy4, L-arjinin/O, ve
sitriilin/NO reaksiyon dongiisiinde elektron aligverisinde rol oynayarak NO ve serbest
oksijen radikalleri arasindaki dengenin korunmasindan sorumlu tutulmaktadir. Buna
gore, BH4 miktarindaki azalmanin eNOS kenetsizlenmesine (eNOS uncoupling) yol
acarak NO {iretiminde azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Vallance ve Chan 2001,

Schulz ve ark. 2008).

Ote yandan, NO nun prekiirsér aminoasidi olan L-arjininin eksikliginin; hipoksi
ve tiimor nekroz faktér a (TNF,) gibi faktorlere bagli olarak eNOS ekspresyonunun
azalmasinin; kaveolin, 1s1 sok proteini 90 (HSPyy) ve kalmodulinle olan etkilesimlere
bagli olarak eNOS aktivasyonunun engellenmesinin ya da eNOS’un fosforilasyonunda
meydana gelen degisikliklerin de NO {retiminin azalmasindan sorumlu oldugu

bildirilmektedir (Thuillez ve Richard 2005).
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b) NO biyoyararlaniminin azalmasi (oksidatif stres)

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artis1 olarak tanimlanmakta ve
NO’nun yar1 omrii ve biyolojik aktivitesinin azalmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Siiperoksit anyonu (O,), hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit (H,O,) ve
peroksinitrit (ONOO ) gibi ROT’lar enflamasyon ve hasar gibi stresli kosullar altinda
yluksek miktarlarda iiretilmekte ve NO’nun inaktivasyonu, lipid peroksidasyonu,
vaskiiler hiicrelerin proliferasyonu ve apoptozu, artan mutajenite ve vaskiiler toniis,
redoks duyarli genlerin (adhezyon ve kemotaksiz molekiilleri, proinflamatuar sitokinler,
matriks metalloproteinazlar) aktivasyonu gibi vaskiiler sistemde Onemli patolojik
olaylara aracilik etmektedir. Vaskiiler sistemde ROT olusumuna aracilik eden baslica
enzimatik kaynaklar, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, siklooksijenazlar, kenetsizlesen
eNOS ve mitokondriyal solunum zincirinin enzimleridir. ROT’dan olusan O,
stiperoksit dismutaz enzimi araciligi ile H,O;’ye doniistiiriiliirken, 6te yandan NO ile
reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan ONOO ’yu olusturmaktadir. ROT’lardan
H,O, de katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan su ve oksijene
pargalanirken, bakir, demir gibi gecis metalleri veya siiperoksit anyonlarmin ortamda
bulunmasi ile diger bir reaktif madde olan hidroksil radikallerine donlismektedir

(Feletou ve Vanhoutte 2006).

ROT’lar esasen endotel kaynakli ii¢ temel gevsetici yolak {izerinde de (NO,
PGI, ve EDHF) inhibitér etki gostermektedirler. O, ’nun, NO’yu inaktive ederek
biyoyararlanimimi azaltmasimin yanisira NO ile etkilesimi sonucu olusan ONOO de
guanilat siklaz enzimini inhibe ederek NO’nun meydana getirdigi gevsetici etkiyi
ortadan kaldirmaktadir. Ote yandan, O, ve ONOO™~, eNOS’un kofaktérii olan BH,’ii
sirastyla BH; ve BH,’ye oksitleyerek disfonksiyonel eNOS olusumuna ve eNOS
kenetsizlenmesine (eNOS uncoupling) neden olmakta ve boylece NO olusumunu inhibe

etmektedir. ROT’lardan ONOO, tirozin nitratlanmasi ile prostasiklin sentezini de
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inaktive etmektedir. Ayrica, EDHF olarak tanimlanan diger gevsetici yolagin
aktivasyonunun da O, nin uzun siireli etkisine bagli olarak azaldigi belirlenmistir

(Feletou ve Vanhoutte 2006, Schulz ve ark. 2008).

II. Endotel-aracili kastirici faktorlerin etkisi

Endotel disfonksiyona aracilik eden bir diger mekanizma ise endotel-aracili
kastiric1 faktorlerin iiretiminde meydana gelen artistir. Endotel disfonksiyonuna baglh
olarak, endotel kaynakli gevsetici faktorlerin sentezinde meydana gelen azalma damar
toniisiinii regiile eden dengenin kastiric1 faktorler lehine kaymasina neden olmakta ve
boylece endotel kaynakli kastirici faktorlerin sentezi artmakta ve kasilma yanitlar
olugsmaktadir. Endotel kaynakli kastirict faktorlerin salinimi genellikle asetilkolin, ADP
gibi endotel hiicre membranina etki eden vazoaktif mediyatorler ile indiiklenmektedir.
Spontan hipertansif sicanlar ile yapilan bir ¢caligmada, aortada asetilkolin uygulamasina
bagl olarak kasilma yanit1 elde edildigi ve bu yanitin normotansif sicanlara kiyasla daha
belirgin oldugu gozlenmistir (Liischer ve Vanhoutte 1986). Asetilkoline bagl kasilma
yanitlarinin siklooksijenaz inhibitdrleri ile geriye donmesi, kasilmanin mekanizmasinin
siklooksijenaz yolagi iizerinden gerceklestigini ortaya koymustur. Kasilma yanitlarinin
Oonlenmesinde  siklooksijenaz-1 (COX-1) enziminin selektif inhibitorlerinin
siklooksijenaz-2 (COX-2) enziminin inhitorlerinden daha etkili olmasi ise, bu yanitlarin
olugmasinda COX-1 enziminin 6nemini 6zellikle vurgulamaktadir (Vanhoutte ve ark.
2005). Endotel-aracili kastic1 faktorlerin icerisinde PGF,,, prostaglandin D, (PGD,),
prostaglandin E; (PGE,;), TXA, gibi endoperoksitler ile PGI, yer almaktadir.
Siklooksijenaz yolagi iizerinden olusan bu faktorlerin endotel disfonksiyonu varliginda
damar diiz kas hiicrelerindeki tromboksan-prostanoid (TP) reseptorlerini aktive ederek
kasilmaya neden oldugu bildirilmektedir. TP reseptdr antagonistlerinin uygulanmasinin
kasilma yamitlarin1 dnlemesi ise bu goriisii desteklemektedir. ilging olarak, prostasiklin
sentaz geninin ekspresyonunun spontan hipertansif siganlarin endotel hiicrelerinde
normal siganlarin endotel hiicrelerine oranla daha yiiksek miktarlarda eksprese edildigi

gbzlenmigstir. Buna gore, PGI;’nin endotel bagimli kasilmalarda sorumlu en 6nemli
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mediyatorlerden birisi oldugu diisliniilmektedir. Esasen endotel kaynakli gevsetici bir
faktor olan PGIy’nin, gevsetici etkisine aracilik eden IP reseptorleri yerine TP
reseptorlerine baglanarak kasilma yaniti olusturmasinda endotel hiicrelerinde
prostasiklin sentaz geninin asir1 ekspresyonunun rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Yaglanma ve hipertansiyon gibi endotel disfonksiyonunun gelistigi durumlarda
tetiklenen PGI, sentaz geninin asir1 ekspresyonunun mekanizmasi ise halen

bilinmemektedir (Vanhoutte ve Tang 2008, Vanhoutte ve ark. 2009).

Ote yandan, endotel bagimli kasilmalar ekstraselliiler Ca™ konsantrasyonunun
diisiiriilmesi ile azalmakta buna karsin kalsiyum iyonoforu A23187 uygulamas: veya
endotelyal sitozolik Ca™ konsantrasyonunun arttirilmast ile giiglenmektedir. Buna gore,
endotel bagimli kasilmalarin olusumunda intraselliiler Ca™ konsantrasyonu artigimin
birincil 6neme sahip oldugu belirlenmistir. Bu artisin ise fosfolipaz A;’yi aktive ederek
siklooksijenaz yolaginin vazokonstriktor prostanoidlerinin  olusumunu arttirdigi

bildirilmektedir (Tang ve ark. 2007).

Reaktif oksijen radikallerinin de endotel aracili kasilma yanitinin olusmasinda
rol oynadig1 belirlenmistir. Kopek baziler arteri ile yapilan ¢aligmalarda, siiperoksit
radikal siipiirticiisii olan siiperoksit dismiitaz (SOD) ile endotel-aracili kasilmalarin
onlenmesi, O, ’nin endotel kaynakli kasilma yanitlarindaki roliinii desteklemektedir
(Katusic ve Vanhoutte 1989). Ayrica, asetilkolinin spontan hipertansif siganlarin
endotelinde normotensiflere kiyasla ¢ok daha fazla miktarda O, olusumuna neden
olmast ve bu olusumun indometazin ile 6nlenebilmesi serbest oksijen radikallerinin
baslica siklooksijenaz yolagi {izerinden olustugunu gostermistir. Bununla birlikte,
serbest radikaller olustugunda endotel kaynakli kastirici faktorlerin etkinligini
giiclendirmektedir. Bu nedenle, ROT’larin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
vazokonstriktor prostanoidlerin olusumunu tetikledigi Ongoriilmektedir. Yapilan
calismalar dogrultusunda, endotelde sentezlenen reaktif oksijen tiirlerinin pasif difiizyon
veya miyoendotelyal aralik baglantilar1 araciligi ile diiz kas hiicrelerine ulastigi ve
burada siklooksijenazi aktive ederek endotel-aracili kasilma yanitlarina aracilik ettigi

diisiiniilmektedir (Vanhoutte ve Tang 2008, Vanhoutte ve ark. 2009).
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Hipertansiyona bagli olarak goriilen endotel disfonksiyonu, makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlar ile arteriyel sertlik gibi patofizyolojik sonuglara neden
olmaktadir. Makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar kalp, damar, beyin,
bobrek ve gozii etkileyen cesitli hastaliklar1 igermektedir. Bununla birlikte, yapilan
calismalar endotel kaynakli NO iiretiminin inhibe olmasinin endotel disfonksiyonunun
yanisira arteriyel sertlife de neden oldugunu ortaya koymaktadir. Arteriyel sertligin
gelisiminde, azalmig NO biyoyararlaniminin etkisiyle damar duvarinda meydana gelen
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler rol oynamaktadir (Landmesser ve Drexler 2007).
Deneysel calismalari destekleyici olarak, NOS inhibitorii L-NMMA inflizyonu ile
sagliklt goniilliilerin brakiyal arterlerinde de endotel kaynakli NO’nun inhibisyonu

sonrasinda arteriyel esnekligin bozulmus oldugu gézlenmistir (Kinlay ve ark. 2001).
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Sekil 2-3: Endotel disfonksiyonun NO yolagina bagh olusum mekanizmalari

(1) ADMA ’n1n agir1 tiretimi, (2)Kofaktér (BH,) eksikligi, (3)L-arjinin eksikligi, (4)eNOS ekspresyonunun azalmasi, (5)eNOS ve CaM, kaveolin-HSPy, etkilesimindeki degisiklikler, (6) (7)Reaktif oksijen

tiirlerinin (ROT) NO biyoyararlanimi inhibe etmesi, (8)eNOS kenetsizlenmesi (eNOS uncoupling), (9)ROS’un prostasiklini (PGI,) inaktive etmesi, (10)ROS’un EDHF’yi inaktive etmesi. (ADMA:
Asimetrik dimetil arjinin; BH,: Tetrahidrobiopterin; CaM: Ca - kalmodulin; EDHF: Endotel kaynakli hiperpolarizan faktér; sGMP: siklik guanozin monofosfat; HSPg: 1s1 sok proteini 90; sGC: ¢6ziliniir

guanilat siklaz; R: reseptor; TNF,: tiimor nekroz faktor o.
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2.4. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Esansiyel hipertansiyonun etiyopatojenezinin anlasilmasi ve buna goére énlem
ve tedavisinin arastirilmast amaciyla deneysel hayvan modelleri gelistirilmistir.
Hipertansif deney hayvant modellerinden antihipertansif ilaglarin farmakolojik

incelemesinde de yararlanilmaktadir.

Hipertansif hayvan modelleri insanlarda olusan hipertansiyon ile ortak bir¢ok
ozellik icermektedir. Bu modellerin ¢ogu insan hipertansiyonu i¢in sorumlu oldugu
tahmin edilen faktorlerin (asir1 tuz tiiketimi, RAAS hiperaktivitesi ve genetik faktorler
vb.) taklit edilmesiyle gelistirilmistir.

Ideal bir deneysel hipertansiyon modeli asagidaki kriterleri saglayabilmelidir

(Doggrell ve Brown 1998, Badyal ve ark. 2003) :

Kiigiik hayvanlarda uygulanabilir olmalidir.
Gergeklestirilmesi basit ve daima tekrarlanabilir olmalidir.
Tahmin edilebilir ve kontrol edilebilir semptomlar gostermelidir.

Ekonomik, teknik hususlar ve hayvan refahi agisindan tatmin edici

olmalidir.
Bir ajanin potansiyel antihipertansif 6zellikleri ongoriilebilmelidir.
Insan hipertansiyonu ile baz1 bigimleriyle kiyaslanabilir olmalidir.

Uygun hemodinamik ve biyokimyasal parametrelerin Ol¢limiine izin

vermelidir.
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Gegmiste deneysel hipertansiyon i¢in birgok c¢alisma kopekler {izerinde
gergeklestirilirken; su an en fazla tercih edilen hayvan tiirii sigcandir. Kullanilan diger

tiirler ise; tavsan, maymun, domuz, kobay ve faredir.

2.4.1. Spontan ve Genetik Hipertansiyon Modelleri

i. Spontan Hipertansif Sicanlar: Kan basinglar1 yiiksek Wistar sicanlarin inbred soy
olusturmak Ttizere eslestirilmeleriyle elde edilen ve herhangi bir farmakolojik veya
cerrahi miidahale gerektirmeyen bir deneysel hipertansiyon modelidir (Okamoto ve
Aoki 1963). Bu sicanlarda kan basinglar1 ortalama olarak 12 haftada belirgin en yiiksek
diizeyine ulagmaktadir. Ortalama arteriyel kan basinci 100-130 mmHg olan normal
sicanlarla kiyaslandiginda, spontan hipertansif sicanlarda kan basinglar1 ortalama
190-200 mmHg olarak gozlenmektedir (Ribeiro ve ark. 1992, Badyal ve ark. 2003).
Spontan hipertansif sicanlarda son organ hasari; kardiyak hipertrofi (Conrad ve ark.
1991), kardiyak yetmezlik (Pfeffer ve ark. 1979), proteiniiri ve azalmis kreatinin
klirensi ile seyreden bobrek fonksiyon bozuklugu (Feld ve ark. 1977, Komatsu ve ark.
1995) seklinde izlenmektedir. Bozulmus endotel bagimli gevsemeler disinda agir
vaskiiler problemler gézlenmemistir (Liischer ve ark. 1990). Ayrica, bu sicanlarda orta
dereceli insiilin rezistansi, obezite ve hiperlipidemi gelisme olasilig1 da yiiksektir (Iritani
ve ark. 1977, Rao 1993). Giiniimiizde spontan hipertansif sicanlar deneysel
hipertansiyon modeli olarak klinik arastirmalarin igerisinde de yer almaktadir. Ciinkii,
gerek patofizyoloji agisindan, gerekse agiga ¢ikan komplikasyonlardaki benzerlikler ile

insan esansiyel hipertansiyonunu ¢ok iyi taklit ettigi diisiiniilmektedir.

ii. Spontan Hipertansif Inme-Egilimli Sicanlar: Spontan hipertansif siganlarin kan
basinglart ve serebrovaskiiler hastalik gecirme insidansi daha yiliksek olan bir alt
tiiriidiir. Sistolik kan basinci en az 250 mmHg olmakla birlikte, bu siganlarda son organ
hasar1 inme (strok) seklinde izlenmektedir. inmeye bagl olarak gelisen komplikasyonlar

serebral kanama, lezyonlar ve trombozlardir (Doggrell ve Brown 1998).
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iii. Dahl tuz-duyarl sicanlar: 11k olarak Sprague-Dawley sicanlarda yapilan bir ¢aligma
ile tuz tiiketimi ve kan basinci arasinda bir iliski oldugu ortaya konulmustur (Meneely
ve ark. 1958). Daha sonra Dahl ve arkadaglar tarafindan yapilan arastirmada, yiiksek
tuz tliketimi ile tuza duyarlilik veya diren¢ gdsteren sicanlara bagli olarak gelisen kan
basinct artisinda genetik faktorlerin rolii oldugu gdosterilmistir. Bu sicanlarda yiiksek
oranli tuz diyetiyle beslendiklerinde agir ve dldiiriicti bir hipertansiyon gelismektedir.
Normal tuz diyetiyle beslenseler dahi kan basinglarinda belirli bir dereceye kadar
yiikselme olmaktadir. Bu model; genetik hipertansiyonun ekstra tuz duyarlilik 6zelligi
gosteren bir modelidir (Dahl ve ark. 1962) Tuza olan duyarliligin etiyolojisinde guanilil
siklaz A / atrial natritiretik peptit (GCA/ANP) genlerinin veya epitelyal sodyum kanali
gibi yapilarda olusan genetik bozukluklarin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Sanders

1996).

iv. Transgenik sican (TGR) modeli: Ozellikle sican ve farelerde olusturulan transgenik
soylar hipertansiyondan sorumlu kabul edilen bazi aday genlerin ekspresyonu ile
tiretilmektedir. Fare Ren-2 geni yani TGR (mREN2) 27, reninin asir1 ekspresyonu ile
birlikte, kardiyak hipertrofi ve endotel disfonksiyonu gibi komplikasyonlarla seyreden
agir hipertansiyon olusturulmasinda énemli rol oynamaktadir (Lerman ve ark. 2005).
Yine sican anjiyotensinojen ve insan renin ve insan anjiyotensinojen  geninin
sicanlardaki asir1 ekspresyonu da kan basincinda anlamli bir artisa neden olmaktadir
(Yagil ve Yagil 2001). TGR modeli 6zellikle RAAS’ 1 insan hipertansiyonundaki

roliiniin anlasilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

2.4.2. Diyet veya Farmakolojik Ajanlar ile Olusturulan Hipertansiyon Modelleri

i. Asir tug yiiklemesi: Siganlarda asir1 ve kronik tuz tiiketiminin insan hipertansiyonunu
morfolojik olarak taklit eden bir hipertansiyon modeli olusturdugu ortaya konulmustur
(Dahl ve ark.1968). Yiiksek konsantrasyondaki sodyum kloriir (NaCl) diyetinin kronik
olarak igme sularina katilmasiyla tavsan ve sicanlarda hipertansiyon olusturulmaktadir

(Weinstock ve Borosh 1993, Vasdev ve ark. 2007).
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ii. DOCA-Tuz Modeli: Bir mineralokortikoid olan deoksikortikosteron asetatin (DOCA)
siganlarda hipertansiyona neden oldugu ortaya konulmustur. Sicanlara uygulanan
periyodik subkiitan DOCA enjeksiyonunu takiben i¢gme sularina %1-2 oraninda NaCl
yiklemesi ile bu model olusturulmaktadir. Bir diger metoda goére, DOCA-tuz
uygulamasindan once unilateral nefrektomi de yapilmaktadir. Tuz yiliklemesi olmadan
sadece DOCA uygulamas1 veya sadece nefrektomi yapilmasinin kan basincinda higbir
onemli degisiklik olusturmamasi bu modelin tuz bagimli oldugunu gostermektedir
(Doggrell ve Brown 1998, Badyal ve ark. 2003). Bu hipertansiyon modeli siganlardan
baska kopek ve kobayda da kullanilmistir (Brands ve Hall 1998, Tiritilli 2001).

iii. NO sentezinin inhibisyonu: NOS enziminin L-NNA, N-nitro-L-arjinin metil ester
(L-NAME) gibi L-arjinin anologlar1 ile inhibe edilmesi sonrasinda arteriyel kan
basincinin artmasiyla karakterize edilen yeni bir hipertansiyon modeli gelistirilmistir
(Ribeiro ve ark. 1992). Kronik NOS inhibisyonu esansiyel hipertansiyon
arastirmalarinda kullanilmakla birlikte mekanizmasi heniiz yeterince anlagilmamistir.
Vazodilatér NO sentezinin engellenmesine bagli total periferik direng artisinin yanisira,
artmig renal sodyum tutulumunun, sempatik sistem aktivasyonunun ve gesitli vazoaktif
maddelerin, kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisimine katkis1 oldugu
ileri siirtilmektedir (Zatz ve Baylis 1998). Son yillarda bu model hipertansiyonun artmis
sodyum duyarlilig1 ve sempatoadrenerjik sistem aktivitesi artisiyla iliskisi de 6n plana
cikarilmistir (Yuasa ve ark. 2000). NOS inhibitorlerinin uygulanmasi deney
hayvanlarinin igme sularina her giin katilmak suretiyle, oral gavaj yontemiyle veya
ilacin subkiitan infiizyonu seklinde gerceklestirilmektedir (Priviero ve ark. 2007, Jover
ve ark. 1993, Takei ve ark. 2007). NOS inhibitorleri verilis yolu farkli olsa da deney
hayvanina daima sabit dozlarda uygulanmaktadir. Bu yontem sicandan baska kopek ve
domuzda da kullanilmaktadir (Salazar ve ark. 1993, Ito ve ark. 1995). Uygulama
kolaylig1 ve uygulanan hayvanlarda daha az 6liim oranina neden olmasi agisindan diger
hipertansiyon modellerine kiyasla daha fazla tercih edilmektedir (Doggrell ve Brown

1998).
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2.4.3. Cerrahi Girisim ile Olusturulan Hipertansiyon Modelleri

i. Cift bobrek-tek darlik modeli (Goldblatt metodu, 2K1C): 1lk kez Goldblatt ve
arkadaslar1  kopeklerde  yaptiklari  deneylerle  renovaskiiler  hipertansiyonun
patofizyolojisine 151k tutmuslardir. Bu metot, bobreklerden birine giden renal artere
klemp takilmak suretiyle arterde daralma yaratarak gergeklestirilmektedir. Renal
arterlerin daralmast RAAS ve sempatik sinir sistemini aktive etmekte ve bdylece
renovaskiiler hipertansiyon gelismektedir. Yiikselen kan basinci ve renin aktivitesi daha
sonra klempin ¢ikarilmasiyla normale donmektedir. Bu model insanlardaki unilateral

renal arter stenozunu taklit etmektedir (Doggrell ve Brown 1998, Badyal ve ark. 2003).

ii. Tek bobrek-tek darlik modeli (1K1C): Bu modelde bobreklerden birine giden renal
arterde daralma gerceklestirilirken diger bobrek ¢ikarilmaktadir. Plazma renin aktivitesi
genellikle normaldir. Buna karsin belirgin bir sodyum ve su retansiyonu vardir. Dolayisi
ile bu model insanlardaki renovaskiiler hipertansiyon + kronik renal parenkimal hastalik

ile uyumluluk gostermektedir (Doggrell ve Brown 1998, Badyal ve ark. 2003).

iii. Cift bobrek-cift darlik modeli (2K2C): Aortanin veya her iki renal arterin
daraltilmas1 ile gerceklestirilir. Insanlardaki bilateral renal arter stenozunu taklit

etmektedir (Doggrell ve Brown 1998, Badyal ve ark. 2003).

2.4.4. Diger Hipertansiyon Modelleri

i. Obezite-iliskili hipertansiyon: Wistar Kyoto siganlar ile obez Zucker sicanlarin
ciftlestirilmesiyle 16 haftalik yastan sonra devamli bir hiperinsiilinemi ve hipertansiyon
gosteren ve hipertansiyonla obezite arasindaki iliskiye aciklik getirecek bir model olarak

ortaya konulmustur (Yamakawa ve ark. 1995).
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ii. Psikojenik hipertansiyon: Hayvanlarin tekrarlanan stresli duruma maruz birakilmasi
sonucu devamli bir hipertansiyon durumu olusturulabilmektedir. Ozellikle sinirda
(borderline) hipertansif sicanlar bu modelin olusturulmasinda 6énemli rol oynamaktadir
(Hatton ve ark. 1993). Duygusal ve elektriksel uyaranlar ve psikososyal ve
immobilizasyon stresi gibi durumlarla da ayni1 sonu¢ elde edilebilmektedir (Henry ve
ark. 1993). Stres, insanlarda hipertansiyonun gelisiminde dnemli rol oynadig1 i¢in bu

model daha ¢ok hipertansiyonun patofizyolojisinin arastirilmasinda kullanilmaktadir.

2.5. Deney Hayvanlarinda Kan Basincinin Ol¢iimii ve Takibi

Hayvanlarda gelisen hipertansiyonun belirlenmesi ve periyodik takibinin
saglanmast ic¢in deneyin siiresine ve sartlarina bagli olarak kan basincinin gesitli
yontemlerle Olgiimii gerceklestirilmektedir. Kan basinci ol¢limii sirasinda anestezi
kullanimi, sadece hayvanin immobilizasyonunda gii¢liikk yasandigi durumlarda tavsiye
edilmektedir. Anestezi, kan basinci tayinini ve dogru dl¢iim alabilmeyi kolaylastirmakta
fakat baska degiskenlerin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Ornegin; yapilan bazi
caligmalar anestezik ajanlarin kan basinci degerini ve kardiyovaskiiler refleksleri

degistirdigini ortaya koymustur (Kolatkar ve ark. 1973).

Deney hayvanlarinda kan basinct direkt (invazif) veya indirekt (noninvazif)
yontemlerle Olciilmektedir. Secgilecek yontemin uygunlugu biiyiik 6l¢iide ¢alismanin
konusuna baghdir. Arastirmaci agisindan 6nemli olan nokta, deney tasarimina gore en

kesin ve en giivenilir veriyi saglayabilecek yontemin segilmesidir.

2.5.1. Direkt Olciim Yontemleri

i. Radyotelemetri
1. “Fluid-filled” kateter-transduiser sistemi

iii. Transdiiser uc¢lu kateter kullanimi
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i. Radyotelemetri: Biiyiik (maymun, kopek) ve kiiclik (si¢an, fare) deney hayvanlarina
uygulanabilen bir yontemdir. Anestezi gerektirmemesi ve hareketin kisitlanmamasi en
onemli avantajlarindan biridir. Radyotelemetrik transmitterler aracilifiyla kan basicini
stirekli olarak kaydetmek miimkiindiir. Ancak ¢ok kiiclik hayvanlarda (viicut agirlig
<25 g) biiyiik transmitterler ( >2 g) stres olusturabilir. Ozellikle kii¢iik deney hayvanlari
lizerinde cerrahi islem yapabilecek diizeyde egitim ve yetenek gerektirebilir ve diger

yontemlere kiyasla pahali bir sistemdir (Kurtz ve ark. 2005).

ii. “Fluid-filled” kateter-transdiiser sistemi: En eski ve en yaygin olarak kullanilan
arteriyel kan basinct Ol¢lim yontemidir. Bu yontemde heparinlenmis sivi ile
doldurulmus bir kateter, arter icine yerlestirilirken, kateterin oteki ucu ise kalibre
edilmis bir basing trandiiserine baglidir. Kan basinct 6l¢iimii i¢in ¢ogunlukla karotid
veya femoral arter kullanilmaktadir. Anestezi altindaki deney hayvanlarinda akut
Olciimler ya da bilinci acik hayvanlarda kan basincinin uzun siireli takibi igin
kullanilabilir. Kan basmcinin siirekli takip edilmedigi kronik caligmalarda kateterin
disarida kalan bolimi uygun sekilde korunarak transdiiserden ayri tutulabilir ve
gerektiginde baglanarak Olgiimler alinabilir. Uzun stireli ve siirekli kayit alinmasi
gerektigi durumlarda ise deney hayvaninin kafes icinde serbest olarak dolagimimi
saglayacak uygun ekipmanlar (Swivel-tether sistemi) kullanilmaktadir. Swivel-tether
sistemi ile damar i¢ine kimyasal madde ya da ila¢ inflizyonu yapmak da miimkiindiir

(Kurtz ve ark. 2005).

iii. Transdiiser ug¢lu kateter kullanimi: Farkli Olclilerde bulunmalari nedeniyle fare ve
daha biiyilk memelilerde rahatlikla kullanilabilirler. Fluid-filled kateter-transdiiser
sistemi ile karsilastirildiginda daha iyi frekans yanit1 saglarlar (Kurtz ve ark. 2005).
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2.5.2. indirekt Ol¢iim Yontemleri (“Kuyruk-manson [Tail-cuff]” Yontemi)

Kuyruk-manson (tail-cuff) yontemi 6zellikle rodentlerde (genellikle sigan) kan
basincinin 6l¢limii ve takibinde halen en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu yontemde deney
hayvaninin sistolik kan basinci degeri Olgiilmektedir. Sistolik kan basinci; kuyruga
yerlestirilmis olan mangonun sisirilmesi ve bosaltilmas1 sirasinda kan akiminda
degisikligin oldugu andaki manson basinct olciilerek belirlenmektedir. Olgiim
kuyruktaki kaudal arterin pulsatil kan akiginin izlenmesi esasina dayanir. Cerrahi
uygulama gerektirmez ve kisa ya da uzun siireli ¢alismalarda anestezi yapilmaksizin
deney hayvanlarinda sistolik kan basincinin tekrarlanarak ol¢iilmesine olanak saglar.
Fakat giinliik ortalama sistolik kan basincini 6lgmek miimkiin degildir ve tekrarlanan
dlgiimlerde dnemli farkliliklar gériilebilir (Kurtz ve ark. 2005). Olgiim 6ncesinde
deney hayvaninin bir 1s1 pedi lizerinde veya 1s1 ¢gemberi i¢inde 1sitilmast gereklidir. Aksi

takdirde pulsatil kan akimi 6l¢tilemeyebilir (Thompson 1990 pp. 94-97).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Genel Ozellikleri

Calismamizda ortalama 200-250 g agirliginda Wistar Albino cinsi erkek
sicanlar kullamlmstir. Sicanlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali’ndan
temin edilmistir. Hayvanlar deney siiresince ad libitum olarak standart pellet sigan yemi
ile beslenmislerdir. igme suyu olarak kontrol gruplarinda ¢esme suyu kullanilmustir.
Deneysel hipertansiyon olusturulacak siganlara ise igme suyu olarak non-selektif NOS
inhibitorii L-NAME igeren ¢esme suyu verilmistir. Hayvanlar 20 £ 2 °C’de ve 12 saat

aydinlik 12 saat karanlik periyodunun saglandigi bir ortamda muhafaza edilmislerdir.

Calismamizda kullanilan retinal arterler ise yetiskin erkek veya disi sigirlarin
gdzlerinden izole edilmistir. Gozler, Istanbul Biiyiiksehir Belediyesi’ne ait Mezbaha’da

yapilan veteriner kontroliinden ge¢mis giinliik sigir kesimlerinden elde edilmistir.

Deneyler I.U Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 24.09.2008 tarihli, 105

no’lu Etik Kurul kararina uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.2. Arag ve Gerecler

Dort kanalli myograf sistemi ( DMT & ADInstruments; Model 610M)

Kuyruktan Kan Basmct Olgiim  Sistemi  (NIBP) (Tail-cuff)
(ADInstruments; Model ML125/R)

% 95 O, + CO; igeren gaz karisimi tlipli

Otomatik mikropipet ve Eppendorf tiip
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Cerrahi makas ve pens

40 pm capinda paslanmaz celik tel

Vorteks (Velp Scientifica)

Petri kutusu

Diseksiyon mikroskobu (Zeiss 2000)

Soguk 151k kaynagi (Schott)

Termostatli su banyosu (Thermomiks)

Lateks membran (Tail-cuff i¢in) (ADInstruments)
Hayvan sabitleyicisi (Restrainer) (ADInstruments)
Santrifiij (3000 devir/dk) (Ettich)

Elektronik Terazi (Sartorius)

Elektronik Hassas Terazi (Sartorius)

Derin dondurucu (-20 °C) (Electrolux)

Isik mikroskobu (Leica)

Image Pro-Plus fotograflama sistemi

Mikrotom (Leica RM 2125 RT)

Bilgisayar ve yazici

“ADInstruments Powerlab Chart5 for Windows” yazilim programi

“ADInstruments Powerlab DMT Normalization v1 for Windows”

yazilim programi
“ADInstruments Powerlab NIBP LabChart6” yazilim programi

GraphPad Prism 5 yazilim programi
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Hazirlamislari

N-Nitro-L-arginin metil ester hidrokloriir (L-NAME; Sigma): Non-selektif NOS
enzim inhibitdrii. NO sentezini inhibe ederek deneysel hipertansiyon olusturmak i¢in

kullanilmastir.

Sicanlarin igme sularina her giin 60 mg/kg dozunda (0.5 - 0.6 mg/mL) eklenmistir. Her

giin taze olarak hazirlanarak uygulanmistir.

Prostaglandin F,, (Pfizer; Dinolytic): Vazokonstriktor ajan.

10™*M olan stok ¢dzeltisi ve bu stoktan hazirlanan diliisyonlar kullanilmustir.
Noradrenalin (Sigma): Vazokonstriktor ajan. Preparatlarin standardizasyonu i¢in ,
10*M konsantrasyonda ve 120 mM KCl ile birlikte kullanilmustir.

Stok ¢ozeltisi 10*M olarak 0,001N HCI igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Maddenin
stabilizasyonunun saglanmasi amactyla hazirlama esnasinda 1 mg/ml oraninda askorbik

asit (Merck) ilave edilmistir. Stok ¢6zeltisi ve diliisyonlar 1siktan korunmustur.
KCl (Merck): Kastirici ajan.

Stok ¢ozeltisi 10°M olarak distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

Asetilkolin HCI (Sigma): Endotel bagimli gevsetici ajan.

Stok ¢ozeltisi 10™*M olarak 0,001N HCl igerisinde ¢oziilerek hazirlanmustir.
Sodyum nitroprusiyat (Sigma): Diiz kas gevsetici ajan, nitrovazodilator.

Stok ¢ozeltisi 10*M olarak distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir. Stok ¢ozeltisi ve

diliisyonlar 1s1iktan korunmustur.

(R)-(+)-trans-N-(4-pyridinyl)-4-(1-aminoethyl)cyclohexanecarboxamide
dihydrochloride (Y-27632; Tocris): Selektif Rho-kinaz enzim inhibitorii.

Stok ¢ozeltisi 10*M olarak distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir.
Formaldehit (Merck): Histolojik inceleme i¢in doku tespit edici.

%37’1ik formaldehid distile su ile %10’luk ¢ozeltisine seyreltilmistir.
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Hemotoksilen-Eozin: Dokularin 151k mikroskobunda incelenmesi amaciyla boyama

maddesi olarak kullanilmustir.

Rabbit anti eNOS antikoru (eNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1711-P): Antikor
sulandiricisinda (Lab Vision, TA-125-UD) 1:100 oraninda sulandirilarak dokularin

immiinohistokimyasal olarak eNOS dagilimlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Rabbit anti iNOS antikoru (iNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1605-P): Antikor
sulandiricisinda (Lab Vision, TA-125-UD) 1:100 oraninda sulandirilarak dokularin

immiinohistokimyasal olarak iNOS dagilimlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
Ketamin (Richter Pharma AG, Ketasol): Anestezik ajan.

%10’luk enjeksiyonluk soliisyonu kullanilmistir. Siganlara 50 mg/kg dozda ksilazin ile

kombine edilerek i.p. olarak uygulanmustir.
Ksilazin (Bayer, Rompun): Anestezik ajan.

%?2’lik enjeksiyonluk soliisyonu kullanilmigtir. Sicanlara 10 mg/kg dozda ketamin ile

kombine edilerek i.p. olarak uygulanmstir.

Deneylerde kullanilan ila¢ soliisyonlar1 derin dondurucuda muhafaza edilen
stoklardan Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi ile diliie edilerek her giin taze olarak
hazirlanmistir. Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisinin igerigi su sekildedir: (NaCl: 135
mM, KCI: 5 mM, NaHCOs: 20 mM, Glukoz: 10 mM, CaCl,: 2.5 mM, MgS0O,.7H,0:
1.3 mM, KH,PO4: 1.2 mM, EDTA: 0.026 mM).

3.4. Yontem

Calismalar izole sigan karotid ve mezenterik arteri ile sigir retinal arterinde
yiriitiilmiis ve bu damarlarda hipertansif ve kontrol (normal) si¢anlardan izole edilen

retina dokusunun etkisi incelenmistir.
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3.4.1. Sicanlarda Hipertansiyon Olusturulmasi ve Takibi

(Calismamizda kontrol ve hipertansif olmak iizere iki gruba ayrilmig Wistar
Albino erkek sicanlar (200-250 g) kullanilmistir. Hipertansif gruptaki siganlarin igme
sularina her giin taze olarak hazirlanmak suretiyle, 60 mg/kg dozunda (0.5 - 0.6 mg/mL)
non-selektif NOS enzim inhibitérii L-NAME eklenmis ve bu isleme 6 hafta boyunca
devam edilmistir (Ribeiro ve ark. 1992). Hayvanlarin giinliik su tliketimi, daha once
yiiriitiilen 6n ¢aligmaya gore, her giin takip edilerek bir sigcan i¢in 25-30 ml / giin olarak
tespit edilmis ve verilmesi gereken dozda L-NAME’in suya eklenecek olan miktart bu
tikketime gore belirlenmistir. Kontrol grubundaki siganlara ise igme suyu olarak sadece

¢esme suyu verilmistir.

Kontrol ve hipertansif gruplardaki hayvanlarin viicut agirliklar ve sistolik kan
basinglar1 haftada bir yapilan 6l¢timler ile 6 hafta boyunca takip edilmistir. Sistolik kan

basincinin 6lgiimiinde kuyruk-mangon yontemi (tail-cuff) kullanilmistir.

Deney siiresi ve takibi boyunca hayvanlarin yasam kosullarina dikkat edilmis
ve bu silire i¢cinde hayvanlarda meydana gelen komplikasyonlar ve degisiklikler

izlenmistir.

3.4.2. Dokularin Fonksiyonel Calismalar Icin Hazirlanmasi

3.4.2.1. Sican Karotid ve Mezenterik Arteri ile Sigir Retinal Arterinin izolasyonu

6. haftanin sonunda deneye alinan hipertansif ve kontrol grubu sig¢anlarin
Ketamin (50 mg/kg) + Ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda, boyun bdlgeleri agilarak
karotid arterleri ve karmn bolgeleri acilarak mezenterik arterleri izole edilmistir. izole

edilen arterler Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi igeren petri kutularina alinmistir.
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Retinal arterler ise veteriner kontroliinde yeni kesilmis erkek veya disi
sigirlardan alinan gozlerden izole edilmistir. Mezbahadan alinan sigir gozleri soguk ve
kismen buzlu Krebs-Ringer bikarbonat ¢dzeltisi iceren bir tasima kabi ile hizla
laboratuvara tasinmustir. Gozler, ekstraokiiler kaslari ve bag dokularindan
temizlendikten sonra korneal bolgenin gerisinden kesilerek ikiye ayrilmistir. Anterior
kisim atildiktan sonra, geri kalan i¢i vitrdz hiimor dolu kisim bir petri kutusuna
alinmistir. Retinaya zarar vermeden dikkatle vitr6z hiimor akitilarak retinadan
uzaklagtirnllmigtir. Petri kutusu icerisinde ve diseksiyon mikroskobu altinda merkezi

retinal arter izole edilmistir.

Izole edilen karotid, mezenterik ve retinal arterler diseksiyon mikroskobu
altinda ¢evre dokulardan temizlenmis ve her bir damar dokusundan myograf sisteminin
doku tutucular1 arasimna girecek uzunlukta preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan
preparatlarin her biri 40 um capinda iki paslanmaz celik telden gegirilmek suretiyle
myografin doku tutucular1 arasina yerlestirilmistir. Bu tellerden biri giic duyarh (force
displacement) transdiisere, digeri ise mikrometreye fikse edilmistir. Uygulanan deney
protokoliine gore karotid, mezenterik ve retinal arterlerde yapilan ¢aligmalar paralel

olarak gerceklestirilmistir.

3.4.2.2. Sican Retina Dokusunun izolasyonu

6. haftanin sonunda hipertansif ve kontrol grubu sicanlarin anestezi altinda goz
kiireleri izole edilerek Krebs-Ringer bikarbonat ¢dzeltisi igeren petri kutusuna
alimmistir. Retinal doku mikroskop altinda bir pens yardimi ile dokuya hasar vermeden
dikkatle ayrilmustir. Izole edilen retina dokusu deney siiresince oksijenlenmis Krebs-

Ringer bikarbonat ¢6zeltisi i¢erisinde muhafaza edilmistir.
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3.4.2.3. Arterlerin Standardizasyonu

Krebs-Ringer bikarbonat c¢ozeltisi igeren myograf sistemine yerlestirilen
damarlar %95 O, + %5 CO, gaz karisimi ile havalandirilmig ve 37 °C’de bir saat
stireyle dengelenmeye birakilmistir. Dengelenme siiresi boyunca Krebs-Ringer
bikarbonat ¢ozeltisi her 10 dakikada bir degistirilmistir. Dengelenme siiresinin ardindan
mezenterik ve retinal arterler i¢in normalizasyon islemi gerceklestirilmistir.
Normalizasyon iglemi esnasinda mezenterik ve retinal arterlere uygulanan gerim
kademeli olarak arttirilmis ve pasif damar duvar gerimi-i¢ ¢evre iliskisi ¢alisilmigtir.
Boylece normal fizyolojik kosullarda, tamamen gevsemis damarin iginden gecen kanin
duvara yaptig1 basincin (transmural basing; 13,3 kPa [100 mm-Hg], %90’ ma karsilik
gelen i¢ ¢evre belirlenerek mezenterik ve retinal arterlerin gerimi mikrometre yardimi
ile bu diizeye getirilmistir (Mulvany ve Halpern 1977). Karotid arterlere ise 0,5 g
(4,905 mN)’lik 6n gerim uygulanmistir (Boussery ve ark. 2002b). Uygun 6n gerime
getirilen bu arterler 30 dakika siireyle tekrar dengelenmeye birakilmistir ve ardindan
20’ser dakika ara ile iki defa potasyum kloriir (KCI; 120 mM) ve noradrenalin (NA;
10* M) kombinasyonu (NAK) ile kastirilarak standardize edilmistir.

3.4.3. Fonksiyonel Calismalar

3.4.3.1. izole Arterlerde Endotel ve Diiz Kas Aracth Gevseme Yanitlarinin
Belirlenmesi

Izole sigan karotid, mezenterik ve retinal arterlerinde endotel fonksiyonunun
belirlenmesi amaci ile prostaglandin Fa, ( PGF, 10°M — 3x10°M) ile prekontrakte
edilen arterlere kiimiilatif olarak asetilkolin (Ach; 10™'°M — 10"*M) uygulanmustir.

Izole sican karotid, mezenterik ve retinal arterlerinde diiz kas gevseme

kapasitelerinin belirlenmesi amaci ile prostaglandin F, (10°M — 3x10°M) ile



54

prekontrakte edilen arterlere kiimiilatif olarak sodyum nitroprusiyat (SNP; 107'°M —
10*M) uygulanmuistir.

Hipertansif siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde elde edilen
endotel ve diiz kas gevseme yanitlart kontrol (normal) si¢anlarin izole karotid ve

mezenterik arterlerinde elde edilen yanitlar ile karsilastirilmistir.

3.4.3.2. izole Arterlerde Kastiric1 Ajana Karsi Reaktivitenin Belirlenmesi

Hipertansif ve kontrol sicanlardan izole edilen arterlerde vazokonstriktor
ajanlara kars1 reaktivitenin belirlenmesi amaci ile, izole sican karotid ve mezenterik
arterlerine prostaglandin F,, (10°M — 10*M) ve KCI (10 mM -100 mM) kiimiilatif

olarak uygulanmis ve konsantrasyon-yanit egrileri elde edilmistir.

Hipertansif siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde
prostaglandin F,, ve KCl ile elde edilen kasilma yanitlar1 kontrol si¢anlarin izole karotid

ve mezenterik arterlerinde elde edilen kasilma yanitlari ile karsilagtirilmastir.

3.4.3.3. izole Arterlerde Sican Retinasimin Etkisinin Incelenmesi

Retinaya bagli yanitlar, prostaglandin Fa, (10°M — 3x10°M) ve KCI1 (120 mM)
ile prekontrakte edilen sigir retinal, sigan karotid ve mezenterik arterleri {izerine sigan

retina dokusunun yerlestirilmesi suretiyle incelenmistir (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1: izole arter iizerine retina dokusu yerlestirilmesinin sematik gosterimi

(Delaey ve Van de Voorde. Circ Res. 1998’ten uyarlanmustir)

Hipertansif siganlardan izole edilen retinal dokunun etkisi, prostaglandin F;,
veya KCl ile prekontrakte edilmis hipertansif sigan karotid ve mezenterik arterlerinde
paralel olarak ¢alisilmistir. Hipertansif sican retinasinin hipertansif karotid ve
mezenterik arterlerinde gosterdigi yanitlar, normal (kontrol) sicanlarin retina dokusunun

kontrol karotid ve mezenterik arterler {izerinde gosterdigi yanitlar ile karsilastirilmistir.

Bununla birlikte, hipertansif retina dokusunun etkisi kontrol karotid ve
mezenterik arterlerde , normal (kontrol) retina dokusu ile paralel olarak incelenmis,

boylece ayni kontrol dokuda hipertansif ve normal retinanin etkisi karsilastirilmistir.

Benzer sekilde, normal (kontrol) retina dokusunun etkisi hipertansif karotid ve
mezenterik arterlerde, hipertansif retina dokusu ile paralel olarak incelenmistir. Boylece

ayn1 hipertansif dokuda hipertansif ve normal retinanin etkisi karsilagtirilmistir.
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Ayrica, hipertansif ve normal siganlardan izole edilen retina dokusunun etkisi

prostaglandin F,, ile prekontrakte edilen sigir retinal arterinde de arastirilmistir.

3.4.3.4.izole Karotid ve Mezenterik Arterlerinde Rho-kinaz Yolagi Aracili
Gevseme Yamitlarinin incelenmesi

Retina kaynakli gevsetici etkinin mekanizmasinin Rho-kinaz yolag: ile olasi
iligkisini incelemek amaciyla Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin hipertansif ve normal
siganlarin izole karotid ve mezenterik arterlerindeki etkisinin, retina kaynakli gevsetici
etki ile karsilastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, prostaglandin Fy, (10°M — 3x10°M)
ile prekontrakte edilen arterlere kiimilatif olarak Y-27632 (10'°M - 10°M)

uygulanmistir.

Hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632 ile elde edilen gevseme yanitlart normal (kontrol) siganlarin izole

karotid ve mezenterik arterlerinde elde edilen yanitlar ile karsilagtirilmigtir.

3.4.4. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal incelemeler

Fonksiyonel calismalara paralel olarak, hipertansif ve kontrol siganlardan izole
edilen damarlar ve retina dokusunda histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler yapilmustir. Izole edilen dokulardan alinan &rnekler uygun takip ve boyama
islemlerinden sonra 11tk mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirilmis ve

immiinohistokimyasal yontem ile eNOS ve iNOS dagilimlar1 incelenmistir.

Isik mikroskobu ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in retina dokusu ile
karotid ve mezenterik arterler %10’luk notral formalinde tespit edildikten 24 saat sonra,
%70’lik alkole alinmustir. Daha sonra yiikselen alkol serilerinden gegirilerek ksilolde

saydamlastirilan dokular 58 °C’lik parafine gomiilmiistiir. Parafin bloklardan mikrotom
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araciligi ile 4 um kalinhiginda kesitler alinmistir. Bu kesitler Hematoksilen-Eozin ile
boyanarak 151k mikroskobunda incelenmis ve Image Pro-Plus sistemi araciligi ile

fotograflanmistir.

Immiinohistokimyasal incelemeler i¢in ise bu kesitler bir gece 56 °C’de
tutulduktan sonra, ksilol ve alkol serilerinden gecirilerek suya kadar getirilmistir. Sitrat
tamponu (pH 6.0) igerisinde mikrodalgada 700 Watt’da 10 dakika tutulduktan sonra, 20
dakika oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Soguma islemini takiben distile suya
alinan kesitlerin etrafi, pap pen ile isaretlenmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi i¢in,
%3 H,0, (Lab vision, TA-060-HP) ile 10 dakika oda sicakliginda tutulmustur. Kesitler,
distile sudan gecirildikten sonra her basamakta ii¢ defa olacak sekilde fosfat
tamponunda (PBS) 15 dakika yikanmistir. Yikamadan sonra kesitlere, oda sicakliginda
5 dakika Pre-blocking soliisyonu (Golden Bridge, D01-110) uygulanmistir. Daha sonra
kesitler, rabbit anti eNOS (1:100) (eNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1711-P) ve iNOS
(1:100) (iNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1605-P) antikorlari ile bir gece buzdolabinda
+4 °C’de inkiibe edilmistir (Antikorlar, antikor sulandiricisinda (Lab vision,
TA-125-UD) 1:100 oraninda sulandirilmistir). Kesitler, PBS’de yikandiktan sonra
biotinlenmis goat anti-rabbit (Golden Bridge, D01-110) ile oda sicakliginda 30 dakika
birakilmistir. PBS ile yikanan kesitlere, 30 dakika streptavidin peroxidase label reagent
(Golden Bridge, D01-110) uygulanmis ve ardindan kesitler PBS ile yikanmigtir. Bes
dakika AEC (Golden Bridge, CO0-12) inkiibasyonu ile renkli reaksiyon {iriinii
saglanmistir. Kontrol olarak kabul edilen kesitlere PBS uygulanmistir. Kesitler distile su
ile yikandiktan sonra, Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilmis ve gliserol jelatin ile
kapatilmistir (McNaughton ve ark. 2002). Hazirlanan preparatlar Leica 151k mikroskobu

ile incelenerek, Image Pro-Plus sistemi aracilig1 ile fotograflanmustir.

3.4.5. istatistiksel Analiz

Veriler “ortalama + standart hata” seklinde gosterilmistir. Deney gruplarinda
belirtilen “n”, hayvan sayisin1 ya da farkli hayvanlardan izole edilerek calisilan arter

veya retina sayisini  gostermektedir. Kasilma yanitlar1 “mN/mm”, prekontrakte
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arterlerde retina dokusuna bagl olarak gdriilen gevseme yanitlar1 ise prekontraksiyona
gore “%” cinsinden verilmistir. E.s; arterlerde kastirici ajanlarla elde edilen
maksimum kasilma yanitlarini ve ayrica retina dokusu, asetilkolin, sodyum nitroprusiyat
ve Y-27632 ile olusan maksimum gevseme yanitlarinit géstermektedir. pD,. maksimum
yanitin (kasilma veya gevseme) %50’sini olusturan konsantrasyonun, yani ECsy’nin (-)

logaritmasini ifade etmektedir.

Deney sonuclarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Student’s t-testi
(gruplar aras1 farkin anlamlilik testi) ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
sonrasinda Tukey Kramer’in c¢oklu karsilastirmalar testi kullanilmistir. “p” degeri

0,05’ten kiiciik olan karsilastirmalar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fonksiyonel Bulgular

4.1.1. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin Agirhik ve Sistolik Kan Basinci Diizeyleri

Kontrol ve hipertansif grup si¢anlarin agirliklari, normal igme suyu veya
L-NAME (60 mg/kg) katilan i¢cme suyu uygulamasindan sonraki 6 hafta siiresince
izlendiginde elde edilen veriler, hipertansif hayvanlarin agirliklarinda 4.haftadan
itibaren kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugunu

gostermistir (Sekil 4-1).

400-

-e- Kontrol
o) 300- -# Hipertansif

Agirhk (

200+

100 T

Zaman (hafta)

Sekil 4-1: Kontrol ve hipertansif grup sicanlarin agirhiklar:

- p< 0,001, - p<0,0001 kontrol ile karsilagtirildiginda, n= 12-18.
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Kontrol ve hipertansif grup si¢anlarin sistolik kan basinglari, normal igme suyu
ve L-NAME (60 mg/kg) igeren igme suyu uygulamasindan sonraki 6 hafta siiresince her
hafta kuyruk-manson (tail-cuff) yontemi ile oSlgiiliip degerlendirildiginde; hipertansif
hayvanlardaki sistolik kan basinci diizeylerinin 1. haftadan itibaren kontrol gurubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigr gozlenmistir (Sekil 4-2). 6. haftanin
sonunda kontrol ve hipertansif siganlarda elde edilen maksimum sistolik kan basinci
degerleri sirastyla 77.91+1.62 mmHg (n=18) ve 147.01+4.59 mmHg (n=12) ‘dir
(p<0,0001).

Bazi hipertansif hayvanlarda artan kan basincinin yanisira ekstremitelerde
zayiflik, g6z ve burunda kanama, kilo kaybi, solunum zorlugu gibi felg benzeri

semptomlar gézlenmistir.

2001
== Kontrol

* * % -8~ Hipertansif

Sistolik Kan Basinci

Zaman (hafta)

Sekil 4-2: Kontrol ve hipertansif grup sicanlarin sistolik kan basinci diizeyleri

* p<0,0001, kontrol ile karsilastirldiginda, n= 12-18.

Kontrol ve hipertansif siganlarin 6. haftanin sonunda sistolik kan basinglarina
ait kuyruk-manson (tail-cuff) yontemi ile 6l¢iilen trase 6rnekleri asagida gosterilmistir.

Kan basincindaki yiikselmeye paralel olarak mangonun sisirilmesi ve bosaltilmasi
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arasindaki sikigtirma (basing) siiresinin hipertansif hayvanda kontrole gore azaldigi

goriilmektedir (Sekil 4-3).

A. Kontrol

[=]-1,58 m¥ @

[*]es.20mmba @

B. Hipertansif

[=] 2,30 mv (7]

[*]152,30mmHg &

Sekil 4-3: Kuyruk-manson yontemi ile kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlara ait sistolik
kan basinci dl¢iimiinii gosteren trase érnekleri
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4.1.2. izole Karotid ve Mezenterik Arterlerin Endotel ve Diiz Kas Aracili Gevseme
Yanitlan

4.1.2.1. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin izole Karotid ve Mezenterik
Arterlerinde Asetilkolin’in Gevsetici Etkisi

Kontrol ve hipertansif sicanlarin prostaglandin F,, (10°M - 3x10°M) ile
prekontrakte edilen izole karotid ve mezenterik arterleri iizerine kiimiilatif olarak
asetilkolin (10"°M-10"*M) uygulanmasi konsantrasyon bagimli gevseme yamtlari

olusturmustur (Sekil 4-4).

Hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde
asetilkolin ile elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli dlizeyde azalma gostermistir. Ayrica, hipertansif sicanlarin mezenterik
arterlerinde asetilkolinin yiiksek konsantrasyonlarnm (10°M ve 107*M) genellikle

kasilmaya neden oldugu gozlenmistir (Sekil 4-4).

Asetilkolinin pD, degerleri kiyaslandiginda ise, her iki arterde de hipertansif
grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir. Kontrol ve
hipertansif arterlerde prostaglandin F,, ile olusturulan prekontraksiyon diizeyleri
karsilagtirildiginda karotid arterde hipertansif grupta kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma go6zlenirken mezenterik arterde, hipertansif ve kontrol grup arasinda

anlamli bir fark goériilmemistir (Tablo 4-1).
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Sekil 4-4: PGF,, (10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis kontrol ve hipertansif
sicanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde asetilkolinin konsantrasyon bagimh gevsetici
etkisi

*p<0,05, ***p<0,0001 kontrol ile karsilagtirildiginda, n=9-18.
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Tablo 4-1: Kontrol ve hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik
arterlerinde asetilkolinin Epygkg ve pD2 degerleri

Asetilkolin
Prekontraksiyon Emaks pD2 n
(mN/mm) (%)
Karotid Arter
Kontrol 3,11+0,14 71,69+4,23 4,58+0,08 18
Hipertansif 243024 38,6543.73 517017 12
Mezenterik Arter
Kontrol 1,94+0,27 95,66+1,44 6,72+0,07 13
Hipertansif 2,4240,51 4596+8,62  8,04£035"° 9

pD7: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log EC5().

Emaks :Maksimum gevseme yanit1.

n : izole arter sayist.

*p<0,05, “p<0,001, ““p<0,0001: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
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4.1.2.2. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin Izole Karotid ve Mezenterik
Arterlerinde Sodyum Nitroprusiyat’in Gevsetici Etkisi

Kontrol ve hipertansif siganlarin prostaglandin F», (10°M - 3x10°M) ile
prekontrakte edilen izole karotid ve mezenterik arterleri lizerine kiimiilatif olarak
sodyum nitroprusiyat (10"°M - 10*M) uygulanmasi konsantrasyon bagimlh gevseme
yanitlart olusturmustur. Kontrol ve hipertansif siganlardan izole edilen karotid ve
mezenterik arterlerinde sodyum nitroprusiyat’in maksimum gevsetici etkisi istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik géstermemistir (Sekil 4-5).

Sodyum nitroprusiyatin pD, degerleri kiyaslandiginda ise, karotid arterdeki pD,
degerlerinin hipertansif grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek
oldugu goézlenmistir. Buna karsin, mezenterik arterde her iki grubun pD, degerleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir. Kontrol ve hipertansif arterlerde
prostaglandin F,, ile olusturulan prekontraksiyon diizeyleri karsilastirildiginda karotid
arterde hipertansif grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenirken mezenterik arterde, hipertansif ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

saptanmamustir (Tablo 4-2).
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Sekil 4-5: PGF,, (10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis kontrol ve hipertansif
sicanlarin karotid ve mezenterik arterleri iizerinde sodyum nitroprusiyatin konsantrasyon
bagimh gevsetici etkisi

p>0,05, kontrol ile karsilastirildiginda, n=7-15
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Tablo 4-2: Kontrol ve hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik

arterlerinde sodyum nitroprusiyatin Epaks ve pD2 degerleri

Sodyum Nitroprusiyat
Prekontraksiyon Emaks pD2 n
(mN/mm) (%)
Karotid Arter
Kontrol 3,21+0,18 95,03+1,48 6,83+0,05 15
Hipertansif 2,05£0,29 05724222 7,14+0,12° 8
Mezenterik Arter
Kontrol 1,45+0,15 94,58+2,06  7,83%0,09 8
Hipertansif 2,51+0,54 94,79£2,22  7,96+0,15 7

pD7: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (log EC5).

Emaks : Maksimum gevseme yanit.

n : {zole arter sayisi.

**p<0,001, ***p<0,0001: Kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliligi gostermektedir
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4.1.3. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin izole Karotid ve Mezenterik Arterinde
Prostaglandin F,,’min Kastiric1 Etkisi

Kontrol ve hipertansif siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterleri
{izerine prostaglandin Fy,’nin  (10°M-10*M) kiimiilatif olarak uygulanmasi
konsantrasyon bagimli kasilmalara neden olmustur. Mezenterik arterde prostaglandin
Fy’'nin diisiik konsantrasyonlarinin olusturdugu kasilma yanitlarinin hipertansif grupta
kontrole gore azaldig1 gozlenirken, maksimum kastirict etki kontrol ve hipertansif grup
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farklilik gostermemistir. Buna karsin, karotid
arterdeki maksimum kastirici etkinin hipertansif grupta kontrole gore istatistiksel olarak

anlaml diizeyde azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4-6, Tablo 4-3).

Prostaglandin F,,’nin karotid ve mezenterik arterlerdeki pD, degerleri ise
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemistir. Ayrica kontrol ve hipertansif
mezenterik arterlerin kasilma yanitlar1 ve pD, degerlerinin kontrol karotid arterlere gore

istatistiksel olarak daha diisiik diizeyde olduklar1 belirlenmistir (Tablo 4-3).
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Sekil 4-6: Kontrol ve hipertansif sicanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde PGF,,
(10°M - 10*M) ile elde edilen konsantrasyon yanit egrileri

*p<0,05, kontrol ile karsilastirildiginda, n=8-15.
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Tablo 4-3: Kontrol ve hipertansif sicanlarin izole karotid ve mezenterik arterlerinde
PGF,,’nin E ;s ve pD, degerleri.
Prostaglandin F,
E maks (MN/mm) pD: n

Karotid Arter

Kontrol 3,35 0,19 5,85 0,09 15

Hipertansif 2,40 0,29* 5,80 0,11 8
Mezenterik Arter

Kontrol 2,01 0,217 541 0,117 14

Hipertansif 2,01 0,22 5,32 0,11 9

pD;: Maksimum kasilma yanitinin %50°sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log ECs).

Epaks ¢ Maksimum kasilma yaniti.

n : izole arter sayist.

* p<0,05: Kontrolu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

#

p<0,05: Kontrol karotid arter ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farkliligi gostermektedir.
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4.1.4. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin izole Karotid ve Mezenterik Arterlerinde
KCP’nin Kastiric1 Etkisi

Kontrol ve hipertansif siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterleri
tizerine KCI'nin (10mM -100mM) kiimiilatif olarak uygulanmasi konsantrasyon bagimli
kasilmalara neden olmustur. Mezenterik arterde KCl’nin kastiric1 etkisi kontrol ve
hipertansif grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemistir. Buna
karsin, KCI’nin karotid arterdeki kastiric1 etkisi hipertansif grupta anlamli bir azalma

gostermektedir (Sekil 4-7, Tablo 4-4).

Ote yandan, KCI’nin karotid ve mezenterik arterlerdeki pD, degerlerinde,
hipertansif grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gorilmektedir.
Ayrica, kontrol ve hipertansif mezenterik arterlerin kasilma yanitlar1 ve pD, degerleri
acisindan kontrol ve hipertansif karotid arterlere gore istatistiksel olarak daha diisiik

diizeyde olduklar1 belirlenmistir (Tablo 4-4).
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Sekil 4-7: Kontrol ve hipertansif sicanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde KCI
(10 mM -100 mM) ile elde edilen konsantrasyon yanit egrileri

" p<0,05, ™ p<0,001, *** p<0,0001 kontrol ile karsilastrildiginda, n= 5-6.
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Tablo 4-4: Kontrol ve hipertansif sicanlarin izole karotid ve mezenterik arterlerinde
KCP’nin E,,\ ve pD, degerleri

KCl
Emaks (mN/mm) pD; n

Karotid Arter

Kontrol 2,65 0,15 30,01+0,36 6

Hipertansif 1,20 0,29 39,93 0,62 6
Mezenterik Arter

Kontrol 1,18 0,09 " 20,04+0,21 * 5

Hipertansif 1,10 0,05 29,830,184 5

pD,: Maksimum kasilma yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log ECs), mM olarak

verilmistir.
Epaks ¢ Maksimum kasilma yaniti.

n : izole arter sayist.

*

* p<0,001, ““p<0,0001 : Kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml farklihig1 gostermektedir.

# p<0,0001: Kontrol karotid arter ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhihig gstermektedir.

Pp<0,0001: Hipertansif karotid arter ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farkliligi géstermektedir.
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4.1.5. Retinanin Etkisi

4.1.5.1. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin Retinasinin Sican Karotid ve Mezenterik
Arterleri ile S1gir Retinal Arteri Uzerindeki Gevsetici Etkisi

Kontrol ve hipertansif siganlarin prostaglandin F,, (10°M - 3x10°M) ile
prekontrakte edilen izole karotid ve mezenterik arterleri iizerine sirasiyla, kontrol ve
hipertansif retina dokularimin yerlestirilmesi akut baslayan ve ozellikle mezenterik
arterde daha belirgin olmak iizere, bifazik karakter gosteren tam bir gevseme yanitina
neden olmustur. Hem kontrol hem de hipertansif grupta retinaya bagli gevseme
yanitlar, retina dokusu izole arterlerin iizerinden kaldirildiginda tamamen geriye
donmektedir ve tekrarlanabilir bir nitelik tagimaktadir. Ayrica, karotid ve mezenterik

arterlerinde retinanin gevsetici etkisi benzer diizeydedir (Sekil 4-8).

Hipertansif sicanlarin izole karotid ve mezenterik arterlerinde elde edilen retina
kaynakli gevseme yanitlar ilk faz, ikinci faz ve maksimum diizeyleri agisindan kontrol
grubu arterlerdeki retinal gevseme yanitlarindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemistir (Sekil 4-9). Hipertansif ve kontrol siganlarin izole karotid ve mezenterik
arterlerinde prostaglandin Fa, (10°M - 3x10°M) ile olusturulan prekontraksiyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Tablo 4-5).



A) Kontrol Karotid Arter
PGFy, (K)Retina + Retina -

3 dk

C) Kontrol Mezenterik Arter

PGF,, (K)Retina+ Retina -
| | |
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B) Hipertansif Karotid Arter

PGF,, (H)Retina + Retina -
| | |

D) Hipertansif Mezenterik Arter

Retina -

|
= -'—‘\ i
f‘ \

PGF,, (H)lRetina +
|

3 dk

Sekil 4-8: Kontrol ve hipertansif sicanlarin PGF,, (10'5M - 3x10‘5M) ile prekontrakte
edilmis karotid ve mezenterik arterlerinde sirasiyla, kontrol (K) ve hipertansif (H) retina

dokusunun gevsetici etkisi (orijinal trase).

(+) Retinanin yerlestirilmesini

(-) Retinanin kaldirilmasini gostermektedir.
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El Kontrol
Bl Hipertansif

Gevseme (%)

-100
Karotid Arter

Bl Kontrol
Bl Hipertansif

Mezenterik Arter

Sekil 4-9: Kontrol ve hipertansif sicanlarin PGF,, (10°M -3x10°M) ile prekontrakte

edilmis karotid ve mezenterik arterleri iizerine sirasiyla, kontrol ve hipertansif retinalarin
yerlestirilmesi sonucu elde edilen gevseme yanitlari

R1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
Enaxs-: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Epaks), % cinsinden degeri.

p>0,05, n=6-18.
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Tablo 4-5: Kontrol ve hipertansif sicanlarin izole karotid ve mezenterik arterlerinde
PGF,, (10°M - 3x10°M) ile elde edilen prekontraksiyon diizeyleri ve retina dokusuna

bagh olarak olusan maksimum gevseme yanitlar

Prekontraksiyon Retinal Gevseme

(mN/mm) Emaks. (%) n
Karotid Arter
Kontrol 2,90+0,12 81,08+2,72 18
Hipertansif 2,26+0,31" 78,79+4,10 11
Mezenterik Arter
Kontrol 1,85+0,23 89,42+1,55 18
Hipertansif 2,28+0,30 88,98+2,31 11

Emaks.: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Epaks) % cinsinden degeri.

n: Izole arter say1si

" p<0,05: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh farklilig gostermektedir.
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Ote yandan, hipertansif sicanlardan izole edilen retinal dokunun etkisi, kontrol
hayvanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde de incelenmis ve kontrol retinal doku ile

benzer diizeyde gevseme yanitina neden oldugu belirlenmistir.

Kontrol karotid arter: hipertansif retina: %79,21+3,84, n=11;

kontrol retina: %81,08+2,72, n=18, p>0,05.

Kontrol mezenterik arter: hipertansif retina: %89,98+3,02, n=9,

kontrol retina: %89,42+1,55, n=18, p>0,05.

Paralel olarak, kontrol siganlardan izole edilen retinal doku hipertansif
hayvanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde de incelenmis ve hipertansif retina ile

benzer diizeyde gevseme yanitina neden oldugu belirlenmistir.

Hipertansif karotid arter: kontrol retina: %76,64+5,83, n=8

hipertansif retina: %78,79+4,10, n=11, p>0,05.

Hipertansif mezenterik arter: kontrol retina: %093,57+£3,01, n=8

hipertansif retina: %88,98+2.31, n=11, p>0,05.
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Prostaglandin Fa, (3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arteri
tizerine hipertansif ve kontrol siganlardan izole edilmis retina dokularinin yerlestirilmesi
akut baslayan ve bifazik 6zellik gOsteren tam bir gevseme yanitina neden olmustur
(Sekil 4-10). Sigir retinal arteri lizerinde hipertansif sican retinasi ile elde edilen
maksimum gevseme yanitlart kontrol retina ile elde edilen yanitlardan istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemistir (Sekil 4-11, Tablo 4-6). Kontrol ve hipertansif
sican retinalarinin etkisinin incelendigi sigir retinal arterlerinde PGF,, ile olusturulan
prekontraksiyon diizeyleri benzerdir (Tablo 4-6). Ote yandan, izole sigir retinal
arterlerinde asetilkolin ve sodyum nitroprusiyat sirastyla 9%33.12+6.66 ve

% 45.314+4.49 diizeyinde maksimum gevsetici etki olusturmustur (n=8).

A) Sigir Retinal Arteri - B) Sigir Retinal Arteri -
Kontrol Sican Retinasi Hipertansif Sican Retinasi
PGFy, (K)Retina +  Retina - PGF,, (H)Retina + Retina -

!

e ,
‘A"'-AH \ﬁ ,‘ﬂ.‘.'"‘- ’
/ F
/
\\ ! g E
I“w""l\"“w W, / \
0,5 mN/mm v L‘w\m*. 095 mN/mm wud \-‘"“-‘*.‘___,J-x—._..-fn-“[
3 dk

3dk

Sekil 4-10: PGF2¢ (3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterinde kontrol

(K) ve hipertansif retina (H) dokusunun gevsetici etkisi (orijinal trase)

(+) Retinanin yerlestirilmesini

(-) Retinanin kaldirilmasini gostermektedir.
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El Kontrol
Bl Hipertansif

Gevseme (%)

Sigir Retinal Arteri

Sekil 4-11: PGF2¢ (3x10-5M) ile prekontrakte edilmis sigir retinal arteri iizerine kontrol
ve hipertansif sican retinalarin yerlestirilmesi sonucu elde edilen gevseme yanitlari

R1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.

Emaks.: Retinaya bagl olarak gériilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Epakg), % cinsinden degeri.

p>0,05, n=8-9.



81

Tablo 4-6: PGF,, (3x10°M) ile prekontrakte edilen sigir retinal arterinde kontrol

ve hipertansif sicanlarin retina dokusunun maksimum gevsetici etkisi

Prekontraksiyon Retinal Gevseme

(mN/mm) Emaks (%) n

Retinal Arter
Kontrol 1,22+0,17 98,16+1,30 8
Hipertansif 1,15+0,14 97,65+1,12 9

Emaks.: Retinaya bagli olarak gériilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Eyyaks) % cinsinden degeri.

n: Izole arter sayis1

p>0,05: Istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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Kontrol ve hipertansif sicanlarin retinasinin sigir retinal arterindeki gevsetici
etkisi sican mezenterik arterinde elde edilen gevsetici etki ile benzer diizeydedir. Sigan
retinasi ile karotid arterde elde edilen gevseme yanitlar ise retinal arterdeki gevseme

yanitlarina yakin diizeyde olmakla birlikte anlamli olarak daha diisiik bulunmustur

(Sekil 4-12).



&3

Kontrol Hipertansif

B Karotid Arter
B Mezenterik Arter
Bl Retinal Arter

Gevseme (%)

Sekil 4-12: PGF,, (10°M - 3x10'5M) ile prekontrakte edilen sigir retinal, sican karotid ve

sican mezenterik arterleri iizerinde kontrol ve hipertansif sicanlarin retinasinin
maksimum (E,x) gevsetici etkisi

Eakse: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Epakg), % cinsinden degeri.

# p<0,0001: Retinal arterdeki gevseme yiizdesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig
gostermektedir.

n=8-18.
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4.1.5.2. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin Retinasimin KCl ile Prekontrakte Edilen
Sican Karotid ve Mezenterik Arterleri Uzerindeki Gevsetici Etkisi

Kontrol ve hipertansif siganlarin KCI (120 mM) ile prekontrakte edilen izole
karotid ve mezenterik arterleri {izerine sirasiyla kontrol ve hipertansif retina dokularinin
yerlestirilmesi, prostaglandin F,, ile prekontrakte edilen arterlerdeki gevseme yanitina
gore, daha diisiik diizeyde ve monofazik karakterde bir gevseme yaniti olugturmustur
(Sekil 4-13). Kontrol ve hipertansif sicanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde
sirastyla, kontrol ve hipertansif retina dokular1 ile elde edilen maksimum gevseme
yanitlar1 benzer diizeydedir, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir
(Sekil 4-14). Ote yandan, izole karotid arterde KCI ile olusturulan prekontraksiyon
diizeyleri hipertansif grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gosterirken mezenterik arterde hipertansif ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 4-7).



A) Kontrol Karotid Arter

KCl (K)Retina + Retina -
| |
| | |
/_M" T
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C) Kontrol Mezenterik Arter

KCl (K)Retina+  Retina -
| | |
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B) Hipertansif Karotid Arter

KCl (H)Retina+  Retina -
| |
| | |
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D) Hipertansif Mezenterik Arter

KCl (H)Retina + Retina -
| | |

| o |
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\, 4
\\\.

-
H-w.mh_/

0,5 mN/mm
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Sekil 4-13: KClI (120mM) ile prekontrakte edilmis sican izole karotid ve mezenterik

arterlerinde kontrol (K) ve hipertansif (H) sicanlarin retina dokularmmin gevsetici etkisi

(orijinal trase).

(+) Retinanin yerlestirilmesini

(-) Retinanin kaldirilmasini gostermektedir.
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Sekil 4-14: Kontrol ve hipertansif sicanlarin KCI (120 mM) ile prekontrakte edilmis izole
karotid ve mezenterik arterleri iizerine sirasiyla kontrol ve hipertansif sican retinalarinin
yerlestirilmesi sonucu elde edilen gevseme yamtlar:

p>0,05, n=7-15.
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Tablo 4-7: Kontrol ve hipertansif sicanlarin izole karotid ve mezenterik arterlerinde KCI
(120 mM) ile elde edilen prekontraksiyon diizeyleri ve retina dokusuna bagh olarak olusan

maksimum gevseme yanitlari

KCl

Prekontraksiyon Retinal Gevseme

(mN/mm) Emaks. (%) n
Karotid Arter
Kontrol 2,21+0,17 27,77£2,97 13
Hipertansif 1 ,55i0,25* 27,22+4,62 7
Mezenterik Arter
Kontrol 1,04+0,10 33,21+2,20 15
Hipertansif 1,26+0,20 34,33+3,34 10

Emaks.: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Eaks) % cinsinden degeri.

n: Izole arter say1si

*p<0,05: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
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Ote yandan, hipertansif sicanlardan izole edilen retinal doku, KCI ile
prekontrakte edilen kontrol karotid ve mezenterik arterde, kontrol retinal doku ile

benzer diizeyde gevseme yanitina neden olmustur.

Kontrol karotid arter: hipertansif retina: %25,56+5,15, n=5;
kontrol retina: %27,77£2,97, n=13, p>0,05.
Kontrol mezenterik arter: hipertansif retina: %29,11+4,53, n=5,
kontrol retina: %33,21£2,20, n=15, p>0,05.

Paralel olarak, kontrol sicanlardan izole edilen retinal doku, KCl ile prekontrakte
edilen hipertansif karotid ve mezenterik arterde, hipertansif retina ile benzer diizeyde

gevseme olusturmustur.

Hipertansif karotid arter: kontrol retina: %28,06+4,99, n=5

hipertansif retina: %27,22+4,62, n=7, p>0,05.

Hipertansif mezenterik arter: kontrol retina: %41,43+7,00, n=7

hipertansif retina: %34,33+3,34, n=10, p>0,05.
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4.1.6. Kontrol ve Hipertansif Sicanlarin Izole Karotid ve Mezenterik Arterinde
Rho-kinaz Inhibitorii Y-27632’nin Gevsetici EtKisi

Kontrol ve hipertansif siganlarin prostaglandin F», (10°M - 3x10°M) ile
prekontrakte edilmis izole karotid ve mezenterik arterleri iizerine kiimiilatif olarak
Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin (107'°M - 10™*M) uygulanmas: konsantrasyon bagimli
gevseme yanitlari olusturmustur (Sekil 4-15).

Hipertansif siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde Y-27632
ile elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 kontrol grubun arterlerinde elde edilen
yanitlara gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemistir (Sekil 4-15). Buna
karsin, mezenterik arterde Y-27632’nin diisiik konsantrasyonlari ile elde edilen gevseme

yanitlarinin hipertansif grupta kontrole gore daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir.

Y-27632’nin pD, degerleri kiyaslandiginda, karotid ve mezenterik arterde
hipertansif ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Prostaglandin F,, ile olusturulan prekontraksiyon diizeylerinin
hipertansif grubun karotid arterinde kontrole gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu
gozlenirken, mezenterik arterde ise hipertansif ve kontrol grubu arasinda anlamli bir

fark goriilmemistir (Tablo 4-8).
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Sekil 4-15: Kontrol ve hipertansif sicanlarin PGF,, (10°M - 3x10°M) ile prekontrakte
edilmis izole karotid ve mezenterik arterleri iizerinde Y-27632’nin konsantrasyon bagiml
gevsetici etkisi

**p<0.001, kontrol ile karsilastirldiginda, n=8-10.
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Tablo 4-8: Kontrol ve hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik
arterlerinde Y-27632’nin Epaks ve pD2 degerleri

Y-27632
Prekontraksiyon Emaks pD2 n
(mN/mm) (%)
Karotid Arter
Kontrol 3.32+0,19 85,54+7,05 5,53+0,11 9
Hipertansif 2,134021  78,734#591  5,74+0,10 8
Mezenterik Arter
Kontrol 2,05+0,24 95,99+1,58  5,76+0,09 10
Hipertansif 1,54+0,29 96,91+1,16 5,99+0,31 8

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (log EC5().
Emaks : Maksimum gevseme yanit.

n : izole arter sayist.

""p<0,0001: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh farklilig gostermektedir.
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4.2. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal inceleme Sonuclari

4.2.1. Dokularin Isik Mikroskobunda Incelenmesi

Kontrol ve hipertansif hayvanlardan izole edilen retina dokularmin 1sik
mikroskobunda incelenmesiyle elde edilen bulgular sonucunda, kontrol retinanin
normal kalinlikta oldugu, koroid ve pigment epitelyum ile dis niikleer tabaka, comak
(rod) ve koni (kon) hiicre uzantilarinin goériinimiiniin normal, bunlarin altinda yer alan
hiicre govdelerinin yogun heterokromatin ¢ekirdekleriyle normal diizen ve biiyiikliikte
oldugu tespit edilmistir. Bu hiicre gévdelerinin altinda yer alan dis retikiiler tabaka ile i¢
niikleer tabaka amakrin, horizontal ve bipolar hiicrelerinin histolojik olarak normal
goriiniimde olduklar1 belirlenmistir. I¢ retikiiler tabaka ve biiyiik multipolar ndron
hiicrelerinin yer aldig1 i¢ niikleer tabakanin yap1 ve goriiniim agisindan normal olarak
belirlenmigtir. Hipertansiyon olusturulmus sicanlardan izole edilen retinalarda ise
histolojik olarak dig niikleer tabaka hiicreleri arasindaki baglantilarin yer yer azaldigi,
dis retikiiler tabaka normal diizende iken i¢ niikleer tabakada yer alan hiicrelerin niikleus
sekillerinde ve tabaka diizeninde farklilasmalar oldugu tespit edilmistir. I¢ retikiiler
tabaka normal diizende iken gangliyon hiicrelerin niikleuslarinin kiiciildiigli ve hiicre

uzantilarini yitirdigi belirlenmistir (Sekil 4-16).

Kontrol ve hipertansif gruplardan izole edilen karotid arterlerin 1s1k
mikroskobunda incelenmesiyle elde edilen bulgulara gore, kontrol karotid arterlerin
arter tabakalarinin normal yap1 ve diizen igerisinde oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik,
hipertansif karotid arterlerin tunika intima tabakalarindaki endotelde yer yer l6kositlerin
bulundugu, liimene yaptig1 ¢ikintilarin azaldigi belirlenmistir. Bunun yaninda, damar
duvart kalinliginin arttigi, tunika media’yr olusturan diiz kas hiicrelerinin normal
sekillerini yitirdigi ve atrofiye oldugu, niikleus boyutlarinin kiigiildiigii gozlenmistir.
Ayrica, tunika adventisya bag dokusu tabakasinin biitlinliigiinii yitirdigi tespit edilmistir

(Sekil 4-17).
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Kontrol ve hipertansif sicanlardan izole edilen mezenterik arterlerde kontrol
grubun arter tabakalarinin normal yap1 ve diizen igerisinde oldugu; hipertansif arterlerin
ise tunika intima tabakasinda ¢ok sayida lokosit bulundugu, tunika media diiz kas
hiicrelerinin  kismen atrofiye oldugu ve dolayisiyla niikleuslarinin  kiigiildigii

belirlenmistir (Sekil 4-18).
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A) Kontrol

Sekil 4-16 : Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen retina dokusunun 151k
mikroskobunda goriiniimii

gangliyonik hiicre tabakasi (—>), i¢ retikiiler tabaka (irt), i¢ niikleer tabaka (P), dis retikiiler tabaka (drt), dig
niikleer tabaka (A), pigment epitelyum (—), rod ve konlar (*) ile koroid tabakasi (K) n=6. Bar=50pum.
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A) Kontrol

B) Hipertansif

Sekil 4-17: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen karotid arterlerin
151k mikroskobunda goriiniimii

tunika intima (—), tunika media (A) ve tunika adventisya (*), 16kosit (®»)  n=6. Bar=50pum.
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A) Kontrol

B) Hipertansif

Sekil 4-18: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen mezenterik

arterlerin 151k mikroskobunda goriiniimii

tunika intima (—), tunika media (A) ve tunika adventisya (*), 16kosit (») n=6. Bar=50um.
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4.2.2. Dokularda immiinohistokimyasal Inceleme Sonuclar

Retina dokusunda yapilan immiinohistokimyasal inceleme sonucunda, kontrol
grubunda eNOS dagilimimi ifade eden eNOS reaksiyonunun koni hiicre uzantilarinda
yogun oldugu, buna karsin i¢ niikleer tabaka hiicreleri ve gangliyonik hiicrelerde orta
diizeyde oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, iNOS reaksiyonunun da koni hiicre
uzantilarinda daha fazla olmak iizere i¢ niikleer ve gangliyonik hiicrelerde yer aldigi
belirlenmistir. Hipertansif grupta ise, eNOS ve iNOS reaksiyonunun koni hiicre
uzantilarinda bulunmadigi, ilging olarak, comak hiicrelerinin hiicre uzantilarinda
yogunlastigr goriilmiistiir. Ayrica hem eNOS hem de iINOS dagilimmin i¢ niikleer
tabaka hiicreleri ile gangliyonik hiicrelerde kontrol grubuna gore ¢ok daha hafif diizeyde
yer aldiklar1 saptanmistir (Sekil 4-19 ve Sekil 4-22).

Karotid ve mezenterik arterde yapilan immiinohistokimyasal incelemeler
sonucunda ise, kontrol grubuna ait karotid ve mezenterik arterlerde eNOS
reaksiyonunun tunika intima tabakasindaki endotel hiicrelerinde belirgin oldugu, buna
karsin iNOS reaksiyonunun ise ¢ok diisiik diizeyde oldugu goézlenmistir. Hipertansif
grupta ise gerek eNOS gerekse iNOS reaksiyonun tunika intima tabakasindaki endotel
hiicrelerinde kontrole gére ¢cok daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4-20, Sekil 4-21,
Sekil 4-23 ve Sekil 4-24).



A) Kontrol

Sekil 4-19: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen retina dokularinda
eNOS dagilim

eNOS reaksiyonu (—) n=6. Bar=50pum.
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A) Kontrol

B) Hipertansif

Sekil 4-20: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen karotid arterlerde
eNOS dagilim

eNOS reaksiyonu (—) n=6. Bar=50pum.
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A) Kontrol

B) Hipertansif

Sekil 4-21: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen mezenterik
arterlerde eNOS dagilimi

eNOS reaksiyonu (—) n=6. Bar=50um.
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A) Kontrol

Sekil 4-22: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen retina dokularinda
iNOS dagilimi

iNOS reaksiyonu (—) n=6. Bar=50um
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A) Kontrol

B) Hipertansif

Sekil 4-23: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen karotid arterlerde
iNOS dagilim

iNOS reaksiyonu (—) n=6. Bar=50um.
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A) Kontrol

B) Hipertansif

Sekil 4-24: Kontrol (A) ve hipertansif (B) sicanlardan izole edilen mezenterik arterlerde
iNOS dagihim

iNOS reaksiyonu (—) n=6. Bar=50pum.
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5. TARTISMA

Retina kaynakli gevsetici faktér (RRF), retinadan saliverilen, retinal arterlerin
toniislinlin ve retinal kan akimimin diizenlenmesinde fizyolojik rolii oldugu diisiiniilen
yapisi, etki mekanizmasi ve patofizyolojik 6nemi heniiz aydinlatilmamis vazoaktif bir
maddedir. Calismamizda retinal sirkiilasyonu etkileyebilecek kardiyovaskiiler bir
hastalik olan hipertansiyonda, RRF’in etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda, NOS inhibitorii L-NAME ile deneysel hipertansiyon olusturulan siganlardan
izole edilen retinanin gevsetici etkisi, kontrol retina ile karsilagtirmali olarak, si¢an
karotid ve mezenterik arterleri ile sigir retinal arterinde incelenmistir. Ayrica, RRF
etkisinin incelendigi izole karotid ve mezenterik arterlerinde endotel ve diiz kas
fonksiyonlari, prostaglandin F,, ve KCI’ye kars1 reaktiviteleri ile Rho-kinaz inhibitorii
Y-27632’nin gevseme yanitlart da belirlenmistir. Fonksiyonel caligsmalara paralel
olarak, kontrol ve hipertansif hayvanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterler
ile retina dokularinda 151k mikroskobu ile histopatolojik incelemeler yapilmis ve

immiinohistokimyasal yontem ile eNOS ve iNOS dagilimlari belirlenmistir.

Deneysel hipertansiyon, Wistar albino siganlarda 6 hafta siireyle NOS inhibitorii
L-NAME (60 mg/kg)’in uygulanmasi ile olusturulmustur. Kontrol ve hipertansif
gruptaki hayvanlar 6 hafta boyunca agirliklar1 ve sistolik kan basinglar1 agisindan takip
edilmistir. Bu siirenin sonunda L-NAME uygulanan siganlarin sistolik kan
basinglarinin, kontrol (normal) grubu sicanlara kiyasla belirgin sekilde artis gosterdigi,
viicut agirliklarinda ise anlamli bir azalmanin olustugu belirlenmistir. Ayrica, bazi
hipertansif siganlarda ekstremitelerde zayiflik, g6z ve burunda kanama, solunum
zorlugu gibi felg benzeri komplikasyonlar gézlenmistir. Hipertansif siganlarda dlciilen
kan basinci diizeyi ve gozlenen diger degisiklikler deneysel hipertansiyon olusturmak
icin L-NAME’nin kullanildig1 diger ¢caligsmalarin bulgular ile paralellik gostermektedir
(Ribeiro ve ark. 1992, Zhao ve ark. 1999, Tucker ve ark. 2000, Priviero ve ark. 2007).
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NOS inhibitorlerinin igme suyuna katilarak en az 2-8 haftalik siire boyunca
sicanlara uygulandigi ve boylece NO sentezinin kronik olarak inhibe edildigi
caligmalarda, arteriyel kan basincinda belirgin bir yiikselmenin meydana geldigi ve
vaskiiler sistemde fonksiyonel ve yapisal degisikliklerin olustugu kaydedilmistir
(Riberio ve ark. 1992, Bernatova ve ark. 1999, Zhao ve ark. 1999, Pechanova ve ark.
2004, Thakali ve ark. 2006, Priviero ve ark. 2007, Simko ve ark. 2007). Ayrica, sistemik
arteriyel kan basincinin siirekli yiiksek olmasinin, yani kronik hipertansiyonun, hem
insanlarin (Hubbard ve ark. 1999, Delles ve ark. 2004) hem de deneysel hipertansif
hayvanlarin (Hacioglu ve ark. 2002, Hirose ve ark. 2004, Miyahara ve ark. 2006)
retinalarinda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden oldugu bildirilmektedir. Buna
gore, calismamizda yiiriitiilen 6 haftalik L-NAME uygulamasiin vaskiiler ve retinal
sistem tlizerinde hipertansiyona bagl degisiklikleri olusturmasi acisindan uygun oldugu

Ongorilmiistiir.

6 haftanin sonunda hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik
arterlerde, asetilkolin ile elde edilen gevseme yanitlarinin kontrol grubunun arterlerine
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
kontrol ve hipertansif siganlarin karotid ve mezenterik arterlerinde sodyum nitroprusiyat
ile elde edilen diiz kas gevseme yanitlarinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedigi goriilmiistiir. Elde edilen bu veriler, sicanlarda 6 hafta siireyle
olusturulan deneysel hipertansiyonda endotel disfonksiyonunun meydana geldigini,
buna karsilik endotelden bagimsiz diiz kas gevseme yanitlarinin degismedigini ortaya
koymakta ve bu sonuglar benzer bulgular iceren deneysel ¢alismalar ile paralellik
gostermektedir (Kimura ve ark. 1999, Zhao ve ark. 1999, Sekiguchi ve ark. 2001, Liu ve
ark. 2002). Ayn1 zamanda, kontrol sicanlarin mezenterik arterlerinde asetilkolinin
yiiksek konsantrasyonlarinda (10°M ve 10*M) elde edilen gevseme yanitlarinin
hipertansif siganlarin arterlerinde kasilmaya donmesi, endotel disfonksiyonunu
desteklemekte ve bu bulgu gerek spontan hipertansif gerekse L-NAME ile hipertansiyon
olusturulmus siganlarda yiiriitilen diger ¢alismalarin sonuglariyla uyumluluk
gostermektedir (Watt ve Thurston 1989, Vanhoutte ve Boulanger 1995, Sekiguchi ve
ark. 2001, Paulis ve ark. 2008).
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Calismamizda kontrol ve hipertansif sicanlardan izole edilen karotid ve
mezenterik arterlerinde spazmojen ajanlara karsi reaktivite de arastirilmis ve bu amagla
reseptor aracili bir agonist olan prostaglandin F,, ile reseptor aracisiz olarak etki eden
KCI'nin olusturdugu konsantrasyon bagimli kasilma yanitlar1 degerlendirilmistir.
Prostaglandin F;, ve KCI’'nin maksimum kastirici etkisi, mezenterik arterde kontrol ve
hipertansif gruplar arasinda anlamli bir farklilik gdstermemistir. Karotid arterde ise,
prostaglandin F,, ve KCI’ye bagli maksimum kasilma diizeylerinin hipertansif grupta
kontrole gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
prostaglandin F,, ve KCIl’e kars1 maksimum reaktivitenin hipertansif mezenterik arterde
kontrole gore degismedigini, karotid arterde ise azaldigini gdstermektedir. Arterlerin
spazmojen ajanlara kars1 duyarliligi ise pD, degerleri ile degerlendirilmistir. Hipertansif
grubun karotid ve mezenterik arterlerinde prostaglandin Fy,’nin pD, degerlerinin
kontrole gore farklilik gostermedigi ancak KCl’nin pD, degerlerinin hipertansif
arterlerde kontrole gore anlamli diizeyde arttigi gézlenmistir. Bu bulgular, hipertansif
siganlarin karotid ve mezenterik arterlerinde prostaglandin F,’ya karsi duyarliligin
degismedigini, buna karsin KCl’ye kars1t duyarliligin azaldigini gostermektedir.
Calismamizda hipertansif sicanlarin karotid arterinde kastirici ajanlara karsit duyarlilikta
veya maksimum yanitta elde edilen bu degisiklikler, L-NAME hipertansif (Lopez ve ark
2004, Thakali ve ark. 2006) ya da spontan hipertansif sicanlarda (Arribas ve ark. 1996,
Briones ve ark. 2002) vaskiiler reaktivitenin azaldigin1 gosteren diger caligmalarin
bulgular1 ile uyumluluk gostermektedir. Ayrica, mezenterik arterde gozlemledigimiz
gibi hipertansif hayvanlarin izole arterlerinde kastirici ajanlara karsi vaskiiler
reaktivitenin degismedigini destekleyen (Dohi ve ark. 1996, Heijenbrok ve ark. 2000)
ya da arttigin1 bildiren (Salomone ve ark. 1997, Heijenbrok ve ark. 2000) ¢aligmalar da
bulunmaktadir. Bu farkliligin sebebinin segilen hipertansiyon modeli, uygulanan deney

protokolii ve incelenen damar yatagi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizin ana hedefi, hipertansiyonun retina kaynakli gevsetici etkiyi ne
yonde etkileyeceginin aragtirilmasidir. Bu dogrultuda, endotel ve diiz kas gevseme
kapasiteleri ile vazokonstriktér ajanlara karsi reaktiviteleri belirlenen hipertansif ve

kontrol si¢anlarin izole arterlerinde retinanin etkisi karsilagtirilmigtir.
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Retinanin etkisi prostaglandin F», veya KCl ile kastirilan karotid ve mezenterik
arterler lizerine bir parga sigan retina dokusunun yerlestirilmesi ile degerlendirilmistir.
Paralel olarak, izole sigir retinal arterinde de hipertansif ve kontrol sican retinasinin
etkisi incelenmistir. Retinanin yerlestirilmesi, prostaglandin F,, ile kastirilan arterlerde
tama yakin bir gevseme yanitina neden olmustur. Gevsetici etki, retina dokusu
kaldirildiginda tamamen ve hizla geriye donmekte, tekrarlanabilir bir 6zellik
gostermektedir. Bu bulgular, retinal ve periferik arterlerde retinanin etkisinin
incelendigi diger ¢alismalarin sonuglartyla uyumluluk gostermekte ve RRF’in varligini
desteklemektedir (Delacy Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002a, Boussery ve
ark. 2002b, Takir ve ark. 2005, Agus ve ark. 2007). Ayrica, prostaglandin F,, ile
kastirilan arterlerde elde edilen retina kaynakli gevseme yanitinin, mezenterik ve retinal
arterde daha belirgin olmakla birlikte, genellikle bifazik karakter gosterdigi
gozlenmistir. Retina kaynakli gevseme yanitlarinin karotid ve mezenterik arterlerde
benzer diizeyde oldugu belirlenmistir. KCl ile kastirilan arterlerde ise retinaya baglh
olarak daha diisiik diizeyde ve monofazik karakterde bir gevseme yanit1 elde edilmistir.
Bu bulgular, Anabilim Dali’mizda yiiriitiilen 6nceki ¢alismalarin sonuglari ile paralellik

gostermektedir (Takir ve ark. 2005, Agus ve ark. 2007).

L-NAME ile hipertansiyon olusturulan siganlardan izole edilen retinanin,
prostaglandin F,, ile kastirilan hipertansif karotid ve mezenterik arterleri lizerindeki
etkisi incelendiginde; elde edilen retinal gevseme yanitlarinin, ilk faz, ikinci faz ve
maksimum ag¢isindan, kontrol (normal) sigan retinasinin kontrol arterlerindeki gevseme
yanitlarindan farklilik géstermedigi belirlenmistir. Ayrica, hipertansif sican retinasinin
kontrol arterler lizerindeki gevsetici etkisinin ve paralel olarak, kontrol sican retinasinin
hipertansif arterler {izerindeki gevsetici etkisinin de benzer oldugu belirlenmistir. Bunun
yanisira, prostaglandin F, ile kastirilan sigir retinal arterlerinde paralel olarak incelenen
hipertansif ve kontrol sican retinasinin gevsetici etkisinin de benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.
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Ote yandan, KClI ile kastirilan karotid ve mezenterik arterlerinde de hipertansif
ve kontrol sicanlarin retinasi ile uyumlu sonuglar elde edilmis ve retinal gevsetici

etkinin hipertansif ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik gostermedigi belirlenmistir.

Elde edilen bu bulgular, retina kaynakli gevsetici etkinin gerek retinal gerekse
periferal (karotid ve mezenterik) arterlerde, hipertansiyon varliginda degisiklik
gostermedigini ortaya koymaktadir. Hipertansif hayvanlarin izole arterlerinde azalan
endotel fonksiyonuna ragmen retinanin korunan gevsetici etkisi RRF’in arter toniisiiniin
diizenlenmesinde  dengeleyici  (kompensatuvar)  bir  roliinlin  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Hipertansiyona bagli olarak endotel disfonksiyonun gelistigi ve
vaskiiler reaktivitenin bozuldugu bir durumda retinanin gevsetici etkinliginde herhangi
bir degisikligin belirlenmemesi, RRF’in saliverildigi retinal hiicrelerin yapisinin veya
RRF’in vaskiiler diiz kas1 gevsetici etki mekanizmasinin hipertansiyon ile indiiklenen

patofizyolojik olaylardan etkilenmemesi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Vaskiiler diiz kasin kasilmasinda miyozin hafif zincirinin (MHZ) fosforilasyonu
onemli bir basamagi olusturmaktadir. MHZ nin fosforilasyonu ise MHZ kinaz ve MHZ
fosfatazin (miyozin fosfataz) aktiviteleri tarafindan diizenlenmektedir. Buna gore,
miyozin fosfatazin inhibisyonu, MHZ fosforilasyonunda ve dolayisi ile vaskiiler diiz
kasin kasilmasinda artisa neden olmaktadir. Bu durum kalsiyum duyarlilastirilmasi
olarak tanimlanmakta ve Rho-Rho kinaz yolagi aktivitesinin miyozin fosfatazin
inhibisyonu aracilig1 ile Ca™ duyarlilastirilmasinda rol oynadig: belirtilmektedir (Webb
2003). Yapilan c¢alismalar dogrultusunda, vaskiiler diiz kasta artan Rho-kinaz
aktivitesinin hipertansiyonun patofizyolojisinde ve hipertansif retinopatide rol
oynayabilecegi ileri siiriilmektedir (Uehata ve ark. 1997, Okamura ve ark. 2007).
Destekleyici olarak, spontan hipertansif ve L-NAME ile hipertansiyon olusturulan
siganlarin kalp dokusu ve damar yataginda Rho-Rho kinaz yolag1 aktivitesinin arttigi
bildirilmektedir (Seasholtz ve ark. 2001, Kataoka ve ark. 2002). Ayrica, Rho-kinaz
yolaginin spesifik inhibitorii Y-27632’nin deneysel hipertansif siganlarin kan
basinglarinda anlamli bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Uehata ve ark. 1997).

Laboratuvarimizda daha once yiiriitiilen bir ¢alismada da, Rho-kinaz inhibitorii olan
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Y-27632’nin sigir retinal arterindeki etkisi incelenmis ve retina kaynakli gevsetici
etkiye benzer diizeyde bir gevseme yaniti elde edilmistir. Asetilkolin ve sodyum
nitroprusiyat gibi NO aracilifi ile gevseme olusturan ajanlara diisiik reaktivite gosteren
sigir retinal arterinin Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 ile maksimum diizeyde gevsemesi,
RRF’in etki mekanizmasinda Rho-kinaz yolagi inhibisyonunun rol oynayabilecegini
disiindiirmistiir (Yaymlanmamis bulgular). Bu dogrultuda, hipertansif karotid ve
mezenterik arterlerde Rho-kinaz inhibitorii  Y-27632’nin  gevsetici  etkisi de
arastirilmistir. Retinal gevsetici etkiye paralel olarak, Y-27632 ile elde edilen gevseme
yanitlarinin kontrol arterlerde elde edilen yanitlara gore istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedigi  belirlenmistir. Uzun siireli anjiyotensin-II infiizyonu ile
hipertansiyon olusturulan farelerin karotid arterlerinde Y-27632 ile yapilan bir
calismada da benzer sonuglar elde edilmistir (Ryan ve ark. 2004). Bununla birlikte
calismamizda, hipertansif sicanlarin mezenterik arterlerinde Y-27632’nin diisiik
dozlarina karst duyarliligin arttigi ve bu dozlarda gevseme yanitlarinin giiclendigi
goriilmektedir. Bu bulgu, spontan hipertansif ve DOCA tuz uygulamasina bagl
hipertansif hayvanlarin mezenterik arterinde Y-27632’ye bagl gevseme yanitinin artis
gosterdigini ortaya koyan g¢aligmalar ile paralellik gostermektedir (Weber ve Webb
2001, Asano ve Nomura 2003). Benzer sekilde, diger Rho-kinaz inhibitorii fasudilin
spontan hipertansif si¢anlarin retinal arteriyollerdeki gevsetici etkisinin kontrole kiyasla
arttig1 bildirilmektedir (Okamura ve ark. 2007). Calismamizda Rho-kinaz inhibitorii
Y-27632 ile hipertansif si¢anlarin arterlerinde elde edilen maksimum gevsetici etkinin,
retinanin  gevsetici etkisine benzer sekilde, kontrol arterlerdeki etkiden farkli
bulunmamasi, RRF’in etki mekanizmasinda bu yolagin roliiniin olabilecegini
destekleyici niteliktedir. Bununla birlikte, Rho-Rho kinaz yolaginin RRF’in gevsetici

etkisindeki roliinii ortaya koyacak ileri ¢alismalarin yapilmasina gerek duyulmaktadir.

Hipertansiyonun patofizyolojisinde rol oynayan endotel disfonksiyonunun
gelisimi ¢alismamizda hipertansif sicanlarin izole karotid ve mezenterik arterinde
yiiriitiilen fonksiyonel caligsmalar ile gosterilmistir. Bu caligsmalar1 destekleyici olarak,
izole karotid ve mezenterik arterleri ile retina dokusunda 1sik mikroskobu ile
histopatolojik incelemeler yapilmig ve hipertansiyona bagli olarak gelisen yapisal

degisiklikler belirlenmistir. Ayrica, immiinohistokimyasal yontem ile kontrol ve
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hipertansif arterler ile retina dokusunun eNOS ve iNOS dagilimlar1 karsilastirmali

olarak incelenmistir.

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde, hipertansif karotid ve mezenterik
arterlerin tunika intima tabakalarindaki endotelde kontrol grubuna gore lokosit
adhezyonu ve akiimiilasyonunun arttig1 gozlenmistir. Ayrica, tunika media tabakasini
olusturan diiz kas hiicrelerinin yapilarinin bozuldugu ve atrofiye olduklari, niikleus
boyutlarinin kiigiildiigli belirlenmistir. Bununla birlikte, hipertansif grubun karotid
arterlerinde, mezenterik arterden farkli olarak, damar duvari kalinliginda bir artig oldugu
gbzlenmigtir. Bu histopatolojik veriler, hipertansiyona bagli olarak karotid ve
mezenterik arterin endotel ve diiz kas yapisinda degisikliklerin olustugunu ortaya
koymakta ve endotel kaynakli gevseme yanitlari ile kastirici ajanlara karsi reaktivitenin
ya da duyarliligin degistigini gosteren fonksiyonel bulgularimiz ile uyumluluk
gostermektedir. Ayrica bulgularimiz, L-NAME ile olusturulan hipertansiyonda endotel
tabakasinin normal diizeninin bozuldugunu, 16kosit infiltrasyonunun olustugunu ve diiz
kas yapisimnin degistigini gosteren diger ¢alismalarin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir (Kubes ve ark. 1993, Rossi ve Colombini-Netto 2001, Kristek ve
Gerova 2004).

Retinanin histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda, hipertansif grupta dis
niikleer tabaka hiicreleri arasindaki baglantilarin azaldigi, i¢ niikleer tabakada yer alan
hiicrelerin niikleus sekilllerinde ve tabaka diizeninde farklilagmalar oldugu, gangliyonik
hiicrelerin niikleuslarmin kii¢tildiigii ve hiicre uzantilarini yitirdigi gézlenmistir. Elde
edilen bu bulgular, deneysel hipertansiyonun retinada morfolojik degisikliklere neden
oldugunu gosteren diger ¢alismalarin verileri ile uyumluluk gostermektedir (Wallow ve
ark. 1993, Li ve ark. 1995, Sabbatini ve ark. 2001). Retina dokusunda goézlenen bu
yapisal degisiklikler sicanlarda L-NAME ile olusturulan hipertansiyon modelinde
hipertansif retinopatinin gelisimini destekleyici niteliktedir. Buna gore, fonksiyonel
bulgularda hipertansif sican retinasinin karotid ve mezenterik arterleri ile izole sigir
retinal arterindeki gevsetici etkisinin kontrol retina ile benzer olmasi, RRF’in

saliverildigi hiicrelerin hipertansiyonda belirgin diizeyde hasar géormemesi ile iliskili
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oldugu diislintilmektedir. Bununla birlikte, RRF’in retinada hangi hiicrelerden

saliverildigi heniiz bilinmemektedir.

Hipertansiyonda goriilen patofizyolojik degisikliklerin mekanizmasi ile ilgili
olarak immiinohistokimyasal yontem ile kontrol ve hipertansif si¢anlarin arterleri ile
retina dokusunda eNOS ve iNOS dagilimlar1 degerlendirilmistir. Kontrol grubuna ait
karotid ve mezenterik arterlerde tunika intima tabakasindaki endotel hiicrelerinde
belirgin eNOS dagilimi1 gézlenirken, hipertansif grubun arterlerinde eNOS dagiliminin
kontrolden farkli olarak, c¢ok diisik diizeyde oldugu belirlenmistir. L-NAME
uygulamasi ile deneysel hipertansiyonun olusturuldugu diger c¢alismalarda da eNOS
dagilimi veya ekspresyonunun hipertansif arterlerde azaldig: bildirilmektedir (Zhao ve
ark. 1999, Husain 2002, De Gennaro Colonna 2005, Hsu ve ark. 2007). Buna karsin,
spontan hipertansif sicanlarin arterlerinde yapilan incelemelerde eNOS ekspresyonunun
kontrol sicanlara gore degismedigi rapor edilmektedir (Briones ve ark. 2000, Briones ve
ark. 2002). Buna gore, calismamizda hipertansif sicanlarin arterlerinde eNOS
dagiliminda goriilen azalmanin NOS inhibitérii L-NAME’in etkisine bagli olarak
gelistigi diistinlilmektedir. Bu dogrultuda, asetilkoline bagli endotel aracili gevseme
yanitlarinin azalmis olmasi da hipertansif arterlerde NO sentezinin inhibe oldugunu

desteklemektedir.

Arterler iNOS dagilimi yoniinden de incelenmis ve kontrol siganlarin karotid ve
mezenterik arterlerinde iNOS reaksiyonunun ¢ok diisiik diizeylerde oldugu
gozlenmistir. Paralel olarak, hipertansif si¢anlarin arterlerinde de ¢ok az diizeyde iNOS
dagilimi oldugu belirlenmis ve bu dagilimin kontrolden daha diisiik oldugu
gbzlenmistir. L-NAME ile hipertansiyon olusturulan diger caligsmalarda da vaskiiler
iNOS ekspresyonunun L-NAME ‘in nonselektif etkisine bagli olarak azaldigi
bildirilmektedir (Husain 2002, Hsu ve ark. 2008). Bununla birlikte bir ¢alismada ise,
L-NAME uygulamasinin damar duvarinda proenflamatuar mekanizmalar1 indiikledigi
ve iNOS ekspresyonunda artiga neden oldugu rapor edilmektedir (Luvara ve ark. 1998).

Ote yandan, spontan hipertansif sicanlar ile yiiriitilen caligmalarda da iNOS
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ekspresyonunun artan enflamatuar yanita baghh olarak kontrole gore arttig1

bildirilmektedir (Chou ve ark. 1998, Briones ve ark. 2000, Briones ve ark. 2002).

Kontrol ve hipertansif retina dokularinin eNOS ve iNOS dagilimlarinin
incelenmesi sonucunda, kontrol retinada, ozellikle koni hiicre uzantilarinda belirgin
olmak ftizere, genel doku diizeyinde yiiksek olan eNOS dagiliminin L-NAME ile
hipertansiyon olusturulan siganlarin retinalarinda azaldig1 belirlenmistir. Sican ve fare
retinalarinda daha Once yapilan incelemelerde retinada bulunan NOS’un ¢ogunlukla
amakrin hiicreleri, gangliyon hiicre tabakasi, i¢ niikleer tabaka, i¢ ve dis retikiiler
tabakadaki sinir uglarinda yogunlastigi bildirilmistir (Goldstein ve ark. 1996). Bu veriler
calismamizda kontrol sican retinasindaki eNOS dagilimi ile paralellik gostermektedir
Ote yandan, eNOS gibi kontrol retinanm koni hiicre uzantilarinda belirlenen ancak
genel doku degerlendirmesinde diisiik diizeyde oldugu goriilen iNOS dagiliminin da
hipertansif retinada azaldigi belirlenmistir. L-NAME, nonselektif etkisi sebebiyle
eNOS, iINOS ve noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) olmak {izere tiim NOS enzim
izoformlarim1 inhibe etmektedir (Goldstein ve ark. 1996). Dolayisiyla ¢aligmamizda
hipertansif siganlarin retinasinda eNOS ve iNOS dagilimlarinin azalmig olmasinin
L-NAME’in nonselektif etkisi ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir. ilging olarak,
hipertansif grubun retinalarinin ¢omak hiicre uzantilarinda eNOS ve iINOS dagilimlar
izlenmistir. Kontrol retinalarin ¢omak hiicrelerinde gozlenmeyen bu dagilimin énemi
heniiz bilinmemektedir. Ayrica, hipertansif hayvanlarin retinalarinda eNOS ve iNOS

dagilimini rapor eden bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonug olarak bu ¢alismada, L-NAME ile deneysel hipertansiyon olusturulan
siganlardan izole edilen retinalarin karotid, mezenterik ve retinal arterleri tizerindeki
etkisi incelenmis ve retinanin, dolayist ile RRF’in, gevsetici etkinliginin
hipertansiyonda degismedigi ortaya konmustur. Hipertansif siganlardan izole edilen
karotid ve mezenterik arterlerde fonksiyonel ¢alismalarla belirlenen endotel
disfonksiyonu, yapisal degisiklikleri gosteren histopatolojik bulgular ile desteklenmistir.
Hipertansif arterlerde kontrole gore azalan eNOS ve iNOS dagilimlari, sicanlarda
hipertansiyon olusturmak i¢in uygulanan NO sentaz inhibitdrii L-NAME’in nonselektif
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etkisi ile uyumludur. Ayrica, hipertansif sicanlarin retina dokusunda belirlenen yapisal
degisiklikler, L-NAME ile indiiklenen 6 haftalik deneysel hipertansiyonda retinal hasar
olusumunu desteklemektedir. Bulgularimiz, hipertansif retinadan saliverilen RRF’in
gevsetici etkisinin hem endotel disfonksiyonun gelistigi belirlenen sican karotid ve
mezenterik arterlerinde hem de sigir retinal arterinde degismedigini gostermektedir.
RRF’in retinada hangi hiicrelerden saliverildigi ve damar diiz kasin1 hangi
mekanizmalar araciligi ile gevsettigi heniiz bilinmemektedir. Ancak, hipertansiyonda
RRF’in gevsetici etkinliginin degismemesi, bu faktoriin saliverildigi retinal hiicrelerde
hipertansiyona bagli olarak yapisal hasar gelismemesi ve/veya hiicresel etki
mekanizmalarimin  hipertansiyondan  etkilenmemis olmas1 ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica, hipertansif sicanlarin arterlerinde Rho-kinaz inhibitori
Y-27632’nin maksimum gevsetici etkisinin, retinanin gevsetici etkisine benzer sekilde,
kontrol arterlerdeki yanitlardan farkli olmamasi, RRF’in etki mekanizmasinda Rho-Rho
kinaz yolagmin roliiniin oldugu diisiincesini destekleyici niteliktedir. Bununla birlikte,
RRF’in gevsetici etkisinin Rho-Rho kinaz yolag: ile iliskisini belirleyecek ileri
calismalarin yapilmasit gerekmektedir. Bu c¢alismanin bulgularina gore, retinal
sirkiilasyonu olumsuz yonde etkileyen bir patolojik durum olan hipertansiyonda,
retinanin gevsetici etkisinin korunmus olmasi, retinal arterlerin toniisli ve retinal kan
akiminin  diizenlenmesinde RRF’in  kompensatuvar bir roliiniin olabilecegini
distindiirmektedir. Sonuglarimizin RRF’in  tanimlanmasi, etki mekanizmasinin
aydinlatilmas1 ve patofizyolojik 6neminin belirlenmesine yonelik olarak yapilacak yeni

caligsmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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