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OZET

SPONTAN HIPERTANSIF SICANLARDA EGZERSIZ VE ONU iZLEYEN EGZERSIZi
BIRAKMA (DETRAINING) SURECININ NiTRiK OKSIT VE KARBON MONOKSIT
DUZEYLERI VE SENTEZLERINDE ROL OYNAYAN GENLERIN EKSPRESYONLARI
UZERINE ETKISININ BELIRLENMESI

Kili¢ Toprak, Emine
Doktora Tezi, Fizyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Melek BOR-KUCUKATAY

Subat 2015, 107 Sayfa

Calisma kapsaminda, 8 haftalik saglikli ve spontan hipertansif siganlara
(SHR) 10 hafta boyunca yaptirilan orta siddetli ylzme egzersizi ve bunu takiben
uygulanan 5 (detraining) ve 10 haftallk (ge¢ detraining) egzersizi birakma
periyodlarinin sistolik kan basinci (SKB) Uzerine olasi etkileri incelenmistir. Ek olarak,
egzersiz ve detraining sdreclerinin SKB Uzerine etkilerinde damar endotelinin rolinin
aciklanabilmesi icin kan karboksihemoglobin (COHb) indeksi ve serum nitrik oksit
metabolitleri (NOX) dizeyleri, nitrik oksit (NO) ve karbon monoksit (CO) sentezlerinde
rol oynayan genlerin ekspresyonlari incelenmigtir. Siganlar egzersiz, detraining 5 hafta,
detraining 10 hafta olmak Uzere gruplara ayrimig, sedanter siganlar da ayni
periyodlara karsilik gelecek sekilde Zaman 1-2-3 olarak gruplandiriimistir. Egzersiz
gruplar 60dk, 5 gln/hafta, 10 hafta ylzdurGimustir. Detraining siganlarin bu tarihten
sonra 5 ve 10 hafta suresince kafeslerinde yagamalarina izin verilmistir. NOx duzeyi
ticari bir kit, COHb indeksi kan gazi cihazi ile, eNOS, iINOS, HO-1 and HO-2 gen
ekspresyonlari RT-PCR ve protein ekspresyonlari immunohistokimyasal yontemlerle
Olclimustar. Egzersiz SKB’de azalmaya, COHb indeksi ve NOx dlzeylerinde artisa
sebep olmustur. SHR'lerin aort eNOS ve HO-1 ekspresyonlari istatistiksel olarak
onemli duzeyde yuksek, iINOS ve HO-2 ekspresyonlari ise dislk bulunmustur.
Egzersiz SHR’lerin aortlarinda HO-1 ve HO-2 ekspresyonlarini arttirmistir. SHR’lerde 5
haftalik detraining, egzersizle artmis olan aort HO-1 ekspresyonunda azalma, 10
haftalik detraining ise egzersizle azalmis olan gastrocnemius kasi direng arteri HO-2
ekspresyonunda artisg olusturmustur. COHb ve NOx duzeyleri 5 haftalik detraining ile
azalmigtir. Saglikli siganlarda egzersize cevaben ortaya c¢ikan SKB azalmasi
detraining surecinde yapilan ilk élcimden itibaren ortadan kalkmistir. Hipertansiflerde
ise egzersizle saglanan SKB azalmasinin geri donmesi igin egzersiz suresine esit bir
detraining sureci (10 hafta) gegcmesi gerekmistir. Calismamizin sonuglari egzersizin
SKB (zerindeki bahsedilen olumlu etkilerinin ortaya g¢ikmasinda NO ve CO’nun -
kismen de olsa- rol oynadigini gostermektedir. Hem saglikli, hem de genetik olarak
hipertansiyona yatkin bireylere orta siddette aerobik egzersiz yapmalari ve kisa sureli
molalar diginda egzersizi birakmamalari dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, Egzersiz, Detraining, Nitrik Oksit, Karbon Monoksit

Bu galigma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2012AR$002 ve 2013SBE002).



ABSTRACT

EFFECTS OF EXERCISE TRAINING AND DETRAINING ON NITRIC OXIDE AND

Vi

CARBON MONOXIDE LEVELS AND THE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN
THE SYNTHESIS OF THESE MEDIATORS IN SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE

RATS

Kili¢ Toprak, Emine
PhD Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Melek BOR-KUCUKATAY (MD, PhD)

February 2015, 107 Pages

We aimed to determine the effects of swimming exercise followed by 5
(detraining) and 10 (late detrainig) weeks of detraining on systolic blood pressure
(SBP) in spontaneous hypertensive rats (SHRs). eNOS, iNOS, HO-1, HO-2 gene
expressions, serum NO metabolites (NOx) and carboxyhemoglobin (COHb)
concentrations were also determined in order to explain the possible role of endotel
in the regulatin of SBP. Animals were randomized into sedentary, exercised,
detrained (5 weeks) and late-detrained (10 weeks) groups. Corresponding
sedentary rats were grouped as Time 1-2-3. Exercise of 60 min, 5 days/week/10
weeks was applied. Detraining rats underwent the same training protocol and then
discontinued training during next 5, 10 weeks. NOx level was measured by a
commercial kit, blood COHb index by blood gas device. Gene and protein
expressions were determined by RT-PCR and immunohistochemistry, respectively.
Exercise induced decrement in SBP, but increment in blood COHb index and
serum NOXx levels. Aort eNOS, HO-1 gene expressions of SHR were increased
while, INOS and HO-2 expressions were decreased. Alterations were statisticaly
significant. Exercise resulted in augmentation of HO-1, HO-2 gene expressions in
aorta of SHR. Cessation of exercise for 5 weeks reverted the increment in aort HO-
1 expression induced by exercise, whereas late detraining caused augmentation of
HO-2 expression in gastrocnemius muscle resistant artery of SHR which was
decreased by exercise. COHb, NOx levels were decreased in response to
detraining of 5 weeks. Although SBP lowering effect of exercise was reverted on
the first measurement of detraining in normotensives, the decrements observed in
SBP during exercise were reverted by a detraining period equal to the duration of
exercise in SHR. Our results demonstrate that, NO, CO -at least partly- play role in
the SBP lowering effect of exercise. Regular exercise with only short-term pauses
may be adviced to both normotensives and individuals who are genetically under
risk of hypertension.

Key Words: Hypertension, Exercise, Detraining, Nitric Oxide, Carbon Monoxide
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1. GIRIS

Hipertansiyon (HT) zamanla kalpte ve arterlerde geri dénisimsiz
degisikliklere yol agabilen, sik gorulen énemli bir halk saghgi sorunudur (Lewington vd
2002, Agarwal vd 2009). Patogenezinde endotelyal disfonksiyon o6nemli bir yer
tutmaktadir (Taddei vd 1983). Nitrik oksit (NO) ve karbon monoksit (CO) endotelden
salgilanan ve vazomotor tonusun dizenlenmesinde rol oynayan iki 6nemli vazodilatator
etkili mediatordur (Moncada vd 1991, Durante vd 2006). Bunlardan NO, nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenmektedir. NOS enziminin
endotelyal (eNOS), indiklenebilir (iNOS) ve néronal (hnNOS) olmak Uzere 3 izoformu
vardir (Alderton vd 2001). Bunlar arasinda eNOS ve iNOS endotelyal fonksiyonun
korunmasinda énemlidir (Moraes-Teixeira vd 2010). CO ise vicudumuzda hem’in, hem
oksijenaz (HO) enzimi ile yikilmasiyla olusmaktadir. HO enziminin HO1, HO2 ve HO3
olmak Uzere ug¢ izoformu gdsterilmis olup diz kas ve endotelde major 2 formu olan
indiklenebilir HO1 ve yapisal HO2'nin varhigi bilinmektedir (Ushiyama vd 2002, Ryter
vd 2006). CO'nun NO igin bir yedekleme (back up) molekulli oldugu ileri sirtlmektedir.
Cesitli HT tarlerinde bu iki mediatorin doku/kan diizeylerinde ve bunlari sentezleyen
enzim ekspresyon ve miktarlarinda degisiklikler oldugu gdsterilmistir (Kajimura vd
2003, Durante vd 2006, Stec vd 2008). HT tedavisinde ila¢ uygulamasina ek olarak
egzersiz, diyet ve bunlarla iligkili yasam sekli degisikligi énemli bir yer tutmaktadir.
Hafif-orta siddetli, blyulk kas gruplarini iceren aerobik egzersiz protokolleri bir siredir
hipertansiyon gelisiminin énlenmesi ve tedavisinde 6nerilmektedir (Graham ve Rush
2004, Sun vd 2008, Agarwal vd 2009). Hipertansif bireyler ve hayvan modellerinde
egzersizin kan basincini disurtci etkisinin mekanizmasi heniiz net olarak agikliga
kavusturulamamigtir. Bununla beraber, bu strecgte endotelyal NO Uretimi artisinin rolt
oldugu gdsterilmigtir.

Ozellikle toplumumuzda egzersizin surdirilmesi ile ilgili sorunlar
yasanmaktadir. Egzersize baslayan bireyler arasinda bir sire sonra ¢esitli sebeplerle
birakma orani ¢ok ylUksektir (detraining). Literatirde hipertansif siganlara belli bir stre

egzersiz yaptirildiktan sonra detraining uygulanarak kan basinci ve NOS enzim
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miktarindaki degigimleri izleyen az sayida calisma olmasina ragmen, egzersizle
indUklenen kan basinci azalmasinin detraining surecindeki seyri, eder tansiyon tekrar
yukselecekse bunun ne kadarlik bir detraining sireci sonrasi meydana gelecegi ve bu
surecgte endotelin roli netlik kazanmamistir. Oysa bu sorularin cevaplarinin bilinmesi
hipertansif hastalar veya genetik olarak risk altindaki bireyler ve saglik personeli i¢in
6nem tasimakta olup yeni egzersiz/tedavi protokollerinin gelistiriimesine katkida

bulunabilecektir.

1.1. Amag

Yukarida 6zetlenen bilgiler 1s1dinda bu calisma kapsaminda, insandaki esansiyel
HT’ye karsilik gelen SHR modelinde egzersiz ve detraininge cevaben kan basinci

degisimleri ve bu degisimlerde endotelin rolliiniin incelenmesi amaglanmigtir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMALARI

2.1. Hipertansiyon Tanimi ve Klinik Siniflandirma

Hipertansiyon (HT), erigkinlerde farkli zamanlardaki en az iki Olgim
ortalamasinda, sistolik kan basinci (SKB)Ynin 2140 mmHg ve/veya diyastolik kan
basinci (DKB)'nin 290 mmHg olmasi seklinde tanimlanmaktir (Mancia vd 2013, Bolivar
2013, Weber vd 2014). HT siniflamasi incelendiginde SKB ve DKB’nin beraber arttigi
durum “kombine HT” olarak tanimlanirken, sadece SKB’nin ylksek olup (SKB>140
mmHg) DKB’nin ise 90 mmHg altinda oldugu duruma ise “izole sistolik HT” denir. SKB
yasla beraber arteriyel sertlik gelisimine bagh olarak artarken, DKB 60’li yaslarda plato
Gizer ve sonra gittikge azalir (Chobanian vd 2003, Weber vd 2014).

HT kalpte ve arterlerde geri déntsimsiz degisikliklere yol acarak hedef organ
hasarina neden olabilen 6nlenebilir dnemli bir risk faktoradur (Lewington vd 2002,
Agarwal vd 2009, Androulakis vd 2009, Lehnen vd 2010). Yuksek riskli bireyleri
saptamak, izlemek ve tedavi hedeflerini belirlemek amaciyla asagidaki siniflama
olusturulmustur (Chobanian vd 2003) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 American Joint National Comittee (JNC VII) raporuna gbre (2003)

hipertansiyon siniflamasi (18 yas ve Ustu)

Siniflandirma SKB (mmHg) DKB (mmHg)
Normal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89

Evre 1 HT (Hafif HT) 140-159 90-99
Evre 2 HT (Orta HT) 2160 2100

2.1.2. Hipertansiyon Etyolojisi

HT etyopatolojisi hakkindaki bilgiler halen cok kisitl olmakla birlikte, sebebi

bilinmeyen ve olgularin %90-95'ini olusturan “Primer, idiyopatik veya Esansiyel HT”



ve KB ylkselmesinin baska bir hastaliga bagli oldugu “Sekonder HT”’ olarak iki farkli
HT tipi tanimlanmistir.

Primer (Esansiyel) HT: Primer HT’nin etyopatogenezinde ileri sirilen mekanizmalar,
genetik faktorler, obezite, stres, duslk aktivite dizeyi (sedanter yasam tarzi), endotel
disfonksiyonu, asiri sempatik aktivite, hemodinamik degisiklikler, ekstraselller sivi ve
sodyum metabolizmasindaki bozulma, renin-angiotensin sistemi degisiklikleri, periferik
direncg artisi, hiicre membran degisiklikleri, insilin rezistansi, hiperinsilinemi ve serbest
radikal artigi seklinde siralanabilir (Babalik 2005, Androulakis vd 2009).

Sekonder Hipertansiyon: Sekonder HT ise gebelik, renal, endokrin ve noérolojik
hastaliklar gibi bilinen bir etyolojiden kaynaklanmaktadir (Fagard 2011, Weber vd
2014).

2.1.3. Hipertansiyon Patofizyolojisi

Sistemik kan basincini belirleyen ve birbiriyle etkilesen bircok faktor olmasi
nedeniyle HT’den sorumlu tek bir etiyoloji veya patofizyolojik mekanizma yoktur
(Androulakis vd 2009). KB’nin normal duzeylerde surdurilebilmesi, organizmada
bdbrekler, santral sinir sistemi, periferik sinir sistemi, vaskiler endotel ve adrenal bez
arasindaki karmasik etkilesimle saglanmaktadir. Normal sartlarda, bir bozukluk
durumunda kompanse edici mekanizmalarin devreye girmesiyle KB artigsi hemen
ortaya c¢ilkmamaktadir. Ancak, KB dizenlenmesinde rol oynayan sistemlerin bir
¢ogundaki organizasyon degisikligi nedeniyle dengelerin bozulmasi ve bu durumun
normal fizyolojik onarici mekanizmalarla dizeltilememesi sonucu HT gelismektedir
(Sun ve Zhang 2005, Ohta vd 2011, Bolivar 2013). HT olusumunda endotelyal
disfonksiyon da 6nemli rol oynamaktadir (Babalik 2005, Takahashi vd 2011).
Endotelyal Disfonksiyon: Vicudun her tarafina yayilmig endotel tabakasi, sadece
anatomik olarak dokularla kan arasinda bulunan pasif bir bariyer olmayip, sentezledigi
mediyatorler ile vaskiler homeostazin ana reguilatori olan aktif bir organdir (Aird
2004). Endotel hucreleri, vaskuler agdaki tim kan damarlarinin i¢ ylzeyini kaplayarak;
nitrik oksit (NO), karbon monoksit (CO), prostasiklin, endotel kaynakli hiperpolarizan
faktor (EDHF), kallikrein, prostaglandin-E2 (PGEZ2) gibi vazodilatatérlerin yani sira;
renin, serotonin, tromboksan A2 (TXA2), endotelin-1 (ET-1), Ang Il gibi
vazokonstriktorlerin salinimina aracilik ederek kan basinci ve kan akimi kontroline
katkida bulunurlar (Aird 2004, Versari vd 2009). Bu maddelerin saliniminda meydana
gelen dengesizlikler, endotele bagli vazodilatasyon cevabinin  bozulmasi,
vazokonstruktorlere olan hassasiyetin artmasi ile endotelyal disfonksiyon gelisimine

neden olur (Térok 2008). Damar Iimen regllasyonu anormallesir ve bu durum periferik



damarlarda diren¢ artisl, vazospazm, tromblUs olusumu, ateroskleroz ve HT ile
sonuclanir (Endemenn ve Schriffrin 2004, Versari vd 2009). NO, endotelden salinan,
diz kasta vazodilatasyon saglayan ve vazomotor tonusun dizenlenmesinde rol
oynayan en 6nemli mediatdrlerden birisi olup saglam damar endotelinde bazal bir hizla
surekli salinir. NO’nun aktivitesinde veya Uretiminde azalma ile vazodilatator cevap
bozulmaktadir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Albrecht vd 2003). Hipertansif
bireylerde, endotelden NO salinimi, diger biyolojik molekdiller araciligiyla NO yikim hizi
velveya damar diz kasinin NO’ya duyarliiginin degismesine bagh NO
biyoyararlaniminin azaldigi iyi bilinmektedir (Graham ve Rush 2004). Bunlarin yani sira
reaktif oksijen tirleri (ROS) NO ile reaksiyona girerek, sitotoksik bir oksidan olan
peroksinitrit anyonu (ONOO’) meydana getirirler, bu durumda da NO’nun vaskiler
biyoyararlanimi azalir ve hicre hasari tetiklenir. Bu nedenle artmis oksidatif stres,
endotelyal disfonksiyon patogenezinde dnemli mekanizma olarak kabul edilmektedir
(Endemenn ve Schriffrin 2004, Androulakis vd 2009). Endotelden salinan, vaskiler
tonus Uzerine etkili bir diger énemli ajan da CO’dur (Ushiyama vd 2002, Durante vd
2006, Stec vd 2008). Cesitli HT tarlerinde NO ve CO’nun doku/kan dizeylerinde ve
bunlari sentezleyen enzim ekspresyon ve miktarlarinda dedisiklikler oldugu
gOsterilmistir (Ushiyama vd 2002, Ryter vd 2006).

2.1.4. Hipertansiyonun Onlenmesi ve Tedavisi

1-Non-farmakolojik tedavi: Hedef organ tutulumu olmayan hafif HT'de baslangic
tedavisi olarak veya erken saptanan esansiyel HT'de ilaglara ek olarak non-
farmakolojik tedavi 6nerilmektedir. Non-farmakolojik tedavi, HT gelisiminin énlenmesi
ve tedavisinde anahtar rol oynayan yasam bicimi degisikliklerini kapsar (Mancia vd
2013, Weber vd 2014). Baslica yasam tarzi degisiklikleri; duzenli olarak hafif-orta
siddette egzersiz yapmak, ideal kiloda olmak ve onu korumak, asiri Na* tiiketimini
azaltmak (<6 g NaCl/gln), sigara ve alkolden uzak durmak, potasyum (K*) tiiketimini
arttirmak (gunde 100 mmol), sebze-meyveden zengin beslenmek, doymus ve toplam
yag almini azaltmak, agir fiziksel aktivitelerden kaginmak ve stresle bas etmeyi
icermektedir (Mancia vd 2013, Weber vd 2014).

HT’nin Onlenmesi ve tedavisinde en onemli yasam tarzi degisikligi, duzenli
yapilan fiziksel egzersizdir (Chobanian vd 2003, Pescatello vd 2004, Agarwal vd 2009,
Lehnen vd 2010). Fiziksel aktivitenin KB’yi azaltici etkisinin mekanizmasi net olarak
bilinmemektedir. Bununla beraber, egzersizin, normal vazomotor tonusun korunmasi

ve kan akigkanhdinin saglanmasina katkida bulunarak endotel disfonksiyonunu



iyilestirdigi, kayma geriliminde artigla NO Uretimini uyardigi gdsterilmistir (Sherman
2000).

2-Farmakolojik Tedavi: ilagl tedavide oncelikli olarak ila¢c baslanacak hastalar iyi
belirlenmeli ve basamakli tedavi yaklasimi uygulanmalidir (Mancia vd 2013, Weber vd
2014). HT tedavisinde kullanilan ilaclar 4 ana grupta toplanabilir. Bunlar, didretikler,
sempatolitikler ya da adrenerjik sinir sistemi antagonistleri, RAAS’I etkileyen ilaglar,
damar diz kasinda etkili olan ilaglar seklindedir (Chobanian vd 2003, Mancia vd 2013,
Weber vd 2014).

2.1.5. Hipertansiyon Uzerine Deneysel Yaklagimlar

HT mekanizmasini ve tedavi protokollerini aydinlatmak amaciyla ¢ok farkli
deneysel modeller gelistiriimigtir. Etik problemler ve daha detayll girisimsel arastirma
gereksinimi  nedeniyle HT c¢alismalarinda deney hayvanlarindan da siklikla
yararlaniimaktadir (Lerman vd 2005, Sun ve Zhang 2005). Deney hayvanlarinda
olusturulan baglica HT modellerini genetik ve genetik olmayan seklinde ikiye ayirmak
muamkindar.
1-Genetik modeller: insanda esansiyel HT en sik gérilen HT tipidir ve etyolojisinde
tek bir genetik defektten degil, cok sayida farkli genden s6z edilmektedir. insan ve fare
genomlari kodlanip, transgenik ve gen hedefli HT modelleri olusturulmustur.

Spontan Hipertansif Siganlar: Spontan hipertansif sican (SHR) insan esansiyel
hipertansiyonu igin iyi bir hayvan modeli olup, kardiyovaskuler hastaliklarin
incelenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Lehnen vd 2010). 1960’larda Okamoto
ve arkadaglari tarafindan KB ylksek olan Wistar-Kyoto (WKY) sicanlar segilerek, en az
birka¢ nesil boyunca kendi aralarinda ciftlestiriimesiyle SHR modelleri olusturulmustur
(Okamoto ve Akoi 1963). Model 20 jenerasyon boyunca genetik homojenitesini
korumaktadir (Lerman vd 2005). Dogumda normotansif olan SHR’lerde KB artigi 5.-6.
haftalarda baslar ve 13 haftalik olduklarinda ise yerlesik HT'li olarak kabul
edilmektedirler. SHR’lerde 40-50. haftalardan baslayarak kalp ve damar hipertrofisi gibi
kardiyovaskuler hastaliklarin karakteristik 6zellikleri gelismeye baslamaktadir (Conrad
vd 1995, Amenta vd 2010).

2-Genetik olmayan modeller: Bu hayvan modelleri 6zellikle son organ hasarinin
detayl arastirimasina olanak saglamaktadir (Lerman vd 2005). Bu modeller;

Cerrahi induksiyonla geligtirilen model (Goldblatt hipertansiyon modeli), Endokrin-
metabolik ve diyetle tetiklenen modeller (DOCA-tuz hipertansiyon modeli ve Dahl- tuz

hipertansiyon modeli), NOS blokaiji ile olusturulan model olarak 6zetlenebilir.



2.2. Nitrik Oksit

NO, bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan, lipofilik, gaz halinde bulunan,
reseptdére bagimh olmadan kolayca difiize olabilen, ¢ok kisa yari émurll, eslesmemis
elektron iceren, serbest radikal olarak da nitelendirilen, renksiz, inorganik bir
molekildir (Olson ve Garban 2008). NO, organizmada pek ¢ok hicrede sitokrom p-
450 rediktaz enziminin homologu olan NOS enzimlerinin katalizledigi bir reaksiyonla,
L-arjinin’in terminal guanidino nitrojeninden sentezlenmektedir (Marin ve Rodriguez-
Martinez 1997, Shinde vd 2000, Térdk 2008, Forstermann ve Sessa 2012). NO sentezi
2 basamakta gerceklesir: Birinci basamak L-arjininin, N®(guanidino nitrojen)-hidroksi-L-
arjinine hidroksilasyonudur (L-OHArj olusumu) ve dolayisiyla arjinin aminoasidinin
yapisina bir oksijen atomu katilmis olur. ikinci basamakta ise, L-OHArj’nin C=N bag!
oksidatif olarak parcalanir ve sonugta sitriilin ve NO olusur (Marin ve Rodriguez-
Martinez 1997, Albrecht vd 2003, Foérstermann ve Sessa 2012). Pek c¢ok hiicrede
sitrilin enzimatik olarak arjinine tekrar donlslp daha fazla NO sentezine neden olur.
ikinci basamakta kofaktér olarak tetrahidrobiyopterin (BH,), flavin mononiikleotid
(FMN), flavin adenin dinukleoitid (FAD) ve sitokrom P450 kullanihr (Forstermann ve
Sessa 2012).

NOS enziminin 3 izoformu oldugu gosterilmistir. NOS enzimi ‘oksijenaz ve
rediktaz’ olmak Uzere 2 adet globuller protein icerir. Oksijenaz bolgesi, protoporfirin IX
(hem), L-Arjinin aminoasidi ve BH, i¢in; reduktaz bolgesi ise FMN, FAD ve indirgenmis
nikotinamid adenin dinukleotit fosfat (NADPH) icin gerekli baglanma alanlarini
icermektedir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Pfeilschifter 2000, Alderton vd 2001).
NADPH, NO sentezi igin ana elektron tasiyicisidir. FAD ve FMN’nin her biri
NADPH’dan ikiger elektron alir ve kalmodulin (CaM) araciligiyla bunlari oksijenaz
bélgesindeki hem grubuna tek tek aktarir (Alderton vd 2001, Forstermann ve Sessa
2012) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Nitrik oksit sentaz enziminin yapisi (Alderton vd 2001).

BH.: Tetrahidrobiyopterin, L-Arg: L-Arjinin, CaM: Kalmodulin, FMN: Flavin mononiikleotid, FAD: Flavin
Adenin Dinukleotid, NADPH: Nikotinamit Adenin Dinlkleotit Fosfat.



NO enzimatik bir mekanizmayla sentezlenmesine ragmen onu bulundugu
ortamdan uzaklastiran 6zel bir enzim sistemi yoktur. Yarilanma édmru kisa oldugundan
(3-5 sn) sentez sonunda olusan NO hizl ve kararli bicimde okside edilerek esas yikim
ardnd olan nitrit (NO,’)’'e dénlsur. Plazmada bulunan NO;’, eritrositler tarafindan hicre
icine alinarak methemoglobin tarafindan nitrat (NOs)’a oksitlenebilir. NO3;™ daha sonra
plazmaya tekrar gegmektedir (Mateo ve de-Artinano 2000). Plazmada bulunan NO’nun
bir diger yikim yolu da, patolojik sartlarda superoksit anyonu (O,) ile hizli bir sekilde
reaksiyona girmesidir. Boylece glcli ve sitotoksik bir oksidan olan ONOO™ olusur
(Kihing ve Kiling 2003, Olson ve Garban 2008).

2.2.1. Nitrik Oksit Sentaz Enziminin izoformlari

NO olusumunu saglayan NOS enziminin ikisi yapisal (cNOS; bunun da iki
subtipi vardir; eNOS ve nNOS), biri uyarilabilen (iNOS) olmak Uzere Ug izoformu vardir.
Bu izoformlarin tarihsel saflastiriima (cDNA izolasyonu) sirasina gére nNOS igin NOS-
1, INOS igin NOS-2, eNOS icin NOS-3 seklinde sayisal isimlendirmeleri de vardir
(Panda vd 2002). NOS-1 ve NOS-3 sabit ekspresyonu (duvar kayma kuvveti (shear
stress), egzersiz gibi bazi durumlarda uyarilabilir) olan enzimlerken, NOS-2 interldkin 1,
TNF-a, IFN-y ve bakteriyel endotoksinler gibi inflamatuar sitokinler tarafindan
uyarilabilir. Bu izoformlarin aminoasit dizilimi ve biyokimyasal 6zellikleri benzerlik
goOstermekle birlikte baglica bulunduklar yerler, aktivatorleri, regulasyonlari, katalitik
Ozellikleri ve inhibitdr duyarliliklari birbirinden farkhdir (Barbato 2004). nNOS veya
NOS-1 ilk olarak sigan néronlarinda, eNOS veya NOS-3 sigir endotel hicrelerinde ve
INOS veya NOS-2 ise ilk olarak kemirgen makrofajlarinda tespit edilmistir (Shinde vd
2000, Kuyumcu vd 2004). iNOS ve nNOS eriyebilir enzimlerken, eNOS tanecik
seklindedir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997). Yapisal (cNOS) izoformlar (eNOS ve
nNOS), damar endotelinde asetikolin (Ach), beyinde glutamat veya trombositlerde
kollajen gibi agonistlere yanit olarak fizyolojik miktarlarda NO sentezlerler (Shinde vd
2000). Klasik olarak eNOS ve nNOS; Ca**-CaM bagimli, iNOS ise Ca**-CaM bagimsiz
enzimler olarak bilinir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997). eNOS ve nNOS’un sentez
sireleri kisa, sentezlenen NO miktari disiktir. Bunun sebebi hiicre ici Ca*
konsantrasyonunun azalmasiyla yapisal enzimlerin inaktif duruma gegmesidir. INOS
enziminin dimerik formu ise, CaM molekiiline, Ca'”dan etkilenmeden, geri
doénusimsiz baglanir. Bu nedenle iNOS bir kez eksprese oldugunda substrat ve diger
ko-faktorlerce sinirlanana kadar NO sentezlemeye devam eder. Aktivitesi uzun slrer
ve fazla miktarda NO uretilir (Alderton vd 2001).



iINOS 0zellikle non-spesifik immunitede 6nemli rol oynamaktadir. Makrofaj,
endotel hucresi, nétrofil, diz kas hulcresi, kardiyomiyositler, hepatositler, dalagin
kirmizi pulpasi, histiyositler gibi pek ¢ok hicre, spesifik bir sitokinle [interferon-y,
endotoksin, tumor nekrozis faktor-alfa ve beta (TNF-a ve TNF-B), interlokin-1 (IL-1)]
veya bakteriyel lipopolisakkaritler ile aktive edildiklerinde, iINOS tarafindan uyarilan NO
Uretimi, birkag saatlik bir gecikme ile baslasa da saatler glinler boyunca devam edebilir
(Nathan ve Hibbs 1991, Blaise vd 2005).

eNOS enzimi bazal kosullarda, endotel hicresinde slrekli olarak, az miktarda
NO sentezi yapmaktadir. eNOS enzimi iskelet kaslari, kardiyak myozitler, trombositler,
bdbrek tlbller epitel hicreleri, insan plasentasinin sinsitiotrofoblastlari, fibroblastlar,
erektor pili kasi, rat hipokampusu néronlarinda ve baska beyin boélgelerinde de
saptanmistir (Forstermann ve Sessa 2012). eNOS diz kaslarin gevsemesi, kan
basinci ve kan akim hizinin dizenlenmesi, vaskuler tonusun duzenlenmesi; trombosit
adhezyon ve agregasyonu ile damar diz kas hucre proliferasyonunun inhibe edilmesi,
renal oksijen tuketimi ve anjiyogeneziste rol almaktadir (Alderton vd 2001, Versari vd
2009). Duzenli egzersizin de damar endotelinde eNOS gen ekspresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (Boa vd 2014, Yang vd 2014). Koroner arter hastaligi, myokard infarkttsu,
HT, inme ve renal hastaliklar gibi pek ¢ok vaskiler bozukluk eNOS geni polimorfizmi ile
iligkili bulunmustur (Cui vd 2013).

NO sentez ve saliniminin damarlarda en énemli uyaricisi duvar kayma kuvveti
(shear stress)’dir. Duvar kayma kuvveti, kalbin her sistolde kani damarlara géndermesi
sonucu damar endotelinin ylzeyinde olusturdugu mekanik etkidir. Bu etki ile endotel
hicreleri sekil degisikligine ugrarken, hicre iskeleti araciligiyla hicre igine sinyaller
gonderir. Bunun sonucunda protein kinaz B aktive olmakta endotelyal hiicre zarindaki
Ca*? kanallarinin aciimasiyla hiicre ici Ca™ seviyesi artarak eNOS'u fosforile edip,
aktive olmasini saglamaktadir. Sonugta endotel hicrelerinin duvar kayma kuvvetine
maruz kalmasi surekli NO salinimi ile sonuglanir (Sessa 2005). NO’nun, diz kas
hicresine difuze olduktan sonra cGMP’yi arttirarak diz kas hlcresinin gevsemesine
neden oldugu ve bu durumun 6 farkli mekanizma ile vazodilatasyon sagladigi
gOsterilmistir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Pfeilschifter 2000). Sarkoplazmik
retikulumda Ca*>-ATPaz'in aktivasyonuyla hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunu azaltir,
miyozin hafif zincirinin defosforilasyonunu saglar, duz kas hicre membranindaki
reseptér aracili Ca*™ kanallarini inhibe eder, hiicre igi Ca™ diizeyinin dismesini
saglayan Ca*? tasiyicilarinin, G proteinlerinin, reseptérlerin ve kanal proteinlerinin
fosforilasyonunu saglar, membrandaki Ca* -ATPaz| uyarir ve K* kanallarindan K"

gegcisinin arttirlmasiyla hiperpolarizasyon olusturur.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boa%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25036223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24809512
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Endotel hucrelerinden ACh salinimina neden olan lokal bir kolinerjik mekanizma
da tanimlanmigtir. Salinan ACh komgu endotel hicre yuzeyinde bulunan muskarinik tip
reseptorlerine (G proteinine bagli reseptdre) baglanarak, G proteininde konformasyonel
bir degdisiklige neden olur ve fosfolipaz-C’yi aktifler. Aktiflenen fosfolipaz-C, fosfotidil
inozitol bifosfati (PIP,), inozitol trifosfat (IP3) ve diagil gliserol (DAG)'a donusturir.

Sitoplazmada IP; artisi sarkoplazmik retikulumda depolanan Ca*?

un sitoplazmaya
gecisini tetiklemekte ve sitoplazmada Ca*?-kalmodulin kompleksi olusarak NOS enzimi
aktiflenerek NO sentezi gerceklesmektedir (Weller 1997). Diger taraftan Ach gibi hlcre
iCi Ca* dizeylerini arttiran histamin, trombin, seratonin, adenozin difosfat (ADP),
bradikinin, norepinefrin, P maddesi gibi bilesikler de, vaskuiler endotelden Ca*?a
bagimh bir enzim olan eNOS enzimini aktive ederek, NO sentez ve salinimini

arttirabilmektedirler (Sessa 2005) (Sekil 2.2).

Asetilkolin

Arter limeni & i
Setilkolin —
| Gecr J—>L Fosfolipaz C Jﬁ
1Py
Endotel

hiicresi o [(‘ni‘rkar.x\.xjul.n ‘

1-GTP

%
NO 3
reseptoral Protein
a > cGMP—>| kinaz G
> ppy

Diiz kas hiicresi Dz kas hiicresi gevser

Sekil 2.2 eNOS enziminin endotelyal hicrelerde Ach ile uyariimasi (Weller 1997).

2.2.2. Nitrik Oksit ve Hipertansiyon

NO’nun HT'deki rolii henliz net olarak aciklanamamistir. HT'de azalan NO’nun,
HT’nin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu tartismalidir. ilk olarak NO salinimi azalinca
ve/veya biyoyararlanimi bozulunca HT olusur yani HT azalan NO sonucu olusur
hipotezini acgiklayacak olursak; HT patogenezinde endotelyal vazokonstriktor
(endotelin, TXA2) ve vazodilatatér (PG, NO, EDHF) ajanlarin aralarindaki denge
bozulmaktadir yani NO eksikligi HT'ye sebep olabilir (Marin ve Rodriguez-Martinez
1997, Gerova vd 2000). Ayrica NO, buyuk arterlerden en kuguk kapiller damarlara
kadar batin endotelyal dokularda bulunmakta ve saglam damar endotelinde bazal bir
hizda Uretilmektedir ancak NO’nun vazorelaksasyon etkisi damar capina bagh olarak
degismektedir. Aort vazodilatasyonu blylk oranda NO bagimliyken, kiguk direng
arterlerinde endotel fonksiyon bozukluklari EDHF’lere badli gergeklesmektedir.
SHR’lerin aortlarinda endotel bagimli gevseme yanitlari normotansif sicanlarinkinden
daha dislk bulunmustur. Bunun yani sira direng arterlerindeki gevseme yanitlari

kontrol siganlarinkinden farkh degildir (Térék 2008, Puzserova vd 2013). Sonugta
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buytk arterlerde, NO salinimindaki azalma ve biyoyararlanimindaki bozukluklar KB
artisina neden olabilir.

Diger bir yaklagimi inceleyecek olursak; HT olusunca NO salinimi bozulur yani
HT'de azalan NO, HT'nin sonucudur. HT'de damar diz kas hucresi/endotel hucresi
orani duz kas hcresi lehine artis g0Osterir ve arteriyoler diz kasta hipertrofi gelisir. Bu
nedenle hem hipertansif hayvan modellerinde, hem de esansiyel HT’li hastalarda Ach,
bradikinin, P maddesi, kalsiyum iyonofor gibi NO saliveren uyaranlara karsi yanit
azalmakta, ancak nitrovazodilatérler gibi endotelden badimsiz olarak gevseme
saglayan ajanlara yanit degismemektedir (Radomsky ve Moncada 1993, Schulman vd
2006). HT’de artmis Ang Il ve azalmis bradikinin seviyelerinin de NO Uretimini ve
aktivitesini baskiladigi gosterilmistir (Radomsky ve Moncada 1993). Ote yandan, HTyle
artan oksidatif stres, NO saliniminda azalmaya neden olabilmektedir. HT'de NO
Uretimindeki bozukluk, genellikle substrat yetersizliginden ¢ok, sentez bozuklugu ve
yikim fazlahigi yonindedir (Térok 2008). HT'de erken evrede gbzlenen eNOS
ekspresyonu ve NO Uretimindeki artisa ragmen NO’ya verilen vazodilatatér yanitta
azalma gorulmesi NO’nun O; ile oksidasyonu ve yikimi ile agiklanmaktadir (Ulker vd
2003).

2.2.3. Nitrik Oksit ve Egzersiz

Egzersizle, iskelet kasi ve kardiyak kan akimi metabolik ihtiyaglara cevaben
artarak, egzersizin olusturdugu hiperemi ve kanin damar duvarina yaptigi strtinme
stresi etkisiyle, NO serbestlenmesini uyarmaktadir. Ayni zamanda ndéromuskuler
kavsaktan salinan Ach de NO’yu arttirir, sonugta mikrovaskiler kan akimi artinca
blylik damarlarin capinda sekonder bir artisa neden olmaktadir (Kingwell 2000,
Sherman 2000). Saghkli bir insanda, otuz dakikallk yogun bir egzersizden sonra
NO’nun pargalanma Urini olan nitrit ve nitratin hicre i¢i etkinliklerine aracilik eden
cGMP’nin idrardaki yogunlugunun iki katina c¢iktigi gosterilmistir (Boger vd 1996).
Bunun yani sira, yizme egzersizi ile, hem kan akimi artisina bagli damar gevsemesi
(akim aracili gevseme) hem de NOS’ta artig bildirilmistir (Varin vd 1999). Calismalarda
ayrica egzersize cevaben adenozin, laktik asit, 1sI artigi gibi uyaranlarla ve dokularin
beslenme ihtiyaci artisiyla damarlarda vazodilatasyon ile kan akimi degisiklikleri oldugu
bildirilmis ve ayrica damar duvari kayma gerilimi artisinin vaskuler endotelden NO

salinimini tetikledigi ortaya konmustur (Graham ve Rush 2004, Agarwal vd 2009).
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2.3. Karbon Monoksit

CO, karbon iceren maddelerin tam olmayan yanmasi sonucunda olusan,
renksiz, kokusuz, tatsiz, irritan olmayan, atmosferde gaz olarak bulunan, akcigerlerden
kolaylikla absorbe olabilen oldukga stabil bir molekulddr (Omaye 2002, Ryter ve
Otterbein 2004). CO, pek ¢ok kardiyovaskiler fonksiyonu regtle eden NO’nun analogu
anahtar bir sinyal molekuli olarak tanimlanmaktadir (Omaye 2002, Durante vd 2006).
insan viicudunda giinliik CO (retimi yaklasik saatte 20 ymol kadardir (Durante vd
2006). Endojen CO’nun, %79'u kemik iligindeki eritropoez sonucu olugan eritrositlerde
hem katabolizmasi ile, kalan %21’i ise miyoglobin, katalaz, sitokromlar ve peroksidazlar
gibi diger hemoproteinlerin yikimiyla olugsmaktadir. Hem katabolizmasinin ve endojen
CO olusumunun gercgeklestigi ana organ karaciger olsa da dalak ve eritropoetik
sistemde de endojen CO uretiminin meydana geldigi bilinmektedir (Omaye 2002).

Endojen CO sentezi, enzimatik ve non-enzimatik olarak 2 yolla gerceklesir;
1)CO’nun enzimatik olugsumu: insan kanindaki CO, oksijen tasiyicisi hemoglobin
(Hb)’nin hemoksijenaz (HO) enzimiyle degregasyonundan kaynaklanmaktadir (Ndisang
vd 2004). Yash eritrositler doku makrofaj sisteminde yikildiginda, Hb molekulinun
globin kismi ayrilir ve ‘hem’ katabolizmasi gerceklesir. Hem katabolizmasinda hiz
kisitlayici enzim, mikrozomal ‘hem oksijenaz’dir (Omaye 2002). Hemoksijenaz, hemin
a-mezo karbon kdprilerini kirar ve ‘Hem’ katabolizmasi sonucunda CO, demir ve
biliverdin olusur. Reaksiyonda olusan biliverdin ise bilirubin rediktaz enzimi araciligiyla
bilirubine indirgenir (Gorman vd 2003) (Sekil 2.3). Bu reaksiyonla olusan CO nedeniyle
normal insan kaninda %O0-5 oraninda karboksihemoglobin (COHb) saptanabilir
(Sternbach vd 2003). Disaridan inhale edilmedigi surece toksik konsantrasyonlara

ulagsmaz (Piantadosi 2004).

Demir

NaDpPyEH Hem
oksiienay T rE BT
Hem >= — MONOKSET
\ Biliverdin

rediiktaz

oksijen Biliverdin =———— Bilirubin

Sekil 2.3 Hem katabolizmasi ve endojen CO Uretimi (Omaye 2002).

2-CO’nun  non-enzimatik olusumu: CO’nun c¢odunlugu enzimatik hem
metabolizmasiyla retikiloendotelyal sistemde olusurken, az bir kismi da mikrozomal
lipidlerin NADPH bagimli oksidasyonu, mikrozomlarin Fe**-askorbat tarafindan katalize

edilen oksidasyonu, membran lipidlerinin karbon tetraklorid tarafindan yikimi gibi lipid
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peroksidasyonu metabolizmalari sirasinda olugsmaktadir (Omaye 2002). Nonenzimatik
hem metabolizmasi, ‘Hem’ molekulinidn, porfirin halkalari A ve B arasindaki oksidatif
bélinmeyle, metilen képrilerin kirllmasi ve sonugta CO agida ¢ikmasiyla gergeklesir
(Omaye 2002). NADPH oksidasyonu sonucu sitokrom P450 inaktive edilmekte boylece
hem ve apoenzim arasindaki bagin kirilmasina ve hem degregasyonuna neden
olmaktadir (Karuzina vd 1999).

2.3.1. Hemoksijenazlar

Hem (Fe- protoporfirin 1X) ¢cok yonli bir molekil olup, merkezinde demir iceren
bir tetrapiroldir. Dokuda serbest ve bagli (hemoprotein) seklinde bulunur. Hem, oksijen
transportu/depolanmasi, enerji Uretimi, detoksifikasyon gibi reaksiyonlarin olusmasinda
gorev alan proteinlerin yapisinda bulunur ve bu proteinler hemoprotein olarak bilinir
(Maines 1997, Siow vd 1999). 1968’'de Tenhunen ve arkadaslari hem molekuliinden,
biliverdin ve bilirubin olusumlarinin HO enzimi ile katalizlendigini kesfetmiglerdir
(Tenhunen vd 1968). HO, hem molekillinin katalizi ile gelisen eritrosit dongusi, hlcre
farklilasmasi ve demir konsantrasyonunu dengede tutmak gibi bilinen etkilerinin
yanisira reaksiyon urunleri (demir ve ferritin, biliverdin ve bilirubin, karbon monoksit)
uzerinden de anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptik ve ayrica sitoprotektif
etkilere sahip mikrozomal bir enzimdir (Tenhunen vd 1968, Bauer ve Pannen 2009,
Hosick ve Stec 2012). Hem oksijenazin gunumuze kadar genetik olarak farkli U¢
izoformu tanimlanmistir. Bunlar biyokimyasal veya biyofiziksel stresle indiklenebilen ve
en yaygin bulunan formu HO-1, yapisal formu HO-2 ve son zamanlarda klonlanmig
olan HO-3’dlr (McCoubrey vd 1997, Bauer ve Pannen 2009, Hosick ve Stec 2012). Bu
Uc izoform da ayni reaksiyonu katalizlemektedir ancak HO-3, HO-2'den daha az
fonksiyoneldir ve hem bagimli genlerin diizenleyicisi olarak gérev yapar (McCoubrey vd
1997, Chen vd 2003). Bu izoformlarin kataliz ettikleri reaksiyonda kullandiklari substrat,
kofaktor ve koenzim bakimindan HO-1 ve HO-2 arasinda fark yoktur. Bu izoformlarin
ekspresyonu, hicre tipleri, doku dagihmlari, enzim kinetikleri, Km degerleri,
termostabiliteleri ve immunoreaktiviteleri arasinda farkliliklar varken aminoasit veya
ndkleotit dizileri, aminoasit kompozisyonlari ve transkript numaralari benzerlik gosterir
(Wagener vd 2003). HO-1 ayni zamanda stres proteini (heat shock protein-32) HSP 32
olarak da bilinir (Shibahara vd 1987). HO izoformlarinin molekuler agirliklari yaklagik
HO-1’in 32 kDa, HO-2'nin 36 kDa ve HO-3’lin 33 kDa'dur (Siow vd 1999).

HO-1: HO-1, eritrositlerin pargalandigi organ olan dalak basta olmak uUzere karaciger,
retikiloendotelyal hicreler ve kemik iliginde eksprese edilir (Maines 1997, Ryter vd
2006, Bauer ve Pannen 2009, Leffler vd 2011). Kemik iliginin hematopoietik kdk


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siow%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10341838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wagener%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12869663
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hiicrelerinde HO-1’in varligini gosterilmis ve bu hicrelerin farklilagsmasina engel oldugu
bildirilmistir (Abraham 1991). HO-1, hem ile birebir olarak baglanabilme o6zelligine
sahiptir. HO-1, fizyolojik kogullarda, eritrosit veya hemoglobin metabolizmasiyla direk
ilgisi olmayan dokularda, bazal dizeyde eksprese olur fakat kimyasal veya fiziksel
uyarana kargi 6rnegin hemoliz gibi hemoglobin dizeyinin asiri arttigi durumlarda,
bdbrek, makrofaj ve karaciger parankim hicrelerinde hizli bir sekilde transkripsiyonel
aktivasyon gésterir (Pimstone vd 1971). HO-1 geni ROS’larin da dahil oldugu hiicresel
oksidatif stres olusturan ajanlar ve kimyasallar tarafindan gugli bir sekilde indiklenir.
Bu nedenle strese yanit veren gen olarak bilinir (Ryter vd 2004). HO-1’in bilinen
indUkleyicileri arasinda hem, hem derivativleri, 1s1 soku, agir metaller, duvar kayma
kuvveti, NO, NO donorleri, okside lipidler, hiperoksit, lipopolisakkaritler, forbol esterleri,
sodyum arsenit, AT Il, radyasyon, ultraviyole (UVA), hidrojen peroksit (H,O,), hipoksi,
iskemi-reperflizyon, endotoksin, biylme faktorleri (trombosit kaynakl blyime faktord,
transforming buyume faktori (), okadaik asit, metilglioksal, oksidatif stres, sitokinler
(IL-1, IL-6, IL-10, TNF-q, interferon-y), siddetli isik, glikoz yoksunlugu, prostaglandinler
sayllabilir (Ryter vd 2006, Bauer ve Pannen 2009, Leffler vd 2011). Egzersizin de HO-1
ekspresyonunu arttirdigina dair bilgiler mevcuttur (Thompson vd 2005). HO-1
eksikliginde, buyume geriligi, hemolitik anemi, ciddi ve kalici endotel hasari olustugu
bildirilmistir (Yachie vd 1999).

HO-2: Yapisal hem oksijenaz formu olan HO-2; en fazla testis ve beyinde bulunmakla
birlikte damarlar, merkezi sinir sistemi, gastrointestinal sistem, karaciger ve
bobreklerde de yiiksek miktarda mevcuttur (Ryter vd 2006, Ryter ve Choi 2009). insan
HO-1 ve HO-2 enzimleri, % 40 oraninda, HO-2 ve HO-3 ise % 90 oraninda aminoasit
homolojisi gdstermektedir (Siow vd 1999, Leffler vd 2011). HO-2, HO-1'den farkh
olarak “hem regulatér bolge” olarak bilinen, molekile ilave hem baglanma bdlgeleri
saglayan, fonksiyonel bir bolge igerir. Bu bdlge HO-2’nin hem degregasyonundan farkh
olarak, hem’e bagimli bazi fonksiyonlarinin oldugunun géstergesidir. HO-2’deki ek hem
merkezi NO ve CO igin baglanma noktasi olarak ifade edilmektedir (Ding vd 1999).
HO-2 cevresel stresle aktive olmayip sadece adrenal glukokortikoidlere yanit verirken,
HO-1 kimyasal ve fiziksel bir gok uyaridan etkilenir, bu fark da enzimlerin promoter
bolgelerinde regllator elementlerin  olup-olmamasiyla iligkilidir (Maines 1997,
McCoubrey vd 1997).

HO-3: HO-3 yapisal form olup beyin, karaciger, bobrek ve dalakta eksprese olan ve
hakkinda pek fazla bilgi olmayan Gg¢lncu bir izoformdur (McCoubrey vd 1997). HO-3,
HO-2 amino asit yapisiyla benzerlik gésterir. HO-3, hem katalizini ¢cok etkin olmayan bir
sekilde gercgeklestirir ve hem badimli genlerin dizenleyicisi olarak gdérev yapar
(McCoubrey vd 1997, Chen vd 2003).
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2.3.2. Karbon Monoksitin Etki Mekanizmasi

CO’nun fizyolojik iglevlerini temelde iki mekanizma ile agiklamak mumkuindur.
Birincisi, CO, sGC 'yi aktive ederek cGMP Uretimini uyarir. cGMP artisi, vaskuler duz
kas hiicrelerinde voltaj bagimh Ca*? kanallarini inhibe, Ca**-ATP-azI aktive ve IP'ii
inhibe ederek intraseliller Ca*? konsantrasyonunu azaltir ve vazodilatasyona neden
olur. sGC/cGMP vyolagi, ayrica nérotransmisyon, bronkodilatasyon, koagullasyon ve
duz kas proliferasyonunda da rol alir (Ryter vd 2006, Ryter ve Choi 2009). Bunun
yaninda CO, cGMP bagimsiz mekanizmalarla da vazoregulator etki géstermektedir.
CO, inflamasyon ve strese cevaben, Ca'? ile aktive olan K* kanallari (BKca)'y! aktive
ederek Ca*? duyarlihdini azaltir ve vaskiiler diiz kasi hiperpolarize ederek gevsemesini
saglar (Bauer ve Pannen 2009, Leffler vd 2011) CO, pek ¢ok damarda vazodilatator
etki yaparken, rat gracilis kasi arteri gibi bazi damarlarda kasiima yaniti
olusturmaktadir (Durante vd 2006) (Sekil 2.4). CO disuk konsantrasyonlarda protektif
etkiler (anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti-proliferatif vb.) go&sterirken, ylksek
konsantrasyonlarda ise hemoglobinle baglanarak COHb dolayisiyla hipoksemi
olusturur (Ryter ve Choi 2009).

Sekil 2.4 CO’nun arteryel diz kasta BKc, kanallari araciligiyla vazodilatasyon etkisi
(Leffler vd 2011)

2.3.3. Karbon Monoksit ve Nitrik Oksit Etkilegimi

CO da NO gibi, endotelden salinan vazomotor tonus Uzerine etkili bir
norotransmitter olup benzer sekilde damar gevsetici etkilerini aort gibi buyuk
damarlarda cGMP araciligiyla yaparken, renal arter veya arteriyoller gibi kiguk
damarlarda (rezistans damarlarinda) ise duz kasta yer alan BKc, kanallari araciligiyla
gerceklestirir (Durante vd 2006, Ryter vd 2004, Morse ve Choi 2005). Arteryel diz kas
hicrelerinde BKc, kanallari a ve B subunitlerinden olusmaktadir. NO ve CO, vaskiiler
diz kas hucrelerindeki bu kanallarin farkli subUnitlerini  etkileyerek, farkli

mekanizmalarla aktive etmektedirler (Brenner vd 2000) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 NO ve CO’nun karsilikh etkilesimi (Siow vd 1999)

CO’nun a-subiniti aktive ederek etki gosterdigi disinilmektedir. GUnimuizde
bu mekanizma halen tam olarak anlasilamamistir. CO fizyolojik kosullar altinda
dogrudan aminoasite baglanamaz, bu nedenle CO’nun BKc, kanalindaki heme
baglanmasi kabul géren bir aciklamadir (Jaggar vd 2005, Yi vd 2010). Kanalda yer
alan hem, CO icin reseptér goérevi gérerek, BKc. kanalinin Ca*? duyarliligini
arttirmaktadir (Jaggar vd 2005). Ayrica hem CO hem de NO lipofilik 6zellige sahip olup
gerektigi zaman dusuk konsantrasyonlarda sentez edilerek, hicre membranindan
kolayca diflize olur ve etkilerini gosterebilirler (Hartsfield 2002). Her ikisi de retrograd
habercidirler, cGMP Uretimini arttirarak etkilerini olustururlar, hiicre disinda reseptore
intiyagc duymadan komsu hucreleri etkileyebilirler ve yari émurleri oldukca kisadir.
Boylelikle her ikisi de hlcre ici sinyal molekull olarak gorev yapar ve vaskuler fizyoloji
ve patolojide 6nemli roller Ustlenirler (Kim vd 2011). NO’nun sGC'yi direk aktive
edebilme yetenegi CO’dan fazladir; yani CO sGC enzimindeki hem grubuna daha
dusuk afiniteyle baglanir. Bu nedenle, fizyolojik kosullarda NO, sGC aktivasyonundan
sorumlu ana molekull iken, NO biyoyararlaniminin azaldigi aterogenez gibi patolojik
durumlarda CO’nun vazodilatator aktivitesi, daha énemli olabilmektedir (Siow vd 1999).
CO kararh bir gaz olup, serbest radikal degildir; NO ise bir serbest radikaldir ve bu
nedenle CO, NO’nun oksidatif ve reduktif reaksiyon 6zelliklerini gostermez. CO ve NO
hedef proteinlere farkli sekillerde baglanirlar, CO sadece Fe*¥Hem molekiiliine
baglanirken, NO ise hem Fe™ hem de Fe™ 6zellk gdsteren hemoproteinlere
baglanmaktadir (Hartsfield 2002, Ryter vd 2004).

NO’nun HO-1 ekspresyonuna etkisi genelde artis yoninde iken, HO-2
ekspresyonunda ise azalma seklinde etki gosterir. Ancak su unutulmamalidir, endotel
hasari s6z konusu olan vaskdler patolojik sartlarda NO, HO-1 ekspresyonunu uyarir.
Normal fizyolojik sartlarda bu gérilmez (Pae vd 2010). NO, ROS varliginda, HO-1
geninin transkripsiyonel olarak aktivitesini arttirmaktadir (Morse ve Choi 2005). Disuk
konsantrasyonda CO, eNOS uyarimi yaparak NO salinimini uyarirken, yuksek
dizeydeki CO, eNOS aktivitesini azaltmaktadir. Makrofajlarda HO aktivitesi sonucu
olusan CO, NOS’u inhibe etmektedir (Kim vd 2011). NO, cGMP-bagimli

mekanizmalarla HO-2'nin serebral mikrodamarlarda katalitik aktivitesini arttirirken
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(Leffler vd 2011), izole kalp ve aortik endotel hicrelerinde de CO Uretimini
uyarmaktadir (Maulik vd 1996). Boylece, NO direk olarak HO-2'nin katalitik aktivitesini
inhibe ederken, indirek olarak cGMP’nin artisi yoluyla aktiviteyi uyarmaktadir (Leffler vd
2011).

2.3.4. Karbon Monoksit ve Hipertansiyon

CO, direk vazodilator etkisinin yani sira miyojenik uyaranlara ve konstriktor
agonistlere damar diz kasinin duyarhihdini azaltarak anti-hipertansif mekanizmalara
katkida bulunur. CO, periferal etkilerinin yaninda merkezi sinir sisteminden sempatik
cikigi azaltarak da kan basincinin disuiridlmesinde rol oynamaktadir (Durante vd 2006,
Stec vd 2008).

CO'nun NO icin bir yedekleme (back up) molekulli oldugu ileri strtlmektedir.
HT'de NO sistemi etkilendiginde, kan basinci kontrolinin, CO tarafindan, HO gen
ekspresyonundaki artisla saglandigi gdsterilmistir (Ushiyama vd 2002). Doku NO
seviyesi dusuk oldugu zaman CO’nun sGC yolagini aktive ederek ve NO seviyesi
yuksek oldugunda ise, CO’nun sGC yolagini inhibe ederek kan basincini dizenledigi
gosterilmistir (Kajimura vd 2003). CO eksikligi; periferik diren¢g ve oksidatif stres
artisina, vaskuiler diz kas hlcrelerinin apoptozisi ve proliferasyonuna neden olur ve

bdylece NO ile arasindaki iligki bozularak kan basinci ylukselebilir (Ndisang vd 2004).

2.3.5. Karbon Monoksit ve Egzersiz

Egzersiz protokollerinden CO/HO sisteminin nasil etkilendigi ¢ok fazla
bilinmemektedir. Daha ¢ok akut fiziksel aktivite sonrasi HO enzimindeki degisiklikler
incelenmistir. HO-1 mRNA’sinin iskelet kasinda 1 saatlik tliketici kosu egzersizi sonrasi
ve sinir stimulasyonu ile yapilan kas kontraksiyonlari sonrasi arttigi gosterilmistir (Essig
vd 1997). 8 erkek bireyde yapilan bir galismada maksimal oksijen tiketimi (VOmax)'nin
%70’'inde yaptirilan akut egzersizin lenfositlerde HO-1 ekspresyonunu arttirdigdi
bulunmustur (Thompson vd 2005). Hildebrandt ve arkadaslari da digsuk siddetli ve
uzun sureli egzersizin HO-1 ekspresyonuna neden oldugunu goOstermiglerdir
(Hildebrandt vd 2003). Uzun sureli dizenli egzersizin HO/CO sistemi Uzerindeki etkileri
incelendiginde kosu bandinda VO,n.'In %50’sinde gunde 1 saat, haftada 3 gun ve 14
haftalik egzersizle siganlarin kalp kaslarinda HO-1 gen ekspresyonunun arttigi (Marini
vd 2007) ve yine VO,na'In %50°inde 6 haftalik kosu bandi egzersiziyle aortta HO-1 ve
HO-2 proteinlerinin arttiy1 gésterilmistir (Sun vd 2008). Egzersizin HO/CO sistemindeki

artisa neden olmasiyla ilgili altta yatan mekanizma acgik degildir. Egzersizle oksidan
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stres artigina bagli olarak organizmanin bir savunma hatti olusturup antioksidan gen
olarak bilinen HO-1’in I0kosit aktivasyonuyla endojen olarak uyariminin artabilecegi
dusunudlmektedir (Peake ve Suzuki 2004). Ayrica savunma sisteminin énemli bir
parcasi olarak HO, egzersiz sirasinda termal stres ve kas hasarindan dolay! vaskuler

dilatasyon ve doku korumasinda rol oynayabilir (Sun vd 2008).

2.4. Egzersiz

Fiziksel aktivite, sportif hareketlerden yasamsal aktivitelere kadar pekgok
hareketi icine alan, kas ve eklem hareketlerinin timini iceren genis bir terimdir.
Egzersiz ise; Amerikan Spor Tip Enstitist (ACSM) tarafindan, homeostatik durumun
bozulmasiyla karakterize, fiziksel iyilik halinin saglanabilmesi icin, vicudun tekrarli,
planlanmis ve yapilanmis fiziksel aktiviteleri seklinde tanimlanmistir (Armstrong vd
2006). Egzersiz, fiziksel aktivitenin alt sinifi olarak kabul edilmektedir. Fiziksel aktivite
plansiz yapilabilirken, egzersiz misabaka, fiziksel uygunluk gibi bir amaca yonelik ve
uygulanmasi énceden planlanmis aktiviteler olarak nitelendirilebilir. inaktivite ile iligkili
hastalik riskleri gcocukluk ¢aginda baslamakta ve yasam boyunca giderek artmaktadir
(Booth ve Hargreaves 2011). Egzersiz aligkanhiginin pek ¢ok hastalik gelisimi riskini
azaltmasi nedeniyle son yillarda egzersize kargi blayUk bir ilgi gelismistir (DeSouza vd
2000).

Egzersiz, endotelyal fonksiyonun geligtiriimesi ve sempatik tonusun azaltiimasi
gibi metabolik degisikliklere neden olarak kardiyovaskuler risk faktorlerini azaltmaktadir
(Villeneuve vd 1998). Egzersiz sirasinda atim hacmini, dolayisiyla kalp debisini arttiran
onemli faktorlerin basinda kasta gelisen vazodilatasyon gelmektedir. Vazodilatasyon
sonucu damar direncindeki azalma, c¢ok buyuk miktarda kanin venlere akisini
saglayarak kalbe vendz donisu ve Frank-Starling mekanizmasi ile kalp debisini
arttirmaktadir. istirahatte, bazi kas kapillerinde kan akimi ¢ok az veya hi¢ yokken,
yogun egzersiz sirasinda tum kapiller agilir (Guyton ve Hall 1996).

Egzersizde kasin yaptidi is, O, tlketimini arttinr ve O, tiketimi de kas kan
damarlarinda vazodilatasyon saglayarak, vendz donusu ve kalp debisini arttirir (Akgin
1996). Egzersiz esnasinda yalnizca iskelet kaslari degil, kalp de hipertrofiye
olabilmektedir. Bunun diginda egzersiz, Hb miktarini arttirirken, istirahat kalp atim
sayisini (sporcu bradikardisi) ve kan basincini disirdr. insdlin direncini azaltr,
endotelyal hasari azaltir ve buna bagh eNOS salinimini arttirir, bozulmus lipoprotein
metabolizmasini ve oksidan/antioksidan dengesini duzenleyerek kardiyovaskuler risk

faktorleri GUzerinde olumlu etkiler saglar ve kardiyovaskuler hastaliklara karsi koruyucu
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rol oynar (Wannamethee ve Shaper 2001). Egzersiz renin-anjiotensin-aldosteron
sisteminin aktivasyonunu da arttirir.

Egzersize yanit olarak, periferik adaptasyon mekanizmalari sayesinde iskelet
kaslarinda mitokondri sayisinda ve oksidatif enzimlerde, iskelet kasinin kapiller
dansitesinde, kasin arteriollerden O, alim yeteneg@inde ve arterioventz O, gradyentinde
artis meydana gelmekte ve bunlara bagli olarak ATP olusumunu saglayan aerobik
metabolizma hizlanmaktadir (Levine ve Balady 1993).

Egzersiz esnasinda serbest radikal olusumu da artmaktadir, egzersizle
meydana gelen metabolik hiz artisi sonucunda iskelet kasinda, kalpte ve diger
dokularda oksijen tiketimi belirgin olarak artmaktadir. Agirlik kaldirma veya yuksek
yogunlukta aerobik egzersizin gegici doku hipoksisi olusturabildigi ve hidrojen iyonlarini
arttirabildigi de ifade edilmektedir. Hidrojen, stperoksit anyonlarla reaksiyona girerek
ilave oksijen radikalleri olusumuna yol acar. Doku hipoksisi, demir ve bakir gibi
metallerin serbest kalarak bu metallerin katalizledigi serbest radikal reaksiyonlarinin
olusumuna yol acar. Ek olarak, yorucu veya akut tuketici egzersizi takiben hicre
hasarlanmasi nedeniyle notrofillerin  hasarli iskelet kasina infiltre olarak, guclu
oksidanlar Uretebildikleri de ifade edilmistir (Temiz vd 2000). Ote yandan, egzersiz
egitiminin (uzun sireli egzersiz) pek ¢ok dokuda antioksidan savunma mekanizmalarini
da gelistirdigi bilinmektedir (Golbidi ve Laher 2013).

2.4.1. Egzersiz Tipleri ve Egzersize Fizyolojik Yanitlar

Egzersizler tip, sure ve giddetlerine gore siniflandiriimaktadir. Egzersiz tipleri,
kullanilan enerji kaynaklarina gbre genel olarak aerobik ve anaerobik olarak iki sinifa
ayrilabilir. Bazi spor dallarinda enerji kaynaklarindan biri digerine oranla daha baskin
olarak kullanilirken, bazilarinda ise hem aerobik hem de anaerobik enerji sistemlerinin
katkisi 6nemli duzeydedir (Wilmore ve Costill 1999). Vicudun egzersize fizyolojik
cevabi da egzersiz tipine gore degisiklikler gostermektedir.

Aerobik Egzersiz; Aerobik egzersiz ayni zamanda endurans (dayaniklilik) veya
kardiyovaskuler egzersiz olarak da bilinmekte ve uzun sure is yapabilme ve eforu
devam ettirebilme yetenedi olarak tanimlanmaktadir. Bu terim hem kaslar, hem de
kardiyovaskuler dayaniklilik i¢in kullaniimigtir. Endurans egzersizi, uzamis ve surekli
kasilma seklinde aktivitelerden olusan ve dusik dirence kargi ylksek tekrar seklinde
gerceklestirilen bir egzersiz turadur (Ghosh vd 2010). Yirume, jogging, kosma, ylizme,
paten, bisiklet, kirek, kayak, aerobik dans ve step tipi egzersizlerdir. Aerobik kapasite
oksijen tuketiminin ve Kkardiyorespiratuvar sistemin fonksiyon kapasitesinin bir

OlcimUdir ve VOqnay ile degerlendiriimektedir (Kalyon 2000). ACSM’ye gbére aerobik
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kapasiteyi geligtirmek icin; endurans tipi egzersizler tercih edilmeli, egzersiz VO;max IN
%50-%85 araliginda siddette, haftada 3 ginden fazla siklikta ve 20 dakikadan uzun
sureli olmalidir (Rupp 2001). DlUzenli bir aerobik egzersizle, serbest radikal olusumu
azaltilarak NO biyoyararlanimi restore edilip, yasa bagl gelisebilecek endotel hasari da
onlenebilmektedir (DeSouza vd 2000, Taddei vd 2000).

2. Anaerobik Egzersiz; Anaerobik egzersiz; direng egzersizi ve izometrik egzersiz
seklinde de bilinmektedir, bu tip egzersizle olusan fizyolojik ve biyokimyasal cevaplar,
endurans egzersizlerinden farklidir. Egzersiz suresi uzayip, yogunlugu azaldik¢a
aerobik enerji Uretimi artarken, egzersiz suresi kisalip, yogunlugu arttikgca anaerobik
enerji Uretimi artmaktadir (Ghosh vd 2010). Direng egzersizi hlicrenin enerji ihtiyacini
oksijenden bagimsiz olarak kullandigi, kisa sureli kontraksiyon seklinde aktiviteleri
icerirken, ylksek dirence karsi az tekrar seklinde yapilir (Ghosh vd 2010). Tenis, agirlik
kaldirma, kisa sureli hizli kosular, futbol, basketbol, hentbol, sprint ve ziplama gibi

aktivitelerde anaerobik stregler hakimdir (Dunbar 1992).

2.4.2. Egzersiz ve Hipertansiyon

On yil agkin bir suredir, kardiyak output ve periferik vaskiler direng¢ artisiyla
karakterize kronik dejeneratif hastaliklardan birisi olan HT’nin 6nlenmesinde ve
tedavisinde egzersiz egditimi non-farmakolojik tedavi olarak yaygin bir sekilde
Onerilmektedir (Pescatello vd 2004, Blanco-Rivero vd 2013). Egzersizin kan basincini
azaltici etkisinin mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte arteryel kan
basincinin temel belirleyicileri, kardiyak output ve total periferik direngtir ve kronik
egzersizin aortik baroreseptor duyarlihgini geligtirerek, total periferik direnci azaltma
yoluyla kan basincini dusurebildigi ileri strilen mekanizmalardir (Pescatello vd 2004,
Cornelissen ve Smart 2013). HT'de egzersizin nérohumoral adaptasyonlari incelecek
olursa, egzersize bagh olarak sempatik sinir aktivitesinin ve plazma norepinefrin
seviyesinin azaldigi belirtiimistir (Meredith vd 1991). SHR’lerde kronik egzersizle a-
adrenerjik vazokonstruksiyonun azaldigi bulunmustur (Chen ve Chiang 1996). Fiziksel
aktivite, ozellikle esansiyel HT'de artmis sempatik sinir aktivitesinin azalmasina yol
acmaktadir (Fagard 2011). Bunun yani sira, normotansif bireylerde egzersiz egitimiyle
plazma renin ve AT Il seviyelerinde azalma olurken, hipertansif bireylerde azalma
gosterilememistir (Pescatello vd 2004). Aktif bireylerde HT gelisme riskinin sedanter
bireylerden daha dustik oldugu goésterilmistir (Pescatello vd 2004, Fagard 2011).

HT'’if hastalara ve risk tasiyan bireylere tedavide esas olarak hafif-orta siddette
ilerleyici, genis kas gruplarini igceren duzenli, aerobik egzersiz protokolleri
Onerilmektedir (Whelton vd 2002, Fagard 2011, Blair vd 2012, Campos vd 2013,
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Cornelissen ve Smart 2013). Ancak egzersizin antihipertansif  etkisini
gOsterebilmesinde, egzersize baslangi¢ yasi, egzersizin tipi, siddeti, sikhdi, siresi ve
ayrica kisinin egzersizi devam ettirebilme yetenegi 6nemlidir (Jennings 1997, Graham
ve Rush 2004, Cornelissen ve Smart 2013). Gerek saglikli, gerek HT'if insan ve
hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda egzersiz egitiminin; sadece KB'yi
dusurmedigi, ayni zamanda normal vazomotor tonusun korunmasi ve kan
akiskanhiginin saglanmasina katkida bulunarak endotel disfonksiyonunu iyilestirdigi ve
bdylece kayma geriliminde artisa sebep olarak, endotel bagimli NO aracih damar
gevsemesini arttirdigi gosterilmistir (Kingwell 2000, Sherman 2000).

Egzersizin oksidatif stresi azaltma yoluyla da vaskiler NO biyoyararlanimini
arttirdi§i distnitlmektedir (Faria vd 2010). HTyle artan oksidatif strese cevaben NO
biyoyararlaniminin  azalmasi, HT'if ratlarda mezenterik sempatik baglantida
norepinefrin saliniminin artisina katkida bulunmaktadir (Campos vd 2013). Dahasi,
HT'if ratlarda, orta ve yuksek siddetli aerobik egzersiz egitimiyle ROS uretiminin
azaldigi ve NOS aktivitesinin gelistigi bdylece vaskiler fonksiyonun iyilestirildigi
bildirilmistir (Yang vd 2011, Roque vd 2013). SHR’lerde 10 hafta orta siddette kosu
bandi egzersiziyle oksidatif stres azalmasi ve NO biyoyararlaniminin artisi saglanmistir
(Bertagnolli vd 2008). Bu bilgiler 1siginda, fizyolojik durumlarda dusuk
konsantrasyonlardaki ROS ve reaktif nitrojen turleri (RNS)’nin endotele bagli
vazodilatasyona katkida bulunabildigi séylenebilir (Campos vd 2013).

Egzersiz egitimi ayrica iskelet kasi, myokardiyum ve koroner arteryel kan
damarlarinin ve arteriollerin hem sayisinda (anjiogenezis) ve hem de ¢apinda
(arteriyogenezis) artis gibi birtakim degislikliklere de neden olmaktadir (Duncker ve
Bache 2008). Kisacasl, egzersiz egitimine cevaben vaskiler yeniden sekillenme
(remodeling) gerceklesmektedir (Leung vd 2008). Ayrica Roque ve arkadaslari, HTif
ratlarda 12 haftalik orta siddette aerobik kogu bandi egzersiziyle koroner damarlarin ve
kiiguk arterlerin mekanik ve fonksiyonel 6zelliklerinde gelisme oldugunu bildirmislerdir
(Roque vd 2013). Bu gelismis cevaplarin, NOS ekspresyonunda artis, NO
biyoyararlaniminda ylkselme ve superoksit seviyelerinde azalmadan kaynaklanmig
oldugu dusinulmektedir (Campos vd 2013).

NO’nun vazodilatator fonksiyonu Uzerine egzersiz egitimi siresinin de etkisi
vardir. Sicanlarda kisa sureli egzersiz egitimi (2-4 hafta), iskelet kasi arteriyollerinde
endotelyal NO sentezi ile birlikte Ach ve L-arjinin’nin vazodilatator yanitini
arttirmaktadir. Endotelyal NO Uretimi artigi, egzersiz egitimine adaptasyonda baslangi¢
fazi olusturmaktadir (Sun vd 1994). Cinklu kisa ve orta (2-4 hafta) sirede egzersiz
egitimindeki NO artisina zit olarak, daha uzun sirelerde yapilan ¢alismalarda NO ile

iliskili endotelyal fonksiyonda surekli bir artis gérilmemistir (Kingwell vd 1997). Ayrica
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egzersize bagli olarak e-NOS ekspresyonunun baslangigta arttigi, ancak zamana bagh
olarak degistigine dair kanitlar vardir. Bir hafta boyunca yapilan egzersiz, domuz
pulmoner arterinde e-NOS ekspresyonunda ve Ach’e bagli gevsemede artis ile
sonuglanirken; egzersiz egitiminin 16. haftasinda bu degisiklikler ortadan kalkmigstir
(Johnson ve Laughlin 2000).

Ozet olarak; kisa ve orta sireli egzersiz egitimi e-NOS’u, NO’yu ve NO’nun
biyoaktivitesini arttirmakta ve egzersizle iligkili olan strese kisa sureli tampon
olusturmaktadir. Uzun sureli egzersiz ile, en azindan periferal dolagsimda artmis NO
Uretimi ve olasilikla diger mediatérler, damarlarda yapisal degisiklikleri uyarmaktadirlar
(Iltmen capinda artis gibi). Bu sayede stres, yapisal olarak normalize edilmekte ve NO
aktivitesi tekrar baslangi¢ seviyelerine dénmektedir. Bu durumda, egzersizde meydana
gelen metabolik ihtiyaclarin karsilanmasinin kisa vadede NO’nun neden oldugu
vazodilatasyonla saglandidi, uzun vadede ise metabolik enzim degisiklikleri ve
damarlarin yeniden yapilanmasiyla gercgeklestirildigi bildirilmistir (Brown 2003).

Literatirde uygulanan egzersiz  protokollerinin  HT’if  bireyler/hayvan
modellerinde CO dlzeyi Uzerine herhangi bir etkisi olup olmadigi agiklanamamistir.
CO, K" kanal gegirgenligini arttirarak membranda hiperpolarizasyona yol agar ve
bdylece vazodilatasyon saglar. HO/CO sisteminin etkilenmis olmasi, hipertansiyon
patogenezine katkida bulunur (Boissiere vd 2006). Amerikan Spor Tip Enstitlsi
(ACSM), HT'if bireylerde, haftada 3-7 gun siklikta, 30-60 dk sureyle ve maksimal kalp
hizinin  %40-50’sinden baslanarak %70-85’lere ilerleyen veya VOjmaIn  %55-
65’lerinden bagslayarak %80’lerine ilerleyen, genis kas gruplarini iceren dizenli, ritmik
veya dinamik, aerobik aktiviteleri dnermektedir (Armstrong vd 2006). 2014 yilinda
Kanada hipertansiyon ¢alisma grubu da “Hipertansif bireylerde kan basincini azaltmak
ve non-hipertansif bireylerde kan basincindaki ylikselmeleri dnlemek igin 30-60 dk, orta
siddette, haftada 4-7 gin olacak sekilde dinamik egzersizler (kosu, yuruyus, bisiklet
veya yluzme) gunlik yasama bir rutin olarak eklenmeli bunun yanisira ylksek siddetli
ve izometrik egzersizlerden kaciniimalidir’ 6énerisinde bulunmustur (Dasgupta vd
2014). Onerilen egzersizlerin sistolik kan basincinda yaklasik 4-9 mmHg’lik azalmaya
yol actigi bildiriimektedir (Whelton vd 2002, Kelley ve Kelley 2000).

HT'de kisa sureli egzersiz protokollerinin KB'’yi disurucl etkilerini inceleyen ¢ok
sayida calisma olmasina ragmen, bir yagsam bicimi degisikligi olarak uzun sureli
egzersizin HT gelisimindeki olasi geciktirici/Onleyici etkilerini inceleyen c¢aligsmalar ¢ok
sinirh sayidadir (Melo vd 2003, Agarwal vd 2009, Moraes-Teixeira vd 2010). Bu
konudaki ¢alismalar icin HT gelisimi ve sistemik etkilerinin insana benzemesi agisindan
SHR'ler iyi bir model olusturmaktadir (Lehnen vd 2010). SHR’lerde egzersiz egditiminin

KB artisini onleyici/geciktirici etkilerini inceleyen galismalar egzersize baslangi¢ yasi,
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uygulanan egzersiz protokolleri birbirine benzese de biribiriyle celigkili sonuclara
sahiptir (Graham ve Rush 2004, Agarwal vd 2009, Moraes-Teixeira 2010).

2.4.3. Yiuzme Egzersizi

Yuzme, tGm vacut kaslarinin suyun direncine karsi ¢aligtirilabildigi bir egzersiz
tiridir. Yatay dizlemde efor harcandidi icin kalbin performansi kosan birisinden
farkhdir, kalp ve dolasim sistemi Uzerine olumlu etkileri fazladir ve ayrica eklemlere
binen yuk miktari da azaldi§i igin pek c¢ok kronik hastalik tedavisinde guvenli bir
egzersiz tipidir (Jennings 1997). Kosu gibi, yuzmeye de dereceli olarak baslamak
gerekir (Lazar vd 2013). Yizmeyle ayni zamanda kisinin akciger kapasitesi de artar
boylelikle uzun sire is yapabilme yetenegi kazandirir (Grasii vd 1992). Yizme
egzersizi, ayni anda cok sayida kas grubunu calistirdigi icin HT'if hastalarda
kardiyovaskuler iyilik halinin saglanmasi ve surdurllmesinde 06zellikle 6nerilen bir
egzersiz tiradar (Grasii vd 1992, Jennings 1997, Lazar vd 2013). Ylizme egzersizi,
¢ogunlukla izotonik hareketlerden olusan, kas-iskelet sistemi yaralanmalarina en az
neden olan ve sagligin korunmasinda, hastaliklarin tedavisinde en ¢ok énerilen fiziksel
aktivitedir (Jennings 1997, Tanaka 2009). Yizme ile kapasitans venlerinde basing
artis| gergeklesir; bu da torasik kaviteye kan volumi kaymasina, sonugta da vendz
donus artisina neden olur. Boylece ventrikiler diyastol sonu basinci artar (Lazar vd
2013). Bu durum, kardiyak outputta %30-60 oraninda artigla sonuglanir (Lotshaw vd
2007). Diger aerobik egzersizlere kiyasla yizme ile daha fazla kardiyak output ve atim
hacmi artisi ve daha disuk kalp atim hizi saglanabilir. Parasempatik tonus artisi da s6z
konusudur (Lazar vd 2013).

2.4.4. Egzersiz Sonrasi Detraining Sureci

Detraining, egzersizi kismen veya tamamen birakma sulreci olarak ifade
edilmektedir (Mujika ve Padilla 2000). Egzersize bireylerin uyumu her zaman istenen
seviyede olmamaktadir. Kigi egzersize baglamakta, ancak bunu bir yagam bigimi haline
getirmekte zorlandidi igin, egzersizin antihipertansif etkileri gdzlenmeye baglamis olsa
bile, cesitli sebeplerle kisa sirede egzersizi birakmaktadir (detraining). Son yillarda
egzersizle elde edilmis olan olumlu degisikliklerin egzersizin birakilmasiyla ne kadar
sureyle korunacagi konusundaki ¢alismalar hiz kazanmistir.

Carneiro-Junior ve arkadaglari 4 ayllk SHR’lere 8 hafta boyunca treadmillde
uyguladiklari ilerleyici kosu egzersizini (1. haftada 10 m/dk hiz, 15 dk/gln, %0 egim; 2.
haftanin sonunda 14 m/dk hiz, 30 dk/gln; 3-8. haftalarda 16 m/dk hiz, 1 saat/gtin, %0


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moraes-Teixeira%20Jde%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanaka%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19402742
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egim 5 gln/hafta) takiben 4 haftalik bir detraining periodu gegirmelerini saglamiglar ve
ne uyguladiklari egzersizin ne de detraining periodunun SHR’lerin KB'de istatistiksel
olarak édnemli bir degisiklige sebep olmadigini géstermiglerdir. Arastiricilar 8 haftalik bir
egzersiz periodunun SHR’lerde KB'yi dusirmek igin yeterli bir sure olmadigini ileri
surmuslerdir (Carneiro-Junior vd 2010). Ote yandan, Lehnen ve arkadaslar 6 aylik
siganlara 10 hafta boyunca kosu bandinda hafif-orta giddette ilerleyici egzersiz
uygulamis bunu takiben de 1 ve 2 haftalik detrainingin etkisini incelemislerdir.
Uygulanan egzersiz normotansif sicanlarin kan basincinda herhangi bir degisiklige
sebep olmazken, SHR’lerde KB’de baslangi¢ degerlerine gére %19’luk bir azalmaya
sebep olmustur. 1-2 haftalik detraining sonunda KB'de herhangi bir degisiklik
saptanmamistir. Arastiricilar her 2 detraining periodunun SHR’lerde egzersizle
olusturulan kardiyorespiratuar ve metabolik degisiklikleri geri ¢evirmek icin yeterli
olmadigini ifade etmisler, bu durumun da kismen egzersizin sebep oldugu dinlenim
bradikardisinin detraining periodunda gecikmis kaybina bagli oldugunu ileri
surmuslerdir (Lehnen vd 2010). Bu parametrelerdeki degisimin belirli bir zaman
periyodu iginde KB’ye yansimasi kaginilmaz goérinmektedir. Literatirde SHR’lerde i)
uzun slreli egzersize cevap olarak KB degisimleri, ii) egzersizin birakiimasindan sonra
bu olasi degisimlerin zamana bagh izledigi seyir ve iii) her iki durumdaki olasi

degisimlerin mekanizmasi agiklik kazanmamistir.

2.5. Hipotezler

Calismamiz asagidaki hipotezleri test etmek amaciyla planlanmigtir:

1. Genetik olarak HT’ye yatkin siganlarda (SHR) erken yasta baslanilan, uzun
sureli, hafif-orta siddette genis kas gruplarini icerecek sekilde uygulanan
aerobik egzersiz (ylzme) protokoli HT gelisiminin Onlenmesine katkida
bulunur.

2. SHR’lerde 5-10 haftalik detraining slreci egzersizin kan basinci Uzerindeki
olumlu etkilerinin - kismen de olsa- geri ddnmesine sebep olacaktir.

3. SHR’lerde gerek egzersizin kan basinci Uzerindeki olumlu etkilerinin ortaya
cikmasinda, gerekse detraining periodunda bu olumlu etkilerin geri donmesinde

endotelyal fonksiyon - dolayisiyla NO ve/veya CO - rol oynamaktadir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Calisma kapsaminda hayvanlarin bakimi, tartimi, egzersiz programlarinin
uygulanmasi ve érnek alma asamalari icin Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma birimi (DEHAB) kullaniimistir. Kalp hizi ve kan basinci élgimi Pamukkale
Universitesi Tip Fakiltesi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapilmis ve kan
Karboksihemoglobin indeksinin olgimud hizmet alimi ile Duzen laboratuvarindan
saglanmistir. Western Blot analizleri ve serum NO metabolitleri (NOx "nitrit+nitrat™)
diizeyinin 6lgimi Pamukkale Universitesi Tip Fakdiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gercgeklestirilmistir. Doku takipleri ve imminohistokimyasal analizler
icin Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dal laboratuvarlari
kullaniimistir. eNOS, INOS, HO-1 ve HO-2 gen ekspresyon dizeylerinin belirlenmesi
Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Arastrmanin tim asamalari Pamukkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu (HADEK) yodnetmeligine uygun olarak yapilimistir. Bu tezin
yapilmasina Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu tarafindan onay verilmistir
(PAUHADEK-2012/025).

3.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Gruplandiriimasi

Deneylerde 5 haftalik, geng, erigkin erkek 60’1 WKY kontrol ve 55'i SHR olmak
Uzere toplam 115 adet sican kullaniimigtir. Hayvanlar yurtdisindan saglanmig ve
calisma suresince standart sartlar altinda havalandirmali, sabit 1sili odalarda, % 50 £ 5
nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik—karanlk siklusu bulunan laboratuvar kosullarinda
barindirilarak, 6zel hazirlanmis kafeslerde tutulmus, veteriner hekim kontroli altinda
bakilmistir. Siganlarin beslenmesinde 8 mm’lik standart sigan pellet yemi kullaniimistir.
icme suyu olarak musluk suyu verilmistir. Hayvanlarin istedikleri kadar yem ve su
tlketmelerine izin verilmistir. Teslim alinmalarini takiben yaklasik 3 hafta icinde
deneysel ¢alismalara baslanmistir. Kontrol siganlar ile SHR’lerin ayni yaslarda (age-

matched) olabilmeleri icin calisma iki asamada gerceklestirilmistir. ilk olarak WKY
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kontrol sicanlar satin alinarak deney protokollne tabi tutulmus, onlarin kesimini takiben
SHR’ler satin alinarak ayni iglemler gerceklestirilmistir. Sicanlara 1. giin 10 dakika ile
baslamak suretiyle, her gin sdresi orantili olarak arttirilacak sekilde, 5. glin 1 saate
cikarak yuzme egzersizi uygulanmig ve Morris su tankina adapte olmalari saglanmistir.
Alistirma surecinin son gununde yuzmeyi tercih etme duzeylerine gére WKY ve SHR
sicanlar sedanter olanlar ve egzersiz yapanlar seklinde énce ikiye bdlinerek deney
gruplari olusturulmustur. Sonra WKY sedanter ve SHR sedanter sicanlar zaman 1 ve
zaman 2 olarak ayrilirken, WKY egzersiz ve SHR egzersiz siganlari da egzersiz ve
detraining olarak 2 gruba ayriimislardir (n=10 + 3). Egzersiz gruplarina ayni siddet ve
surede egzersiz uygulanmistir. 10 haftalik egzersiz surecini takiben detraining
grubundaki sicanlarin 5 hafta boyunca kafeslerinde serbestce dolasarak yasamalarina
izin verilmistir. Sedanter gruptakiler de ayni slirede kafeslerinde serbestce dolasmislar
ve 10 hafta boyunca haftada bir glin 10 dakika ylizme egzersizi yapmiglardir. Deneyin
baslangicindan 10 hafta sonra zaman 1 ve egzersiz gruplarindan, 15 hafta sonra da
zaman 2 ve egzersiz detraining gruplarindan kan érnekleri alinmistir. Ek olarak kuguk
gruplarda (n=5-7) 10 haftalik detraining uygulanmistir (ge¢ detraining). Sedanter
sicanlarda zaman 3 grubu, geg¢ detraining grubuna karsilik olusturulmustur (Tablo 3.1).
Sedanter ve egzersiz gruplarinda 10 haftalik yizme egzersizini takiben yaklasik
72 saat icinde kansizlastirilarak oldurilmek suretiyle deney sonlandiriimigtir.

Uygulanan egzersiz ve detraining protokoll daha ayrintili agiklanacaktir.

Tablo 3.1 Deney gruplarinin olusturulmasi

WKY Sedanter Zaman 1 (n=13) (1 tane ex) (Z1K)
WKY Si¢anlar (n=60) Zaman 2 (n=12) (Z2K)

Zaman 3 (n=5) (Z3K)

WKY Egzersiz Egzersiz (n=13) (EK)
Detraining (n=12) (EDK)
Geg¢ Detraining(n=5) (EGDK)

SHR Sedanter Zaman 1 (n=10) (Z1SHR)
SHR (n=55) Zaman 2 (n=9) (Z2SHR)
Zaman 3 (n=5) (Z3SHR)

SHR Egzersiz Egzersiz (n=12) (ESHR)
Detraining (n=12) (EDSHR)
Geg¢ Detraining (n=7) (EGDSHR)

Deneyin basinda (siganlar yaklasik 8 haftalikken) ve deney siresince her 2

haftada 1 tim sigcanlarin agirliklari, kalp hizlari ve kan basinglari dlgtlmustir.



27

Enfeksiyonlar NO metabolitleri diizeyini 6nemli oranda degistirebileceginden hayvanlar

enfeksiyon yoninden ¢ok siki kontrol edilmistir.

3.2. Yizme Egzersizi ve Detraining Protokolii

Tim egzersiz gruplarina DEHAB’da bulunan Morris su tankinda ylzme
egzersizi yaptirilmistir. Bunun igin; 4mx3m boyutlarinda, 150 cm c¢apinda ve 60 cm
yuksekliginde olan dairesel su tanki Ustte 15 cm bosluk kalacak sekilde 45 cm
derinliginde su ile doldurulmustur. Su isisi tankin dibinde bulunan bir termostat sistemi
ile 31.0 £ 2.0 °C’da sabit tutulmustur (Fabri vd 2010). Egzersiz grubundaki SHR ve
WKY siganlara Morris su tankinda 10 hafta sliresince disuk-orta siddette aerobik bir
egzersiz protokoll olan haftada 5 glin giinde 1 saat ylizme egzersizi uygulanmistir.
Sedanter gruptaki sicanlara da 10 hafta boyunca haftada bir giin 10 dakika ylizme
egzersizi uygulanmistir (Silva vd 2011). Ylizme egzersizlerini takiben sigcanlar Morris su
tankindan cikarilip havlu ile kurutulduktan sonra kafeslerine alinmiglardir. Detraining
grubundaki siganlar 10 haftallk egzersiz déneminden sonra 5 hafta boyunca
kafeslerinde sedanter olarak birakilirken, ge¢ detraining grubundakiler 10 hafta
boyunca sedanter birakilmiglardir. Detraining icin si¢canlarin sedanter gruptakiler gibi

ayni kosullar altinda kendi kafeslerinde serbestce dolagmalarina izin verilmigtir.

3.3. Viicut Agirhg Olgiimii

Deneyin basinda (siganlar yaklasik 8 haftalikken) ve deney slresince her 2 haftada

1 tum siganlarin agirhklari dlgiimustar.

3.4. Kalp Hizi ve Kan Basinci Olgiimii

Deneye alinan hayvanlarin kan basinglari non-invazif bir yontemle (tail cuff)
kuyruk arterlerinden Olgulmustiur (Garcia-Pinto vd 2011). Kuyruga takilan halka
seklindeki basing probuyla alinan sinyaller Commat may nibp 200-A Unitesi araciligiyla
bilgisayara aktarilmis ve dlgiimler Labtutor paket programiyla gizdirilen basing traseleri
Uzerinden yapilmistir.  Olgimler sessiz ve sakin laboratuvar ortaminda
gerceklestiriimistir. Hayvanlarin laboratuvarimiza ulasmalarini takiben 3. haftada

(sicanlar yaklasik 8 haftalik iken) deney éncesi bazal de@erleri saptandiktan sonra kalp
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hizi ve kan basinci takibine 2 haftada 1 defa yapilan dlgiimlerle deney protokolu
sonuna kadar devam edilmistir (MacDonnell vd 2005).

Kan basinci dlgimu sirasinda kuyruk arterlerindeki kan akiminin kisa bir sire
kesilmesi halka seklindeki, havayla sisirilebilen bir manget (cuff) ile saglanmigtir.
Kuyruk dibine, basing probunun énine konulan ve belirlenebilen bir basing saglayacak
dizeyde sisen mansetin, yavas yavas otomatik olarak sondirldimesiyle kan akimi
tekrar saglanmis ve arterdeki pulsasyonlarin probla algilanmasina izin verilmistir. Kan
akimi kesildiginde, bilgisayarda kaydedilen o6lcim trasesinde basing pulsasyonlari
goérilmemistir. Manset icindeki basing sistolik basing dizeyine geldiginde artan
amplititte basing pulsasyonlari gértilmeye baslanmistir. Pulsasyonlarin basladi§i nokta
sistolik kan basincini gosteren degerdir ve trase Uzerinde manuel olarak isaretlenmistir.
Bu yontemle kan basincinin dlcim prensibi insandaki kan basincini 6n kol arterinden
6lcme yontemiyle benzerdir.

Kalp hizi ve kan basinci dlgumuU anestezi altinda olmaksizin gergeklestiriimistir.
Olglim sirasinda siganlarin hareketsiz kalmalarini saglamak icin seffaf plastikten
yapilmig, nefes almalarini engellemeyen, boyutlari hayvan biydkligine uygun,
icerisindeki sicakligl 34°C'‘da sabit tutan kuguk kafesler (animal holder) kullanilimigtir.
Her bir denek icin 3 adet dizgun kalp hizi ve kan basinci 6lgim degerleri bilgisayara
kaydedilmis, ortalamalari alinmistir (Sekil 3.1). Deney siresince prosedurli engelleyen
hareketler yapan hayvanlar bir sire kafes disinda bekletilerek sakinlesmeleri
saglanmig ve olgum tekrarlanmigtir. Haftanin 5 gunu egzersiz yapan hayvanlarin kan
basinglari son egzersizden ortalama 18 saat sonra ve daima o gunki yuzme

egzersizlerinden énce kayit edilmigtir.

A..ld M i 4}

Sekil 3.1 Kalp hizi ve kan basincinin hesaplanmasinda kullanilan trase
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3.5. Deneyin Sonlandiriimasi, Kan ve Damar Orneklerinin Alinmasi

Z1K, EK, Z1SHR, ESHR grubuna ait sicanlar 10. hafta, detraining gruplarindaki
(Z2K, EDK, Z2SHR, EDSHR) hayvanlar 15. haftanin sonunda, ge¢ detraining
gruplarindakiler (Z3K, EGDK, Z3SHR, EGDSHR) ise 20. haftanin sonunda Ketamin-
HCI/Xylazine-HCI (75 mg/kg-10 mg/kg) anestezisi altinda abdominal aortalarindan 10
mllik steril enjektérle kan almak suretiyle kansizlastirilarak oldiriimuslerdir.
Hayvanlarin tim aortlar izole edilerek ¢ikariimis ve 3 pargaya ayrilmistir. Modifiye
krebs sollisyonuna alinan torakal ve orta parga etraflarindaki bag ve yag dokudan
ayrilmistir. Torakal parca Western Blot analizi icin kullanilmis, orta aort parga ise
MRNA ekspresyon analizlerinde kullaniimak Gzere RNAlater solisyonu (Life Tech.,
USA) iceren cryotipe aktariimis ve her iki parga da hizlica azot tankinda dondurularak,
daha sonra analiz ediimek iizere -80 °C’de saklanmistir. immiinohistokimyasal analiz
icin abdominal aort pargasi nétral formaline alinmistir.

Hayvanlarin her iki bacagindaki taylu deri kesilip dikkatlice soyulduktan sonra iki
bacaktaki gastrocnemius kaslari damarlarin zedelenmeyecegi sekilde c¢ikariimigtir.
Buzda bekletilen modifiye Krebs sollisyonuyla ylkanan kas o6rneklerinden direng
damarinin izolasyonu i¢cin mikrodiseksiyon asamasina gecilmistir. Diseksiyon
mikroskobu kullanilarak (Zeiss Stemi 2000C), uygun buylUtme derecesinde arter-ven
ayirimi yapildiktan sonra gastrocnemius kasini besleyen iletim tipi arterin dallarindan
ayrilan direng arteri belirlenmistir. Dallanma goézlenmeyen bdlgesinden 2 mm’yi
gecmeyen boydaki damar parcasi izole edilerek etrafindaki bag ve yag dokular
uzaklastinimistir.  Cryotlp icine alinan damar &rnekleri hizlica azot tankinda
dondurulmus ve daha sonra analiz edilmek (izere -80 °C’de saklanmistir. Her grup
denek sayisi n=5-6 olacak sekilde belirlenmistir.

Serum NO metabolitleri (NOx "nitrit+nitrat”) dizeyi Olgimu igin alinan kan
ornekleri cam tlplere (serum tupleri) aktariimistir. 7660 rpm’de 5 dakika santrifij edilen
kan &érneklerinden serumlar ayrilarak -80 °C’de saklanmistir. Kan karboksihemoglobin
(COHD) indeksinin 6lgulmesi igin alinan kan Ornekleri ise heparinize (15 [U/ml)
enjektorde havasi iyice cikarillarak kuru buz icerisinde hizmet alimi yapilan

laboratuvara ayni giin génderilmigtir.
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3.6. Damar Dokularindan Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

3.6.1. Damar Dokularindan Total RNA izolasyonu

Damar doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu ticari bir kit (RNeasy Mini kit, Cat

No 74104, Qiagen) yardimi ile yapilmistir. Total RNA izolasyonu igin uygulanan

protokolde temel basamaklar asagida verilmigtir:

1-

2

3

4

5

6

7-

8

9

Doku oérnekleri (her biri en fazla 30 mg) alindiktan hemen sonra, kitle birlikte
saglanan 600 pl “RNeasy lizis tamponunda (RLT) (B-merkaptoetanol eklenmis
1:10)” doku homojenizatéri (rotor-stator homogenizer Heidolph, RZR 2021)
yardimi ile maksimum hizda 90-120 sn lize ve homojenize edilerek, steril,
RNaz-free ependorf tliptine aktariimistir.

Homojenize edilen doku &rneklerinin Uzerine 590 pl RNaz-free su ve 10 pl
proteinaz K ilave edilerek, 55°C’de 10 dk inklibe edilmistir.

Ependorf tipindeki bu karisim 14.000 rpm’de 3 dk santriflij edilmis Usteki sivi
pipetle alinip, yeni bir steril ependorf tipe aktariimistir.

Bu tlpe, toplam hacim kadar %70’lik etanol ilave edilmis ve mikropipet yardimi
ile homojenize edilmigtir.

Karigimdan 700 pl alinmis ve 2 ml'lik toplama tlplne yerlestiriimis olan spin
kolona aktarilarak ve 11.000 rpm’de 15 sn santrif(j edildikten sonra toplama
tipu degistirilmistir.

Spin kolona 350 ul “Buffer RW1” ilave edilmis ve 11.000 rpm’de 15 sn santrifijj
edildikten sonra toplama tlpl yeniden degistirilmistir.

Her bir érnek icin 80 yl “DNase | karisimi” (Her bir érnek icin 70 ul “RDD Buffer”
ve 10 pl “DNase | stock sollisyonu” eklenerek 80 pl Dnase | karisimi elde
edilmistir) tim kolonu kaplayacak sekilde spin kolona eklenmis ve oda
sicakhiginda 15 dk inkibe edilmigtir.

Her bir spin kolona 350 ul “Buffer RW1” ilave edilmis; 11.000 rpm’'de 15 sn
santrifij edildikten sonra, toplama tipu degistirilmigstir.

Her bir spin kolona 500 ul “RPE buffer” ilave edilmesini takiben 11.000 rpm’de

15 sn santrif(j edildikten sonra, toplama tlipt degistiriimistir.

10- Her bir spin kolona 500 ul “RPE buffer” tekrar eklenmis ve 11.000 rpm de 2 dk

santrifilj edilmis, toplama tlpU yeniden degistirilmigtir.

11- Alternatif olarak, her spin kolon tekrar 14.000 rpm’de 1 dk santrifij edilmigstir.

Her bir spin kolon steril, RNase-free 1.5 ml'lik ependorf tlipune yerlestiriimis ve

tzerine 50 yl RNease-free su eklenerek, 11.000 rpm’de 1 dk santrifj edilmistir.

12- Elde edilen total RNA 6rnekleri, ayni gin cDNA sentezinde kullaniimistir.
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3.6.2. Total RNA Konsantrasyonlarinin ve Saflik Derecelerinin Belirlenmesi

RNA o6rneklerinin  konsantrasyonlari ve safliklari, spektrofotometrik
yontemle (Biophotometer, Eppendorf) belirlenmistir. Olgiimler sirasinda disposable
spektrofotometre  kivetleri  (Eppendorf)  kullaniimigtir.  Konsantrasyon  6lgimi
yapilmadan 6énce, total RNA 6rnekleri 0.5 ml’lik mikrosantriflij tiplerinde 1/50 oraninda
sulandiriimiglardir. Daha sonra, RNA o6rnekleri, spektrofotometre klvetlerine
aktariimistir ve spektrofotometrenin ssRNA programinda konsantrasyon ve saflik
dereceleri belirlenmistir. Tim 6rneklerin “Konsantrasyon, A260, A280, A260/280 orani”

degerleri kaydedilmis ve her bir 6rnegin “stok konsantrasyonlari” hesaplanmistir.
3.6.3. Total RNA Orneklerinden cDNA Sentezi

izole edilen total RNA o&rneklerinden cDNA sentezi, ticari bir kit (QuantiTect
Reverse Transcription Kit, Qiagen) yardimi ile gerceklestiriimistir. cDNA sentezi icin
uygulanan protokolde temel basamaklar asagida ézetlenmigtir.

1. Genomik DNA’nin eliminasyonu amaciyla, her 6rnek icin agagidaki reaksiyon

karisimi hazirlanmistir:

Komponent Miktar
gDNA wipeout tamponu 2 ul
Template RNA 1 yg (her 6rnek icin stok konsantrasyonu hesaplandi)
RNase-free su x yl (her drnek icin hesaplandi)
Toplam hacim 14 pl
2. Hazirlanan reaksiyon karisimi 42 °C’de 2 dk inklbe edilmigtir.
3. Reverse transkripsiyon amaciyla, her drnek igin asagidaki reaksiyon karigimi
hazirlanmistir.
Komponent Miktar
Reverse transkriptaz (RT) 1ul
RT tamponu 4 yl
RT primer karisimi 1l
Template RNA 14 pl (bir 6nceki basamaktan elde edilen)
Toplam hacim 20 pl

4. Hazirlanan reaksiyon karisimi 42 °C’de 15 dk inklibe edilmisgtir.
Reverse transkriptazi inaktive etmek igin, 6rnekler 95 °C’de 3 dk inklbe
edilmistir.

6. Bu asamalarin sonunda 20 pl miktarinda cDNA elde edilmigtir.

7. Ornekler, gergek-zamanli PCR ile analiz edilmek lizere -20 °C’de saklanmistir.
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3.6.4. Gergcek-zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR)

Analizleri

Hedef genler ve p-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon analizi,
gercek-zamanh PCR sistemi (LightCycler 480 Gergcek-zamanli PCR Sistemi, Roche
Diagnostics) kullanilarak yapilmistir. Hedef genlerin mRNA dizeyinde ekspresyon
analizi icin kullanilan primer setlerinin dizayni yapilmis ve sentezletilimistir. Hedef
genlerin mRNA dilzeyinde ekspresyon analizi igin kullanilacak problar, “Universal
Probe Library (UPL)’den (Roche) secilmistir. Referans gen igin, hem 6zgln probu hem
de primer setini iceren “Mouse B-aktin Single Assay” (Assay ID: 500152, Roche)
kullaniimistir. Gergek-zamanl kantitatif PCR analizinde kullanilan hedef ve referans
genlere o6zgun primer setlerinin dizilimleri ve prob numaralari Tablo 3.2'de

gOsterilmistir.

Tablo 3.2 NOS 3 (eNOS),NOS 2 (iNOS), HO-1, HO-2 ve p-aktin mRNA ekspresyon

analizinde kullanilan 6zgun primerlerin dizilimleri (5°—3’) ve UPL prob numaralari

Gen Primer-prob seti Kaynak
eNOS
Primer seti CCT GTG CAT GGA TGA ATA CGA (Forward) Sasaki vd 2002
TGC CAA ATG TGC TGG TCA (Reverse)
UPL numarasi Probe no: 90013502
iNOS
Primer seti GTCTTCCACCAGGAGATGTTC (Forward) Wang vd 2003
CTCCTGCCCACTGAGTTCGTC (Reverse)
UPL numarasi Probe no: 90013504
HO-1
Primer seti TGG GCT CCC TAT ACC AGA TC (Forward) Abraham vd 2012
ATG CCCTTC TTC CAG TGG GG (Reverse)
UPL numarasi Probe n0:90013503
HO-2
Primer seti TTT TAA GCT TGC CAC CAC TG (Forward) Abraham vd 2012
CCT GGT TCT CCC AGT CTT CA (Reverse)
UPL numarasi Probe no0:90013523
P-aktin
Single assay ID: 500 153 (Cat. REF. 05 532 957 001) Ye vd 2012

Tdm hedef genlerin  mMRNA ekspresyon duzeylerinin relatif olarak
belirlenmesinde, referans gen olarak (3-aktin kullaniimistir. Hedef genler olan eNOS,
iINOS, HO-1 ve HO-2’nin mRNA dizeyinde ekspresyonlarini relatif olarak kantite
etmek icin, sirasiyla Tablo 3.3 ve 3.4’te belirtildigi sekilde optimize edilen gercek-
zamanli PCR karisimi ve protokoli uygulanmistir. Her bir hedef gene ait PCR

protokoll ayni zamanda referans gen igin de uygulanmistir.



33

Tablo 3.3 eNOS, iNOS, HO-1, HO-2 ve p-aktin genlerinin mRNA duzeyinde

kantitasyonu amaci ile hazirlanan reaksiyon karigimi

eNOS, iNOS, HO-1 ve HO-2

icerik Hacim Final konsantrasyon
Forward primer 0.5l 0.5 uM
Reverse primer 0.5 pl 0.5 uM
UPL probu 0.2 pl 0.2 uM
Master karigimi* 10 l 2X
PCR-grade su 4.8 pl -
cDNA 6rnegi 4l -
P-Aktin
Single assay 1yl -
Master karigimi* 10 i 2Xx
PCR-grade su 5yl -
cDNA érnegi 4 ul -

*: Master karigimi olarak, “LightCycler 480 Probes Master” kiti kullanildi.

Tablo 3.4 eNOS, iNOS, HO-1, HO-2 ve p-aktin genlerinin mRNA dlzeyinde

kantitasyonu amaci ile uygulanan gergek-zamanli PCR protokolu*

Analiz Modu Dongii  Segment Isi Siire Is1 artigi I\K/laozdaumm
Pre-inkiibasyon
1 95°C 10 dk 4.4 -
Amplifikasyon
Denatlrasyon 95°C 10 sn 4.4 -
45 Annealing 60°C 30 sn 2.2 -
Ekstensiyon 72°C 1sn 4.4 Tek okuma
Sogutma
1 40°C 30 sn 2.2 -

*.  Gergek-zamanli PCR Protokoll; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip cDNA’nin
denatlirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile ¢ogaltilmasi ve 0Ozgiin problar
yardimi ile Urinlin belirlenmesi, Sogutma: Sistemde yer alan rotorun sogutulmasi basamaklarini
icermektedir.

Optimize edilen protokollerle Orneklerin gergek-zamanli PCR agamalari
tamamlanmis ve her bir hedef genin ekspresyon duzeyi referans gen olarak kullanilan
P-aktin’e gore relatif olarak kantitate edilmistir. Bir baska ifade ile, her bir 6rnegin hedef
gene ait mRNA ekspresyon duzeyi, ayni 6rnegin referans gen olan g-aktin (ayni
zamanda, relatif kantitasyonda eksternal standard) ekspresyon diizeyine gére gergek-
zamanli PCR sisteminde varolan yazilim programi (LightCycler Relatif Kantitasyon
Yazilim Programi) kullanilarak hesaplanmistir ve relatif olarak kantite edilmigtir.
Eksternal standart, gergcek-zamanli PCR ile kantitasyon sirasinda hedef ve referans
cDNA miktarlari arasindaki farkliligi, 6rnek yuklemedeki varyasyonlari ve PCR

inhibitérlerinin etkisini dengelemede yardimci olmasi amaci ile segilmigtir.
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3.7. immiinohistokimyasal Olgiim

3.7.1. Doku Takip Yontemi:

-~ ® a0 T o

s ©Q

Alinan dokular nétral formaldehitde 72 saat bekletilmigtir.
Akarsuda 30 dakika yikanmistir.

%70’lik etil alkolde 1 saat bekletilmistir.

%80’lik etil alkolde 1 saat bekletilmistir.

%90’lk etil alkolde 1 saat bekletilmigtir.

%100’lUk etil alkolde 1 saat bekletilmistir.

Ksilende 2 kez 1’er saat sureyle bekletilmistir.

Parafinde 2 kez 1’er saat sureyle bekletilmistir.

Dokulara parafine gdmme ve etiketlenme islemi yapilmistir.

3.7.2. immiinohistokimyasal Boyama

Parafin kesitler (5 pm) ksilende deparafinize edildikten ve dereceli alkol

serilerinde rehidrate edildikten sonra immunohistokimyasal olarak boyanmigtir.

Doku takip yontemi tamamlanan bloklardan, 5 u’ luk kesitler alinip, benmariye

birakilmigtir. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki gibidir:

immiinohistokimyasal boyama yéntemi:

a.

b
C.
d

Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagsima sepetine yerlestiriimigtir.

Lam tasima sepeti etiivde 60 °C’de 1 saat bekletilmistir.

Ksilende, deparafinizasyon islemi i¢inl saat bekletilmigtir.

Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletilmistir.

Alkolden cikan preparatlar akarsuda yikanarak 10 dakika Phosphate-Buffered-
Saline (PBS)de birakiimistir. Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarak
isaretlenmigtir.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’luk H,O,: Metanol (1:9)
karisimi ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldiriimistir.

PBS ile yikanan kesitler, Uzerlerine ilave edilen serum bloklama sollusyonu
(Invitrogen, Lot: 1325114A, Ref: 859043) ile 10 dakika oda sicakhginda
bekletilmigtir.

Kesitler Uzerine uygun primer antikorlar (eNOS, iNOS, HO-1, HO-2) ilave
edilerek 1 gece +4°C’de bekletilmistir. Bu calismada kullanilan primer antikorlar

ve dilusyonlar su sekildedir: eNOS (1:100, Santa Cruz Biotechnology, Lot:
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#K1313), INOS (1:100, Santa Cruz Biotechnology, Lot: #.1912), HO-1 (1:100,
Santa Cruz Biotechnology, Lot: #C2813); HO-2 (1:100, Santa Cruz
Biotechnology, Lot: #G61211). Butun primer antikorlar PBS ile dilue edilmigtir.

i. Kesitler, PBS ile ylkandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edilmistir.

j. Tekrar PBS ile yikanan kesitlere, biotinlenmig-sekonder antikorlara kolayca
baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10 dakika
sureyle uygulanmistir.

k. Kesitler son kez PBS ile ylkandiktan sonra kromojen boyasi DAB
(3,3'diaminobenzidine) ile muamele edilmis ve antijenin lokalizasyonunun daha
iyi g6zlenmesi icin hematoksilen (Merk Harris’) ile zit boyama yapilmistir.

I. Kesitler akarsuda yikanmis ve sirasiyla %50, %70, %96, %100’lik etil alkol
serilerinde 2’'ser dakika bekletilmistir.

m. Dokularin Gzeri entellan ile kapatiimistir.

n. Kesitler Olympus BX51 mikroskobuyla resimlenerek incelenmistir.

Boyanmanin derecesi su sekilde siniflandiriimistir: (+++) kuvvetli pozitif, (++) orta

derecede pozitif, (+) zayif pozitif, (-) negatif.

H skoru =Zi i*Pi formiiliiyle (i: Boyanma derecesi, Pi: hiicre yilizdesi) boyanma

derecesi ve boyanan hulcreler hesaplanmistir. Alinan dokularda damarin butin

katmanlarinda (intima, media ve adventisya) hicre sayimi yapilmigtir.

3.8. Western Blot Teknigi ile Aort ve Gastrocnemius Kasi Direng Arterinden
INOS, eNOS, HO-1 ve HO-2 Protein Miktan Tayini

Damarlar proteaz inhibitér kokteyli (Thermo Scientific Lot PD 197970) iceren lizis
tamponu (Radioimmunopresipitasyon -RIPA), ile homojenize edilmis ve 14000 rpm’de,
+4°C’de 20 dk santrifilj edilerek siipernantantlar elde edilmistir. Siipernatantlarin
protein dizeyleri Bradford metodu ile kit (BioRad, Quick Start Bradford, Cat #500-0205)
araciligiyla belirlenmistir. Doku proteinleri ve yukleme kontrol proteini (alfa-tubulin, sc-
31779, Santa Cruz) % 7,5’luk (eNOS ve iNOS proteinleri icin) - 10’'luk (HO-1 ve HO-2
proteinleri icin) poliakrilamid jellere yuklenerek (her bir kuyucuga gérintilecek protein
bagl olarak 30-50ug/20 ul seklinde) elektroforetik olarak ayristiriimistir. Ayrismadan
sonra proteinler yari-kuru blotter ile jelden polyvinylidine difluoride (PVDF) membrana
(BioRad Immun-Blot PVDF membrane) transfer edilmistir. Transferi takiben PVDF

membranlar % 0.1 oraninda Tween 20 ve % 5 oraninda sut tozu igeren fosfat tamponu
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(TBS (Tris Buffered Saline)-T) icerisinde oda isisinda 1 saat acili ¢alkalayici ile (80
rom’de) inkibe edilmistir. Daha sonra membranlar sit tozsuz yikama sollsyonu (TBS-
T) ile 5 dk siddetli bir sekilde calkalanarak (120 rpm’de) yikanmistir. Yikama
solisyonunun uzaklastirimasini takiben membranlar eNOS proteini i¢in 1: 750
oraninda (sc-654, Santa Cruz), HO-2 proteini igin ise 1:200 oraninda (sc-7697, Santa
Cruz) diliie edilmis olan primer antikor soliisyonuyla +4 °C’de gece boyu yatay
calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. HO-1 (sc-1796, Santa Cruz) ve iINOS (sc-649,
Santa Cruz) i¢in bu proteinlere karsi gelistiriimis primer antikorlarin uygun dilusyonlari
ile ayni islemlerin uygulanmasi planlanmistir. Primer antikorla inklbasyonu takiben
membran yilkama sollsyonu (TBST) ile 5 kez 5’er dk siddetli bir sekilde calkalanarak
(120 rpm’de) yikanmis ve yikama sollsyonu uzaklastirildiktan sonra oda isisinda yatay
calkalayicida 1 saat sure ile uygun dilusyonlarda sekonder antikorlar (eNOS ve iINOS
igin sc-2004, Santa Cruz, HO-1 ve HO-2 i¢in sc-2020 Santa Cruz,) ile inklibe edilmistir.
Sekonder antikor ile inkiibasyonu takiben, tekrar TBS-T ile 5 kez 5’er dakika siddetli bir
sekilde calkalanarak (120 rpm’de) yikandiktan sonra Western Blot bantlar
goériuntilenmeye calisiimis, tarayicidan gegirilerek NOS 3 (eNOS), NOS 2 (iNOS), HO-
2, ve HO-1% ait bant yogunluklarinin, Adobe Photoshop programi ile analiz edilerek
sayisal hale getiriimesi amaclanmistir. Yikleme kontrol proteinine (alfa-tubulin) ait bant
yogunluklarinin ise membran striping’i yapildiktan sonra bu proteine uygun primer (sc-
31779, Santa Cruz) ve sekonder (sc-2020, Santa Cruz) antikorlar kullanilarak yukarida

anlatilan yonteme gore belirlenmesi planlanmistir.

3.9. Serum Nitrik Oksit Metabolitleri (NOx "nitrit+nitrat") Diizeyi Olgiimii

-80 °C’da dondurulan serumlardan Ticari bir kit (Nitric Oxide Colorimetric

Assay, Roche Diagnostic, Germany) araciligiyla élgulimustar.

3.10. Kan Karboksihemoglobin indeksinin Belirlenmesi

Kan karboksihemoglobin (COHb) indeksi hizmet alimi yapilarak istanbul

Dizen Laboratuvarinda Cobas b221 system (Roche Diagnostic) cihazi ile

degerlendirilmistir
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3.11. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 21.0 paket programiyla
analiz edilmigtir. Surekli degiskenler ortalama * standart hata (SH) olarak verilmigtir.
immiinohistokimyasal analizler igin (+) boyanan hicrelerin yiizdesi alinarak H skoru
hesaplamasi kullaniimigtir. H skoru degeri herbir kategoriden boyanan hucrelerin
toplami H skoru =Zi i*Pi formUli kullanilarak belirlenmistir. i: Boyanma derecesi, Pi ise
hicre ylzdesini gostermektedir. Her bir preparat 200X biylitmede bes farkh alan
sayllarak degerlendiriimistir. Olglimler arasindaki bagimsiz grup karsilastirmalarinda
Kruskal Wallis Varyans Analizi ve takiben Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi
kullanilmigtir. Bagimh grup karsilastirmalarinda Friedman Testi ve Bonferroni
diizeltmeli Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi kullaniimistir. istatistiksel olarak

p<0,05 degerleri dnemli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg Olgiimleri

Calismada kullanilan siganlarin  vicut agirligi  olgimleri  Sekil 4.1°de
sunulmustur. SHR’lerin 1. haftada (sicanlar yaklasik 8 haftalikken) &lgilen vicut
agirliklari kendi kontrollerine goére (Z1SHR’nin Z1K’ya, Z2SHR'nin Z2K’ya, Z3SHR'nin
Z3K'ya, ESHR’nin EK’'ya, EDSHR’nin EDK’ya, EGDSHR’nin EGDK’ya gore) istatistiksel
olarak 6nemli dizeyde dusik bulunmustur (p<0,0001). Bu fark deney sonuna kadar
devam etmistir. Kontrol siganlarda egzersizin vicut agirhgini disadrtci etkisi 9. haftada
gbzlenmeye baglanmis (EK ile Z1K, EDK ile Z2K, EGDK ile Z3K arasi fark), farklar
deney sonuna kadar korunmustur (p<0,0001).

Hipertansif sigcanlarda ise, egzersizin kilo verdirici etkisi 3. haftada gdézlenmeye
baslanmistir. 3.ve 5. haftalarda, EGDSHR grubu siganlarin vicut agirliklari Z3SHR’ye
gore, 5. ve 7. haftalarda ise ESHR ve EDSHR gruplarindaki siganlarin kilolari sirasiyla
Z1SHR ve Z2SHR’ye gore istatistiksel olarak 6nemli oranda dusuk bulunmustur
(p<0,0001). SHR’lerde detraining surecinin ilk dlcimlerinde (11. hafta) egzersizin vicut
agirhgini azaltic etkisinin ortadan kalktigi gézlenmigtir. ilging olarak, egzersizi birakan
hipertansif sicanlar hizla kilo almaya baglamis ve 15. haftada egzersiz yapmayan

hipertansif sicanlara goére daha agir hale gelmislerdir (p<0,0001).

4.2. Kalp Hizi ve Kan Basinci Olgiimleri

Hipertansif siganlarin kalp hizlarinin ilk élgimden itibaren deney sonuna
kadar kontrol siganlara gore ylksek oldugu tespit edilmigtir (p<0,0001). Egzersizin kalp
hizini azaltici etkisi hipertansif siganlarda 3., normotansif siganlarda 5. haftada
gbzlenmeye baslamistir (p<0,0001). Farklar kontrollerde deney sonuna kadar devam
ederken, hipertansif siganlarin kalp hizi egzersizi birakmayi takiben artmaya baslamis,
19. haftada kalp hizi agisindan sedanter hipertansif sicanlarla aralarindaki fark ortadan
kalkmigtir (Sekil 4.2).
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WHKY SEDANTER WKY EGZERSIZ

--Z1K + EK
-Z2K -0~ EDK

»Z3K - EGDK

SHR SEDANTER SHR EGZERSIZ

&-Z1SHR —+ ESHR
#-Z2SHR -o-EDSHR

“#~Z3SHR -@ EGDSHR

Vicut Agirhigi (gr)

1. hafta
3, hafta
5. hafta
7. hafta
9, hafta
11, hafta
13, hafta
15, hafta
17. hafta

Sekil 4.1 Deney gruplarinin vicut agirhdi élgumleri (gr).

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR %p <
0,0001, WKY %ruplarlnln karsilik gelen SHR gruplarindan farki; b:p < 0,0001, EK’dan fark; °:p < 0,0001,
EDK’dan fark; “:p < 0,0001, EGDK’dan fark; :p < 0,0001, ESHR’den fark; f:p < 0,0001, EDSHR’den fark;
9:p < 0,0001, EGDSHR'den fark

Sekil 4.3 deney gruplarinin SKB degerlerini gostermektedir. Deneyin
baslangicindan sonuna kadar SHR’lerin SKB’leri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli duzeyde ylksek saptanmistir (p<0,0001). Egzersizin SKB'’yi azaltici
etkisi kontrol sicanlarda 9. haftada gbézlenmeye baslamistir (p<0,0001). Egzersizi
birakir birakmaz normotansif sicanlarda SKB ylkselmeye baslamis ve 13. haftada
yapilan dlgimde EK ile Z1K, EDK ile Z2K, EGDK ile Z3K gruplari arasindaki fark
ortadan kalkmigtir. Ote yandan, hipertansif siganlarda ise egzersizin SKB'yi azaltici
etkisi daha erken (7. haftada) gbézlenmeye baslamig, egzersizi birakinca da 5 hafta
boyunca korunmaya devam etmistir (p<0,0001). Egzersizi birakan SHR’lerin SKB’si ile
sedanter SHR’lerin SKB’si arasindaki istatistiksel fark 17. haftada ortadan kalkmisg, 19.

haftada her iki grubun SKB’si ayni degere ulagsmistir.
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SHR SEDANTER  SHR EGZERSIZ

#Z21SHR 4+ ESHR
-#Z2SHR - EDSHR

-+23SHR -+ EGDSHR

WKY SEDANTER ~ WKY EGZERSIZ

i 71K + EK
]

]

s +22K <+ EDK
g m +73K & EGDK

1 hafta
3, hafta
5. hafta
7. hafta
9, hafta
11. hafta
13. hafta
15. hafta
17. hafta
19, hafta

Sekil 4.2 Deney gruplarinin kalp hizi élgimleri (atim/dk).

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Geg Detraining SHR %p <
0,0001, WKY 9ruplar|n|n karsilik gelen SHR gruplarindan farki; b:p < 0,0001, Z1K’dan fark; %:p < 0,0001,
Z2K’dan fark; “:p < 0,0001, Z3K’dan fark; ®:p < 0,0001, ESHR’den fark; f:p < 0,0001, EDSHR'den fark;%:p
0,0001, EGDSHR’den fark

4.3. Aort ve Gastrocnemius Kasi Diren¢ Arterlerinde iNOS, eNOS, HO-1 ve HO-2
Genleri mRNA Ekspresyon Duzeyleri

CGalismaya dahil edilen gruplara ait damar doku érneklerinde INOS, eNOS,
HO-1 ve HO-2 genleri mRNA ekspresyon duzeyleri S-aktin geni mRNA dizeyine goére
relatif olarak kantite edilmistir. Sekil 4.4 tim gruplarin aort INOS mRNA ekspresyon
dizeylerini géstermektedir. Gruplar arasinda aort INOS mRNA ekspresyon duzeyleri

acisindan istatistiksel olarak énemli dizeyde herhangi bir fark saptanmamistir.
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SHR SEDANTER SHR EGZERSIZ

—#-Z1SHR —+ ESHR

—#-Z2SHR - EDSHR

~4-Z3SHR -# EGDSHR

WKY SEDANTER WKY EGZERSIZ

+ZiK + EK

Sistolik Kan Basinci (mmHg)

+Z2K - EDK

+Z3K + EGDK

Sekil 4.3 Deney gruplarinin sistolik kan basinci élgtimleri (mmHg).

11. haft:
13. haft:
15. hafta
17. hafta
19. hafta

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR %p <
0,0001, WKY gruplarlnln karsilik gelen SHR gruplarindan farki; b:p < 0,0001, Z1K'dan fark; “:p < 0,0001,
Z2K’dan fark; “:p < 0,0001, Z3K’dan fark.®:;p < 0,0001, ESHR’den fark; f:p < 0,0001, EDSHR’den fark;%p <
0,0001, EGDSHR’den fark

Aort INOS mRNA ekspresyon dizeyleri igin fluoresan degerleri; Z1K grubunda
ortalama deger 1.212 + 0.464 (aralik: 1.05-1.32), Z2K grubunda ortalama deger 1.302
1 0.047 (aralk: 1.15-1.50), Z3K grubunda ortalama deger 1.297 + 0.112 (aralik: 0.88-
1.49), EK grubunda ortalama deger 1.271 £ 0.062 (arahk: 1.1-1.58), EDK grubunda
ortalama deger 1.557 + 0.226 (aralik:1.27-2.23), EGDK grubunda ortalama deger
1.303 + 0.112 (aralk: 1.19-1.5), Z1SHR grubunda ortalama deger 1.362 + 0.054
(arahk:1.03-2.09), Z2SHR grubunda ortalama deger 1.563+0.224 (aralik:1.34-2.01),
Z3SHR grubunda ortalama deger 1.309 + 0.05 (aralik:1.19-1.44), ESHR grubunda
ortalama deger 1.391 £ 0.224 (aralik: 1.08-1.8), EDSHR grubunda ortalama deger
1.282 + 0.076 (aralik: 1.14-1.58), EGDSHR grubunda ortalama deger 1.616 + 0.65
(aralik:1.05-2.95) olarak belirlenmistir.
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Relatif mRNA Ekspresyonu
AortiNOS

Sekil 4.4 Gruplarin aort INOS mRNA ekspresyon duzeyleri.

Ortalama+SH.Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Geg Detraining SHR.

Aort eNOS mRNA ekspresyon dlzeyleri acgisindan da gruplar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli dizeyde bir fark saptanmamistir (Sekil 4.5). Aort eNOS
MRNA ekspresyon dlzeyleri icin fluoresan degerleri, Z1K grubunda ortalama deger
0.913 + 0.055 (aralik: 0.72-1.06), Z2K grubunda ortalama deger 1.236 + 0.13 (aralik:
0.97-1.74), Z3K grubunda ortalama deger 0.964 + 0.091 (aralk: 0.68-1.24), EK
grubunda ortalama deger 0.869 + 0.071(aralik: 0.6-1.09), EDK grubunda ortalama
deger 1.007 + 0.067 (aralk:0.87-1.17), EGDK grubunda ortalama deger 0.938 + 0.061
(arahk: 0.7-1.07), Z1SHR grubunda ortalama deger 0.873 + 0.09 (aralik: 0.57-1.23),
Z2SHR grubunda ortalama deger 1.0551£0.224 (aralik: 0.59-1.34), Z3SHR grubunda
ortalama deger 0.905 + 0.059 (aralik:0.78 -1.03), ESHR grubunda ortalama
0.694+0.085 (aralik: 0.52-0.96), EDSHR grubunda ortalama deger 0.927 + 0.059
(arahk: 0.83-1.15), EGDSHR grubunda ortalama deger 1.005 + 0.04 (aralik:0.88-1.15)

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Gruplarin aort eNOS mRNA ekspresyon dizeyleri.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

Sekil 4.6 ve 4.7 sirasiyla aort HO-1 ve HO-2 mRNA degerlerini gostermektedir.
Benzer sekilde, aort HO-1 ve HO-2 mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan da gruplar
arasinda istatistiksel olarak énemli diizeyde bir fark saptanmamistir.

Aortta HO-1 mRNA ekspresyon dizeyleri icin fluoresan degerleri; Z1K
grubunda ortalama deger 1.14 + 0.125 (aralik: 0.9-1.67), Z2K grubunda ortalama deger
1.282 + 0.279 (arahk: 0.97-2.68), Z3K grubunda ortalama deger 1.383 + 0.146 (aralk:
1.04-1.88), EK grubunda ortalama deger 0.989 + 0.078 (aralik: 0.6-1.26), EDK
grubunda ortalama deger 1.019 + 0.026 (aralik: 0.97- 1.07), EGDK grubunda ortalama
deger 0.987 + 0.067 (aralik: 0.8-1.17), Z1SHR grubunda ortalama deger 1.271+ 0.273
(arahk: 0.85-2.63), Z2SHR grubunda ortalama deger 1.213 + 0.125 (aralk: 0.96-1.34),
Z3SHR grubunda ortalama deger 0.837 + 0.069 (aralik: 0.71-1), ESHR grubunda
ortalama 0.769 + 0.078 (aralk: 0.52-0.96), EDSHR grubunda ortalama deger 0.877 %
0.047 (aralik: 0.76-1), EGDSHR grubunda ortalama deger 1.017 + 0.062 (arahk: 0.77-
1.22) olarak saptanmistir.

Aortta HO-2 mRNA ekspresyon duzeyleri igin fluoresan degerleri, Z1K
grubunda ortalama deger 0.67 + 0.135 (aralk: 0.25-1.02), Z2K grubunda ortalama
deger 0.797 £ 0.088 (aralik: 0.49-1.08), Z3K grubunda ortalama deger 0.748 + 0.107
(aralk: 0.48-1.06), EK grubunda ortalama deger 0.791 + 0.132 (aralik: 0.38-1.47), EDK
grubunda ortalama deger 0.607 + 0.08 (aralik: 0.37- 0.73), EGDK grubunda ortalama
deger 0.878 + 0.156 (aralik: 0.34-1.2), Z1SHR grubunda ortalama deger 0.548 + 0.08
(arahk: 0.32-0.83), Z2SHR grubunda ortalama deger 0.582 + 0.329 (aralk: 0.24-1.24),
Z3SHR grubunda ortalama deger 0.892 + 0.284 (aralik: 0.44-1.65), ESHR grubunda
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ortalama 0.739 + 0.158 (aralik: 0.27-1.19), EDSHR grubunda ortalama deger 1.036 +
0.2537 (aralik:0.58-2.01), EGDSHR grubunda ortalama deger 0.669 + 0.081 (aralik:
0.42-0.94) olarak tespit edilmigtir.
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Relatif mRNA Ekspresyonu

Sekil 4.6 Gruplarin aort HO-1 mRNA ekspresyon diizeyleri.

Ortalama+SH.Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

Relatif mRNA Ekspresyonu
AortHO2

Sekil 4.7 Gruplarin aort HO-2 mRNA ekspresyon duzeyleri

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

Gastrocnemius kasi direng arterinde iINOS mRNA ekspresyon dulzeyleri igin
fluoresan degerleri; Z1K grubunda ortalama deger 1.195 + 0.053 (aralik: 1.07-1.37),
Z2K grubunda ortalama deger 1.2+0.051 (aralk: 1.08-1.34), Z3K grubunda ortalama
deger 1.097 £ 0.364 (aralik: 0.4-1.62), EK grubunda ortalama deger 1.29+0.108 (aralik:
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1.06-1.79), EDK grubunda ortalama deger 1.431+ 0.149 (aralik: 1.14-1.84), EGDK
grubunda ortalama deger 0.888+0.327 (aralik: 0.24-1.3), Z1SHR grubunda ortalama
deger 1.51 + 0.211 (arahk: 1.1-2.37), Z2SHR grubunda ortalama deger 1.284 + 0.26
(arahk: 1.02-1.55), Z3SHR grubunda ortalama deger 1.799 + 0.321 (aralik: 1.16-2.2),
ESHR grubunda ortalama deger 1.131+0.05 (aralk: 0.96-1.25), EDSHR grubunda
ortalama deger 1.337 + 0.117 (aralik:1.06-1.75), EGDSHR: grubunda ortalama deger
1.094 + 0.055 (aralik: 0.97-1.24) olarak belirlenmistir.

Sekil 4.8, gastrocnemius kasi direng arterinde INOS (NOS2), Sekil 4.9 ise
eNOS (NOS3) mRNA degerlerini gostermektedir. Gruplar arasinda her iki parametre

acisindan istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir fark saptanmamistir.

Relatif MRNA Ekspresyonu
Gastrocnemius kasi direng arteri
iNOS

Sekil 4.8 Gruplarin gastrocnemius kasi diren¢ arterlerinde iNOS mRNA ekspresyon
duzeyleri.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Geg Detraining SHR.

Gastrocnemius kasi direng arterinde eNOS mRNA ekspresyon duzeyleri igin
fluoresan degerleri; Z1K grubunda ortalama deger 0.721 £+ 0.109 (aralik: 0.4-1.07), Z2K
grubunda ortalama deger 0.808 + 0.159 (aralik: 0.23-1.25), Z3K grubunda ortalama
deger 0.514 £ 0.197 (aralik: 0.23-0.9), EK grubunda ortalama deger 0.694 + 0.147
(arahk: 0.19-1.14), EDK grubunda ortalama deger 0.72 + 0.147 (arahk: 0.44-1.01),
EGDK grubunda ortalama deger 0.656+0.212 (aralik: 0.26-0.99), Z1SHR grubunda
ortalama deger 0.848 + 0.083 (aralk: 0.65-1.07), Z2SHR grubunda ortalama deger
0.815 £ 0.216 (aralik: 0.6-1.03), Z3SHR grubunda ortalama deger 0.653 + 0.206
(aralik: 0.31- 1.03), ESHR grubunda ortalama deger 0.809 + 0.134 (aralik: 0.44-1.06),
EDSHR grubunda ortalama deger 0.683 + 0.146 (aralik: 0.39-1.1), EGDSHR: grubunda
ortalama deger 0.763 + 0.116 (aralk: 0.44-1) olarak saptanmigtir.
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Relatif MRNA Ekspresyonu
Gastrocnemius kasi direnc arteri

Sekil 4.9 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde eNOS mRNA ekspresyon
duzeyleri.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Ge¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

Sekil 4.10, Gastrocnemius kasi direng arterinde HO-1, Sekil 4.11 ise HO-2
MRNA degerlerini gdstermektedir. Gruplar arasinda her iki parametre agisindan
istatistiksel olarak 6nemli dlizeyde bir fark saptanmamistir.

Gastrocnemius kasi diren¢ arterinde HO-1 mRNA ekspresyon duzeyleri igin
fluoresan degerleri; Z1K grubunda ortalama deger 0.886 + 0.075 (aralk:0.62-1.12),
Z2K grubunda ortalama deger 0.988 + 0.814 (aralik:0.8- 1.34), Z3K grubunda ortalama
deger 1.131 + 0.264 (aralik:0.77-1.65), EK grubunda ortalama deger 0.923 + 0.06
(arahk:0.74-1.16), EDK grubunda ortalama deger 1.09 + 0.05 (aralk: 1-1.23), EGDK
grubunda ortalama deger 1.019 + 0.207 (aralik:0.62-1.32), Z1SHR grubunda ortalama
deger 0.72 £ 0.071 (aralk: 0.49-0.9), Z2SHR grubunda ortalama deger 0.843 + 0.006
(arahk: 0.84-0.85), Z3SHR grubunda ortalama deger 1.233 + 0.314 (arahk: 0.91-1.86),
ESHR grubunda ortalama deger 1.018 + 0.084 (aralik:0.9-1.35), EDSHR grubunda
ortalama deger 1.245 + 0.124 (arahk:0.81-1.48), EGDSHR: grubunda ortalama deger
1.068 £ 0.127 (aralik:0.74-1.34) olarak saptanmigtir.



47

1,6

=
PN B

o0

HO-1

0,6

0,4

RelatifmRNA Ekspresyonu
Gastrocnemius kasi direnc arteri
>

o ot
TS

Sekil 4.10 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde HO-1 mRNA ekspresyon
duzeyleri.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Ge¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Geg Detraining SHR.

Gastrocnemius kasi direng arterinde HO-2 mRNA ekspresyon duzeyleri igin
fluoresan degerleri; Z1K grubunda ortalama deger 1.041 + 0.227 (aralik: 0.52-2.07),
Z2K grubunda ortalama deger 0.557 % 0.076 (aralik: 0.35-0.83), Z3K grubunda
ortalama deger 0.742 £ 0.13 (aralik: 0.58-1), EK grubunda ortalama deger 0.682 *
0.186 (aralik: 0.09 - 1.33), EDK grubunda ortalama deger 1.006 * 0.349 (aralik: 0.53-
2.04), EGDK grubunda ortalama deger 0.781 + 0.296 (aralik: 0.37-1.36), Z1SHR
grubunda ortalama deger 0.63 £ 0.13 (aralik: 0.4-1.23), Z2SHR grubunda ortalama
deger 0.433 £ 0.034 (aralk: 0.4-0.47), Z3SHR grubunda ortalama deger 1.143 + 0.291
(arahk: 0.56-1.49), ESHR grubunda ortalama deger 0.828 + 0.162 (aralik: 0.55-1.46),
EDSHR grubunda ortalama deger 1.031 + 0.284 (arahk: 0.27-1.86), EGDSHR
grubunda ortalama deger 0.728 + 0.324 (aralik: 0.32-1.69) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.11 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde HO-2 mRNA ekspresyon
duzeyleri.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

4.4. immiinohistokimyasal Boyama Sonuglari

Deney gruplarindaki aort ve gastrocnemius kasi direng arterlerinde doku
dizeyinde endotel, medya ve adventisya tabakalarinda NOS2 (iNOS), NOS3 (eNOS),
HO-1 ve HO-2nin varhdini ve yerlegsimini belirlemek amaciyla imman boyanmalari
degerlendirilmistir. Aortta INOS degerlendirmesi, tim gruplarda tunika adventisyada
pozitif ekspresyon goésterirken bazi gruplarda endotelde ve tunika medyada da pozitif
boyanan hicrelere rastlanmigtir. Genel olarak tim gruplarda aortta eNOS diger
antikorlara karsin en fazla ekprese olmustur. Ekspresyon endotelde, tunika
adventisyada yogun olarak izlenirken tunika medyada hem pozitif ve hem de negatif
boyanan hdcrelere rastlanmigtir. Aortta HO-1 immunboyanmasi i¢in ise, tum gruplarin
endotel tabakasi ve tunika medyasi negatif boyanma gdsterirken tunika adventisyada
zayif ve orta dereceli boyanmalar izlenmistir. Aort HO-2 imminboyama sonuglarina
gore, ESHR, EDSHR ve EGDSHR gruplarinda endotel ve adventisyada yogun
boyanma izlenirken Z1SHR, Z2SHR ve Z3SHR gruplarinda daha zayif boyanma
g6zlenmistir. WKY egzersiz gruplarinda ise endotelde zayif, adventisyada orta
derecede boyanma izlenirken tunika medyada ise negatif boyanma izlenmistir. WKY
sedanter gruplarinda ise endotelde ve tunika medyada zayif boyanma goézlenirken,

adventisyada yogun ekspresyon dikkat ¢ekiciydi.
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Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterleri iINOS agisindan imminboyanma
Ozellikleri  degerlendirildiginde, tim gruplarda NOS2 ekspresyonu 6zellikle
adventisyada yogun bununla birlikte tunika medya ve endotelde orta ve zayif boyanma
izlenmistir. Gastrocnemius kasi direng arterlerinde gosterilen NOS3 ise, tim gruplarda
endotel, medya ve adventisya tabakalarinda kuvvetli ve orta derecede boyanma
gOstermistir.

HO-1 agisindan dederlendirilirse, tim gruplarda endotel ve tunika medyada
negatif boyanma izlenirken, adventisya tabakasinda zayif boyanma dikkati
cekmektedir. HO-2 gastrocnemius kasi direng arterinde, egzersiz gruplarinda her (¢
tabakada da pozitif ekspresyon gostermis sedanter gruplarda ise endotelde boyanma
daha az olarak izlenmistir.

Bunlarla birlikte, Sekil 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15 sirasiyla aort NOS2 (iNOS),
NOS3 (eNOS), HO-1 ve HO-2 proteinlerinin varlhigini ve yerlesimini, Sekil 4.16, 4.17,
4.18 ve 4.19 ise siraslyla gastrocnemius kasi direng arterlerinde iNOS, eNOS, HO-1 ve

HO-2 proteinlerinin varhdini ve yerlesimini gostermektedir.
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Sekil 4.12 Gruplarda aort iINOS proteinlerinin yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Ge¢
Detraining SHR
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Sekil 4.13 Gruplarda aort eNOS proteinlerinin yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Geg
Detraining SHR
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Sekil 4.14 Gruplarda aort HO-1 proteinlerinin yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Ge¢
Detraining SHR
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Sekil 4.15 Gruplarda aort HO-2 proteinlerinin yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Geg
Detraining SHR



Sekil 4.16 Gruplarin gastrocnemius kasi diren¢ arterlerinde iNOS proteinlerinin
yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Ge¢
Detraining SHR
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Sekil 4.17 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde eNOS proteinlerinin
yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Ge¢
Detraining SHR
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Sekil 4.18 Gruplarin gastrocnemius kasi diren¢ arterlerinde HO-1 proteinlerinin

yerlesimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Ge¢
Detraining SHR
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Sekil 4.19 Gruplarin gastrocnemius kasi diren¢ arterlerinde HO-2 proteinlerinin

yerlegimi.

A: WKY Zaman 1 Kontrol, B: WKY Zaman 2 Kontrol, C: WKY Zaman 3 Kontrol, D: WKY Egzersiz yapan
Kontrol, E: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, F: WKY Egzersiz Ge¢ Detraining Kontrol, G: SHR Zaman 1,
H: SHR Zaman 2, I: SHR Zaman 3, J: Egzersiz yapan SHR, K: Egzersiz Detraining SHR, L: Egzersiz Ge¢
Detraining SHR

Sekil 4.20°de, aortta NOS2 igin pozitif boyanan hiicre ylzdeleri gosteriimektedir.
Hipertansif siganlarin aortlarinda iNOS ekspresyonu immunohistokimyasal boyanma
ylzdesinin kontrollere gére dusik oldugu saptanmistir. Fark sadece Z2SHR ve Z2K
gruplari arasinda istatistiksel olarak énemli diizeyde bulunmustur (p=0,0001). WKY ve

SHR’lerin her iki arterinde de egzersizle INOS ekspresyonunda istatistiksel olarak
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onemli dizeyde degisim olmamistir. Benzer sekilde, INOS ekspresyonu detraining

surecinden de etkilenmemistir.
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Sekil 4.20 Gruplarin aort INOS H skoru

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.*:p <
0,0001, Z2K’dan fark

Sekil 4.21’de, aortta NOS3 icin pozitif boyanan hicre ylzdeleri gosterilmektedir.
Z2SHR grubunda eNOS ekspresyonu immuinohistokimyasal boyanma yiizdesi Z2K’dan
istatistiksel olarak énemli bir sekilde ylksek bulunmustur (p=0,0001). Normotansif
sicanlarda hem aort hem de gastrocnemius kasi direng¢ arteri eNOS
immunohistokimyasal boyanma 6zelliklerinde istatistiksel 6nemlilik olusturmayan
zamana bagli azalma tespit edilmigtir.

Aortta HO-1 igin pozitif boyanan hiicre yuzdeleri Sekil 4.22°de gosteriimektedir.
Hipertansif siganlarin aortlarinda uygulanan egzersiz protokolinin HO-1 immdn
boyanma ozelliklerinde artisa sebep oldugu tespit edilmigtir. Ek olarak, uygulanan
yuzme egzersizine cevaben aortta SHR’lerde, gastrocnemius kasi direng arterinde ise
hem WKY hem de SHR’lerde, HO-1’e ait pozitif boyanan hicre yuzdesinde artis
gOzlenmistir. Artislar istatistiksel olarak énemli dizeyde degildir. EDSHR grubunda HO-
1 ekspresyonu immuinohistokimyasal boyanma yizdesi ESHR’lerden istatistiksel olarak

Oonemli duzeyde duguk bulunmugtur (p=0,0001).
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Aort eNOS H skoru

Sekil 4.21 Gruplarin aort eNOS H skoru

Ortalama+SH.Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, E§HR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR. :p <
0,0001, Z2K'dan fark

Hipertansif sicanlarin aortlarinda uygulanan egzersiz protokoliiniin HO-2 immdn
boyanmasinda artisa sebep oldugu tespit edilmigtir. Artis istatistiksel olarak 6nemli
dizeyde degildir (Sekil 4.23). Ek olarak, Z1SHR grubunda HO-2 ekspresyonu
immunohistokimyasal boyanma yuzdesi Z1K grubundan istatistiksel olarak 6nemli

dizeyde dustk bulunmustur (p=0,0001).

Aort HO-1 H skoru

Sekil 4.22 Gruplarin aort HO-1 H skoru

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Ge¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR. *:p <
0,0001, ESHR’den fark
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Aort HO-2 H skoru

Sekil 4.23 Gruplarin aort HO-2 H skoru

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Geg Detraining SHR. ":p <
0,0001, Z1K'dan fark.

Sekil 4.24’te, gastrocnemius kasi direng arterinde gruplarin NOS-2 igin pozitif
boyanan hticre ylzdeleri gosterilmektedir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak dnemili

dizeyde bir fark saptanmamistir.

Gastrocnemius kasidirenc arteri
iNOS H skoru

o o~
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Sekil 4.24 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterleri iINOS H skoru

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

Gastrocnemius kasi direng arterinde gruplarin NOS-3 igin pozitif boyanan hiicre
yuzdeleri ise Sekil 4.25'de gosterilmistir. EGDSHR grubunda NOS-3 immin boyanma
Ozelliginin ESHR ve EDSHR’lerden fazla oldugu saptanmigtir (p=0,0001). Gruplar

arasinda istatistiksel olarak énemli diizeyde baska bir fark saptanmamistir.
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Gastrocnemius kasi direnc arteri
eNOS H skoru
o

Sekil 4.25 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde eNOS H skoru

Ortalama+SH.Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.*:p <
0,0001, ESHR ve EDSHR’den fark

Sekil 4.26’da, gastrocnemius kasi direng arterinde gruplarin HO-1 igin pozitif
boyanan hicre ylzdeleri gosteriimektedir. Z1SHR ve Z2SHR gruplarinin HO-1 immdin
boyanmasinin Z1K ve Z2K gruplarindan dustik, Z3SHR'nin ise Z3K’dan yuksek oldugu
tespit edilmistir. Uygulanan egzersiz protokoliyle HO-1 ekspresyonunda hem WKY
hem de SHR’lerde artis saptanmistir. 5 haftalik detraining sireci hem kontrol hem de
hipertansif sicanlarin HO-1 immin boyanmasinda azalmaya, 10 haftalik detraining
siureci ise artisa sebep olmustur. Farklar istatistiksel olarak 6nemli dizeyde degildir.

Sekil 4.27°de, gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde HO-2 igin pozitif
boyanan hicre ylzdeleri gdsteriimektedir. EGDSHR grubunda HO-2 ekspresyonu
immunohistokimyasal boyanma ylzdesinin ESHR’lerden istatistiksel olarak dnemli

dizeyde yuksek oldugu saptanmistir (p=0,0001).
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Sekil 4.26 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde HO-1 H skoru.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

2 140

Gastrocnemius kasi direnc arteri
HO2 H skoru
o

Sekil 4.27 Gruplarin gastrocnemius kasi direng arterlerinde HO-2 H skoru.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Geg Detraining SHR. *:p <
0,0001, ESHR’den fark

4.5. Western Blot Analizi Sonuglari

Eylil-Ocak 2015 tarihleri arasinda yapilan yogun c¢alismalar sonucu damar
segmentlerinde her dort proteine ait herhangi bir gortinti elde edilememistir. Civardaki
ilgili konuda calismalar yapmis laboratuvarlardan da destek alinmasina ragmen

herhangi bir ilerleme kaydedilememistir. Firmalarla yapilan gdérismeler sonucunda
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Ozellikle primer antikorlarda sorun olabilecedi sonucuna variimig, bu konudaki

galismalar sonlandirilmak zorunda kalinmistir.

4.6. Serum Nitrik Oksit Metabolitleri (NOx "nitrit+nitrat") Dilizeyi Sonuglari

Hipertansif sicanlarda serum NO metabolitleri diizeyi yas-uyumlu kontrollerine
gore yuksek bulunmustur. Uygulanan egzersiz protokoll her iki sigan grubunda serum
NO metabolitleri (NOx "nitrit+nitrat") dizeylerinde hafif artisa sebep olmustur. Farklar

istatistiksel olarak énemli dizeyde degildir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Gruplarin serum NO metabolitleri (NOx "nitrit+nitrat”) duzeyi.

Ortalama+SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol, EK:
WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.

4.7. Kan Karboksihemoglobin indeksi Sonuglari

Kan CO degerlerinin gostergesi olan kan COHb indeksi sonuglari Sekil 4.29'da
verilmistir. Hem normotansif, hem de hipertansif sicanlarda egzersize yanit olarak kan
karboksihemoglobin indeksinde artis gdézlenmistir. Sonucglar sadece SHR’lerde
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,0001). Kontrol ve hipertansif sicanlar arasinda kan
karboksihemoglobin indeksi agisindan fark gdézlenmezken, EDSHR grubunun COHb
degerleri EDK grubuna, EGDSHR grubunun kan karboksihemoglobin indeksi degerleri
ise EDK ve Z1SHR gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli dizeyde yuksektir
(p<0,0001)



64

COHb indeksi (%)

Sekil 4.29 Gruplarin kan karboksihemoglobin indeksi degerleri (%).

Ortalama + SH. Z1K: WKY Zaman 1 Kontrol, Z2K: WKY Zaman 2 Kontrol, Z3K: WKY Zaman 3 Kontrol,
EK: WKY Egzersiz yapan Kontrol, EDK: WKY Egzersiz Detraining Kontrol, EGDK: WKY Egzersiz Geg¢
Detraining Kontrol, Z1SHR: SHR Zaman 1, Z2SHR: SHR Zaman 2, Z3SHR: SHR Zaman 3, ESHR:
Egzersiz yapan SHR, EDSHR: Egzersiz Detraining SHR, EGDSHR: Egzersiz Ge¢ Detraining SHR.
*p<0,0001: Z1SHR’den fark; #p<0,0001: EDK’dan fark.
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5. TARTISMA

Hipertansiyon (HT) zamanla kalpte ve arterlerde geri dénisimsiz
degisikliklere yol acabilen, tim dinyada en yaygin mortalite sebeplerinden biridir
(Lewington vd 2002, Agarwal vd 2009, Androulakis vd 2009, Lehnen vd 2010).
Patogenezinde endotelyal disfonksiyon &énemli bir yer tutmaktadir. NO ve CO
endotelden salgilanan ve vazomotor tonusun diizenlenmesinde rol oynayan iki 6nemli
vazodilatator etkili mediatérdir (Moncada vd 1991, Durante vd 2006). HT gelisiminin
oOnlenmesi ve tedavisinde ilag uygulamasina ek olarak buyuk kas gruplarini iceren
disuk ve orta siddette aerobik egzersiz protokolleri de dnemli bir yer tutmaktadir
(Graham ve Rush 2004, Armstrong vd 2006, Sun vd 2008, Agarwal vd 2009). Ancak,
egzersize baslayan bireyler arasinda bir slre sonra c¢esitli sebeplerle egzersizi birakma
(detraining) orani ¢cok yuksektir. Bu ¢alisma kapsaminda, 8 haftallk SHR’lere 10 hafta
boyunca yaptirilan orta siddette aerobik ylUzme egzersizini takiben uygulanan 5
(detraining) ve 10 haftalik (ge¢ detraining) egzersizi birakma periodlarinin kan basinci
Uzerine olasi degisikliklerinde, endotelyal fonksiyonun rolintun agiklanabilmesi
amaciyla kan karboksihemoglobin (COHb) konsantrasyonlari, serum NO metabolitleri
dizeyleri, NO ve CO’nun sentezlerinde rol oynayan genlerin ekspresyonlari
incelenmistir.

Calisma suresince, siganlarin 2 haftada 1 vicut agirliklari, kalp hizlari ve
kan basinglari takip edilmistir. Yapilan tim agirlik élcimlerinde hipertansif siganlarin
normotansiflere gére zayif oldugu goézlenmigtir. 1 saat/gin ylzme egzersizi ilk
Olcimden itibaren SHR’lerin vicut agirhiginda azalmaya neden olmus, egzersizin
hipertansif sicanlar Uzerindeki kilo verdirici etkisi 9. haftada ortadan kalkmistir.
Normotansif siganlarda ise kilo kaybi 9. haftada istatistiksel olarak 6nemli dizeye
erismis ve egzersiz yapildidi sure boyunca korunmustur. Hipertansif siganlarin
egzersizi birakir birakmaz hizla kilo aldiklari gézlenmig, 15. haftada sedanterlerden
istatistiksel olarak 6nemli dizeyde daha kilolu olduklari tespit edilmistir. Kontrol siganlar

da detrainingi takiben kilo almaya baglamis ancak deney siresince sedanter
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kontrollerinden hep zayif kalmislardir. Bulgularimiz hipertansiflerde egzersizle kilo
kaybinin hizli olmasina karsin, egzersizi birakir birakmaz hizla kilo aldiklarini
gostermektedir. Ote yandan, normotansiflerde egzersizin viicut agirhigini azaltici etkisi
yavas ortaya cikmakta, ancak egzersizi birakinca uzun sire devam etmektedir.
Egzersiz suresi kadar uygulanan detraining normotansif sicanlarda verilen kilolarin geri
alinmasi igin yeterli olmustur.

Zamo ve arkadaslari, 8 ve 12 haftallk SHR’lere orta siddette ylzme
egzersizi uygulamis ve geng¢ sicanlarda egzersizin 6. haftadan itibaren bizim
sonucglarimiza benzer sekilde vicut agirhginda azalmaya sebep oldugunu
go6stermislerdir. Erigkin sicanlarda (12 haftalik) ise fark tespit edilememistir. Arastiricilar
HT'de egzersizin vicut agirligini azaltici etkisinin yasa bagli oldugunu ileri sirmusglerdir
(Zamo vd 2011). Bocalini ve arkadaslari normotansif sicanlara; ginde 60dk, haftada 5
gun, 8 hafta boyunca ylizme egzersizi uygulamislar ve vicut agirhginda azalma tespit
etmisler ancak sadece 2 haftalik detraining streciyle vicut agirhgindaki azalmanin geri
dondiguni gostermislerdir (Bocalini vd 2010). Bahsedilen c¢alismanin sonuglari ile
bizimkiler arasindaki farklilik, egzersiz slresinin dnemini vurgulamaktadir. Egzersiz ne
kadar uzun sureli yapilirsa birakinca verilen kilolarin geri alinmasinin o kadar uzun
sureceqi ileri strllebilir.

Calismamizda sedanter SHR’lerin, kalp hizlari ilk haftadan itibaren yapilan
tum olcimlerde sedanter normotansif siganlara kiyasla, egzersiz yapan SHR grubunun
ise egzersiz yapan normotansif sicanlara kiyasla daha ylksek seyretmigtir. Uygulanan
egzersiz protokoliiniin hem kontrol hem de SHR’lerde kalp hizinda azalmaya sebep
oldugu tespit edilmistir. Farklar WKY normotansif siganlar igin 5. haftada, SHR’ler igin
3. haftada istatistiksel olarak 6énemli bulunmus olup literatirle uyumludur (Zamo vd
2011, Fernandes vd 2012, Barbosa Neto vd 2013, Gu vd 2013). Kontrol siganlarinda,
egzersiz egitiminin kalp hizini azaltici etkisi 10 haftalik egzersizi birakma slresince
korunmustur. Ote yandan, SHR gruplarinda egzersizi birakinca kalp hizi artmaya
baslamis, 19. haftada sedanter grupla arasindaki fark ortadan kalkmistir. Bocalini ve
arkadaglari, yuzme egzersizi uyguladiklari kontrol sicanlarinda kalp hizinda diusme
gergeklestigini, bu azalmanin 2 haftallk detraining sonucu ortadan Kkalktigini
saptamiglardir (Bocalini vd 2010). Bu sonuglar bir kez daha egzersiz suresinin 6nemini
vurgulamaktadir. Calismamiz literatirde; SHR’lerde yuzme egzersizini biraktiktan
sonra haftalik kalp hizi degisimlerini inceleyen ilk galismadir.

SHR’lerin sistolik kan basinglari laboratuvarimiza ulasmalarini takiben
yaklasik 3 hafta sonra yapilan ilk élcimlerde saglikli sicanlara gore istatistiksel olarak
onemli dizeyde yiksek bulunmustur ve bu fark deney sonuna kadar devam etmistir.

SHR’ler 11 haftalik olduklarinda hipertansif hale gelmisler, bu haftadan sonra SKB’leri
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ilerleyen haftalar boyunca artarak devam etmistir. Bu durum literattirle uyumlu olarak
yaslanmayla beraber SKB’de olusan artisi géstermektedir (Amenta vd 2003). Yizme
egzersizinin SKB Uzerindeki olumlu etkisi SHR’lerde (7. hafta) normotansif si¢anlara
gbre (9. hafta) daha erken ortaya ¢cikmis ve daha belirgin sekilde gézlenmistir. Pek ¢ok
arastirmaci tarafindan fiziksel aktivitenin KB’yi dusuricu etkisi gosterilmistir (Ishikawa-
Takata vd 2003, Graham ve Rush 2004, Moraes-Teixeira vd 2010). Bu etkinin
egzersize bagl kalpte ve vaskiler sistemde olusan bazi fizyolojik adaptasyonlar
(sempatik barorefleks duyarlilikta artis, kapiller yogunlukta artis ve endotelde NO-
bagiml vazodilatasyon artisi) sonucu ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Graham ve Rush
2004). Literatur incelendiginde, hem saglikh hem de HT acisindan genetik olarak risk
altinda olan sigcanlarda egzersizin kan basinci Uzerindeki olumlu etkilerinin ortaya
¢lkmasinda segilen egzersizin tipi ve slresi kadar, egzersize baslama yasinin da ¢ok
onemli oldugu ortaya cikmaktadir. Soyle ki; 11-12 haftalik sicanlara uygulanan 8
haftalik yizme egzersizinin normotansif sicanlarin SKB’lerini degistirmezken, SHR’lerin
SKB'’sini 5. haftadan itibaren dusurdigu gosterilmistir. Egzersizin bu etkisi haftalar
ilerledikge daha belirgin hale gelmistir (Gunduz vd 2011). Barbosa Neto ve arkadaslari
ise 48 haftalik sicanlara uyguladiklari 9 haftallk ylzme egzersizinin normotansif
sicanlarin SKB’sini degistirmedigini, ancak hipertansif siganlarin SKB’sinin azaldigini
bulmuslardir. Son bahsedilen ¢alismada haftalik kan basinci izlemi yapilmamis olup
azalmanin hangi haftada ortaya ¢iktigi gosterilememistir (Barbosa Neto vd 2013). Bir
baska calismada ise, 11 haftalik sicanlar 6 hafta boyunca kosturulmus, ne SHR ne de
normotansiflerin  SKB’sinde istatistiksel olarak ©6nemli dizeyde azalma tespit
edilememigtir. 6 haftalik kosu egzersizinin SKB’yi olumlu dizeyde azaltmak igin yeterli
olmadigi ileri surtimugtur (Graham ve Rush 2004). Ek olarak, insan ¢alismalarinda da
egzersizin olumlu etkileri belirtiimistir. Yapilan bir calismada, evre 1 ve 2 esansiyel HT'if
tedavi edilmemis 207 bireyde 8 hafta boyunca yapilan egzersizin hipotansif etkisi
gOsterilmistir (Ishikawa-Takata vd 2003).

Galismamiz kapsaminda, saglikh siganlarda yizme egzersizinin SKB'yi
azaltici etkisinin egzersizi biraktiktan sonra 3 hafta iginde ortadan kalktigi gdzlenmigtir.
Ote yandan, SHR’lerde egzersizin SKB Uzerindeki olumlu etkilerinin egzersizi
biraktiktan sonra daha uzun sure (5 hafta) korundugu goézlenmistir. Hipertansiflerde
egzersize yanit olarak ortaya c¢ikan kan basinci azalmasinin, egzersizin
birakilmasindan sonra ne kadar sure ile devam edecegi sorusunun yanitinin net olarak
alinabilmesi icin, kuguk bir grupta kan basinci degisiminin ilerleyen detraining haftalar
boyunca izlenmesine devam edilmesine karar verilmistir. ilging olarak, hic egzersiz
yapmayan ve egzersizi birakan SHR’ler arasindaki farkin detrainingin 7. haftasinda

ortadan kalktigi, 10. haftasinda ise egzersizi birakan SHR’lerin kan basincinin hi¢
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egzersiz yapmamis SHR’lerle tamamen ayni dizeye eristigi go6zlenmistir.
Calismamizin sonuglari hipertansiflerde egzersizle elde edilen kan basinci disisunin
geri donmesi icin egzersiz suresine esit bir detraining sireci (10 hafta) gecmesi
gerektigini vurgulamaktadir.

SHR’lerde ylzme egzersizini takiben detraining uygulayip kan basinci
degisimlerini inceleyen bizimki diginda bir ¢alismaya rastlanmamistir. Carneiro-Junior
ve arkadaslari, 4 aylik SHR’lere 8 hafta boyunca uyguladiklari ilerleyici kosu egzersizi
ve izleyen 4 haftalik bir detraining periodunun hem SHR hem de normotansif
sicanlarda kan basincinda istatistiksel olarak énemli bir degisiklige sebep olmadigini
goOstermislerdir. Arastiricilar 8 haftalik egzersiz periodunun kan basincini disirmek igin
yeterli bir stre olmadigini ileri sirmuslerdir (Carneiro-Junior vd 2010). Lehnen ve
arkadaslari ise 10 haftalik kosu bandi egzersizinin SHR'lerde kan basincini
disurduguni, ancak 1 ve 2 haftalik egzersizi birakma sureci ile WKY ve SHR'lerde kan
basincinda egzersizle gozlenen azalmanin geri dénmedigini gdstermiglerdir. Bizim
bulgularimiza benzer sekilde, uygulanan detraining periodlarinin egzersizle olusturulan
kardiyorespiratuar ve metabolik degisiklikleri geri ¢evirmek icin yeterli olmadigi ifade
edilmis, bu durumun da kismen egzersizin sebep oldugu dinlenim bradikardisinin
detraining periodunda gecikmis kaybina bagli olabilecegini ileri strtlmustir (Lehnen vd
2010). Calismamizda uygulanan ylzme egzersizi suresi Lehnen ve arkadaslarinin
¢alismasina benzer olup (10 hafta), detraining slreci daha uzun tutularak (5 ve 10
hafta) egzersize ara verme surecinin uzatiimasi durumunda kan basincinda
gbzlenecek olasi degisimler incelenmis ve WKY siganlarda SKB’nin detraining’in 3.
haftasinda, SHR’lerde ise 7 haftasinda geri dondugu goézlemlenmigtir. Egzersizin
birakilmasina cevaben gbézlenen kan basinci artislari; kalp debisi, dinlenim kalp hizi ve
periferik damar direncinin egzersiz 6ncesi degerlere donmesine baglanabilir (Pavlik
1985).

Deney gruplarimizda egzersiz-detraining-ge¢ detraining sureglerinde
gOzlenen kan basinci degisikliklerinin agiklanmasinda endotelin roll, endotelden
salinan iki 6nemli vazodilatator olan NO ve CO metabolizmasi lizerinden incelenmistir.
Bu amagla, daha kiglk gruplarda (n=3-5) kan karboksihemoglobin (COHDb)
konsantrasyonu, serum NO metabolitleri NOx (nitrit+nitrat) dizeyleri, ayrica NO ve
CO’nun sentezlerinde rol oynayan genlerin ekspresyonlari da degerlendirilmistir. Bu
parametrelere ait verilerde yer yer birbiriyle uyumlu azalma ve artmalarin gézlenmesine
ragmen, istatistiksel olarak énemli diizeye erismemesinde “n” sayilarinin azhgr énemili
bir etken olabilir. Bu durum calismamizin sinirhligini yansitmaktadir. Ancak literatir
incelendiginde mRNA ekspresyonu ve immunohistokimyasal boyama verilerinde “n”

sayllarinin  bizimkinden pek farkli olmadidi da gbze carpmaktadir. Kan
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karboksihemoglobin (COHb) konsantrasyonu, serum NO metabolitleri NOx (nitrit+nitrat)
duzeyleri, ayrica NO ve CO’nun sentezlerinde rol oynayan genlerin ekspresyonlarini
incelemek igin capi yaklasik 2-2,5 mm arasinda degisen aort ve capi 200-240 um
kadar olan gastrocnemius kasi direng arteri secilmistir. Diren¢g damarlari arteryel kan
basincinin doku dizeyine inmeden disurildidd en énemli basamak olup hem doku
kan akimina etkisi hem de sistemik kan basincini dizenlemedeki roli yonunden kritik
dneme sahiptirler (Ulker 2011).

NO ile kan basinci iligkisi literatirde yodun olarak calisiimistir (Radomsky ve
Moncada 1993, Toérok 2008, Versari vd 2009, Cui vd 2013). Yapisal form olan
eNOS’un diz kaslarin gevsemesi, kan basinci ve kan akim hizinin diizenlenmesi ile
vaskdiler tonusun dizenlenmesinde rol aldigi iyi bilinmektedir (Alderton vd 2001,
Versari vd 2009). Bununla beraber NO salinimi, biyoyararlanimi, NO’ya damar
gevseme yanitindaki degisikliklerin HT’nin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu halen
tartismalidir (Cui vd 2013, Puzserova vd 2013). SHR'lerin aortlarinda eNOS
ekspresyonlarinin kontrollere gére dusuk oldugu ancak mezenterik arter gibi daha
klguk damarlarda kontrol siganlarinkinden farkli olmadigi gdsterilmis, blyUk arterlerde
NO salinimindaki azalma vel/veya biyoyararlanimindaki bozukluklarin KB artisina
neden olabilecedi dustnutlmastir (Shimokawa vd 1996, Térok 2008, Puzserova vd
2013). NO’nun vazorelaksasyon etkisinin damar ¢apina bagli olarak degisebilecegi,
aortta vazodilatasyonun biylk oranda NO bagdimlh oldugu, kiglk direng arterlerinde
endotel fonksiyon bozukluklarinda EDHF’lerin 6n plana ¢iktigi, dolayisiyla HT'ye yanit
olarak degdisik dokularda NOS3 ekspresyon duzeylerinin birbirinden farkh etkilendigi
ileri sUrdlmektedir (Bauersachs vd 1998, Puzserova vd 2013). Baska bir ¢calismada
SHR’lerde koroner arterlerde eNOS ekspresyonu azalirken aortta énemli bir azalma
gOsterilememis ancak tum damar tiplerinde vazodilatatoér disfonksiyon saptanmistir
(Bouloumie vd 1997). HT'yle artan oksidatif stresin de NO saliniminda azalmaya neden
olabildigi, HT’de NO Uuretimindeki bozuklugun, genellikle substrat yetersizliginden ¢ok,
sentez bozuklugu ve yikim fazlaligi yéninde oldugu ileri strdlmastur (Térdk 2008).
Ulker ve arkadaslan ise SHR’lerde erken evrede aort eNOS ekspresyonu ve NO
uretiminde artis ve buna ragmen NO’ya verilen vazodilatatér yanitta azalma
g6zlemlemis; bu durumu NO’nun O, ile oksidasyonu ve yikimi ile agiklamiglardir (Ulker
vd 2003). Bizim bulgularimiz yukarida Ozetlenen calismalarin bulgulariyla kismen
uyumlu olup, sadece Z2SHR grubunda aort NOS3 immun boyanma 6zelliginin kontrole
gore istatistiksel olarak 6nemli dizeyde ylksek oldugunu gdstermektedir. Bunun
disinda aort ve gastrocnemius kasi direng arteri eNOS relatif mRNA ekspresyonu ve
immunohistokimyasal boyanma 6zellikleri agisindan SHR ile kontrol siganlar arasinda

istatistiksel olarak énemli bir fark tespit edilememigtir.
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Calismamizda yuzme egzersiziyle SHR ve kontrol siganlarda aort ve
gastrocnemius kasi diren¢ arteri eNOS ekspresyonlarinda istatistiksel olarak énemli
dizeyde degisiklik saptanmamistir. Literatirde dizenli fiziksel aktivitenin damar
endotelinde eNOS gen ekspresyonunu arttirdigini bildiren ¢alismalarin yani sira, hem
normotansif hem de hipertansiflerde egzersize bagli olarak eNOS ekspresyonunun
baslangicta arttigi, ancak bu artigsin zamana bagl olarak ortadan kalktigina dair kanitlar
da mevcuttur. Bagka bir ifade ile egzersize bagli kan basincindaki erken dénem azalma
NO dretimindeki artisa, uzun dbénem azalma ise vaskiler yeniden sekillenme
(remodelling)’e baglanmaktadir (Kingwell vd 1997, Sun vd 2013, Boa vd 2014, Yang vd
2014). Kisa ve orta sureli (2-4 hafta) egzersizle iskelet kasi arteriyollerinde eNOS
ekspresyonunda artis saptanmis ancak 16 haftalik uzun sireli egzersizde bu etkinin
ortadan kalktigi gosterilmistir (Sun vd 1994, Johnson ve Laughlin 2000). Yine uzun
sureli egzersiz egitimine cevaben vaskuler remodelling gelistigi tespit edilmistir (Brown
2003, Leung vd 2008, Roque vd 2013). Calismamizda 10 haftalik yizme egzersizi
uygulanmistir. Egzersiz periyodunun daha erken doénemlerinde eNOS ekspresyonu
incelenmis olsaydl, literatlre benzer artiglar saptama sansi olabilirdi. 10 haftalik sire
sonunda yukarida bahsedilen uzun doénem egzersiz uygulayan calismalarin
sonugclarina benzer sekilde eNOS ekspresyonunun degdismedigi tespit edilmistir.

Toplumumuzda &zellikle buginki orta yas kusaginda dizenli olarak
egzersiz yapma kultird yerlesmemistir. Bu sebeple egzersize baslandiktan belli bir
sure sonra siklikla birakilmaktadir (detraining). Literatirde herhangi bir HT modelinde
detraining periyodunun eNOS ekspresyonu Uzerine etkisi ile ilgili bir calismaya
rastlanmamistir. Bulgularimiz hem kontrol hem de hipertansif sicanlarda her iki damar
dokusunda (aort, gastrocnemius kasi direng arteri) egzersizi birakmaya cevaben eNOS
relatif mRNA ekspresyonunda degisiklik olusmadigini, buna karsin normotansif
sicanlarda hem aort hem de gastrocnemius kasi direng arteri eNOS
immunohistokimyasal boyanma Ozelliklerinde istatistiksel Onemlilik olusturmayan
zamana bagli azalma oldugunu gdstermektedir. Bu azalma WKY’lerde egzersizi
birakinca gozlenen kan basinci artigi ile uyumludur. Zit olarak, SHR’lerde 10 hafta
suresince egzersizin birakilimasina yanit olarak gastrocnemius kasi direng arteri eNOS
immin boyanmasinda istatistiksel olarak énemli dlizeyde bir artis tespit edilmistir. Bu
artisin sebebi mevcut bilgilerle agiklanamamaktadir.

Bu calismada aort ve gastrocnemius kasi diren¢ arterinde ekspresyon
dizeyi incelenen bir diger protein indiklenebilir NOS formu olan iNOS’dur. Literatirde
SHR’lerde iINOS ekspresyonunun kontrol siganlardan fazla oldugu gdsteriimis ve
SHR’lerde iINOS ekspresyon seviyelerindeki artisla, NO sentezindeki eNOS’a bagh

azalmanin kompanse edilmeye galigiliyor olabilecegi ileri strtlmusttr (Cheng vd 2004,
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Fernandes vd 2012). Bununla beraber, bizim ¢alismamizda her iki damarda da iNOS
relatif mMRNA ekspresyonu agisindan hipertansif sicanlarla kontrol sicanlar arasinda
istatistiksel olarak 6énemli diizeyde fark saptanmamig, aort INOS H skorunun Z2SHR
grubunda Z2K'ya goére duslik oldugu tespit edilmigtir. Egzersize bagh iNOS
ekspresyonundaki degisimlerle ilgili literaturde birbiriyle geligkili sonuglar mevcut olup,
detraining surecinde ise bu proteinin ekspresyonunun nasil etkilendigi bilinmemektedir
(Sun vd 2008, Agarwal vd 2009, Kuru vd 2009). Sun ve arkadaslari 2 aylik si¢anlara
VOsmax I %50’sinde 6 haftallk kosu bandi egzersizi yaptirmis ve aort INOS
ekspresyonunun arttigini goéstermislerdir (Sun vd 2008). Agarwal ve arkadaslari ise 7
haftalik sicanlarda 16 hafta boyunca aerobik egzersiz uygulamasinin normotansif
sicanlarin kalp kasinda iNOS ekspresyonunu etkilemezken, SHR’lerde miyokardial
iNOS protein ekspresyonunu azalttigini tespit etmislerdir (Agarwal vd 2009). Ote
yandan Kuru ve arkadaslari L-NAME HT modelinde 6 haftalik ylizme egzersizinin
gastrocnemius kasinda iINOS mRNA ekspresyonunda degisiklik olusturmadigini
belirlemiglerdir (Kuru vd 2009). Bizim c¢alismamizin sonuglari da, Kuru ve
arkadaslarininki ile uyumlu olarak WKY ve SHR’lerin her iki arterinde de egzersizle
INOS ekspresyonunda degisim olusmadigini goéstermektedir. Benzer sekilde, iINOS
ekspresyonu detraining slrecinden de etkilenmemigtir. Literatlrdeki celigkili sonuglar
egzersize baslangi¢ yasi, uygulanan egzersizin tipi, slresi ve siddeti ayni zamanda
incelenen doku tipine bagh olabilir.

Calismamiz kapsaminda eNOS ve iINOS mRNA ekspresyonu, doku
dizeyinde bu iki proteine ait immun boyanma o6zelliklerine ek olarak, serum NO
metabolitleri diizeyi de incelenmistir. Olglilen NO metabolitleri konsantrasyonlari tim
vicuttaki durumu goésterdidi icin damarlardan elde edilen NOS ekspresyonu sonuglarini
bire bir yansitmasi beklenemez. Ek olarak, serum NOx duzeylerinin enfeksiyonlar,
beslenme, diyet gibi bazi fizyolojik kosullardan da etkilendigi bilindiginden, eNOS ve
INOS genlerinin serum NO metabolitleri Uzerindeki gercek etkisi de maskelenmis
olabilir (Hord vd 2009). Hipertansif siganlarda serum NO metabolitleri dizeyi yas-
uyumlu kontrollerine goére yuksek bulunmustur. Farklar istatistiksel olarak 6nemli
dizeye erigsmemigtir. SHR’lerde NO’nun rolu hala tartismaldir. Bazi arastiricilar NO
fonksiyonlarinda kontrole goére azalma (LUscher and Vanhoutte 1991), bazilari ise artig
(Chen and Hu 1997) bildirirken bir kismi degisiklik olmadigini (Térdk and Kristek 2001)
ifade etmislerdir. 4-14 haftallk SHR’lerde, HT gelisirken plazma NO metabolitleri
dizeyinin giderek arttigi gosterilmistir (Chou vd 1998). Yasla beraber plazma nitrat
seviyelerini degerlendiren bagka bir calismada, gen¢ WKY ve SHR (3-4 haftalik)’ler
arasinda fark bulunmazken, yetigkin donemde (18-25 haftalik) her iki grup arasinda

anlamli fark bulunmustur. ileri yastaki WKY ve SHR'lerin plazma nitrat seviyeleri
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arasinda fark bulunamazken, her iki grupta da yashlik déneminde kendi erigkin
donemlerine gore plazma nitrat konsantrasyonunun ¢ok daha yuksek oldugu tespit
edilmistir. Sonugta SHR’lerde plazma nitrat seviyeleri yasgla beraber giderek artmis ve
hatta WKY’lerden bile ylksek bulunmustur. KB ylkselmesine ragmen NO Uretiminde
olusan artis damar duvarindaki kayma kuvveti “shear stress” ile aciklanmistir (Llorens
vd 2007). Bizim calismamizda &zelilkle SHR’lerde izlenen NO metabolitleri
seviyesindeki zamana bagli artis yukarida &zetlenen c¢alismalarin sonugclarini
desteklemektedir. Benzer sekilde, Cheng ve arkadaslari, 12 ve 16 haftalik SHR’lerde
plazma nitrit/nitrat seviyesinin de WKY’lerden yliksek oldugunu bulmuslardir (Cheng vd
2004).

Egzersizin normal vazomotor tonusun korunmasi ve kan akigkanhginin
saglanmasina katkida bulunarak endotelyal disfonksiyonu iyilestirdigi, boylece kayma
geriliminde artisla NO Uretimini uyardidi iyi bilinmektedir (Sherman 2000). Gerek
saghkh gerek HT'if insan ve hayvan modellerinde yapilan calismalarda egzersiz
egitiminin endotel bagimli NO aracii damar gevsemesindeki iyilestirici etkisi
gOsterilmistir (Kingwell vd 1996, Delp ve Laughlin 1997). Bizim calismamizda da
istatistiksel olarak énemli dizeyde farkli bulunamamis olsa da, kesim gininde
(sicanlar 19 haftalikken) egzersiz yapan gruplarin kendi kontrollerine gore plazma NO
metabolitleri seviyelerinin ylksek oldugu tespit edilmistir. Bizim sonuglarimiza benzer
sekilde, Gu ve arkadaglar 10 haftalik SHR’lerde 8 hafta boyunca kosu bandi egzersizi
uygulamiglar ve aortta endojen NO Uretiminin arttigini ancak eNOS protein
ekspresyonunda degisiklik olmadigini bildirmislerdir (Gu vd 2013). HT’if ratlarda, orta
ve yluksek siddetli aerobik egzersiz egditimiyle ROS (retiminin azaldigi ve NOS
aktivitesinin arttiy1 bdylece vaskuler fonksiyonun iyilegtirildigi bildirilmistir (Yang vd
2011, Roque vd 2013). SHR’lerde 10 hafta orta siddette kosu bandi egzersiziyle
oksidatif stres azalmasi ve NO biyoyararlaniminin artigi saglanmistir (Bertagnolli vd
2008). Bu bilgiler 1s1ginda, fizyolojik durumlarda dusuk konsantrasyonlardaki ROS ve
reaktif nitrojen turleri (RNS)'nin endotele bagli vazodilatasyona katkida bulunabildigi
soylenebilir (Campos vd 2013).

Egzersizin 5 hafta boyunca birakiimasi hem WKY hem de SHR’lerde serum
NO metabolitleri (nitrit+nitrat) dizeylerinde istatistiksel olarak énemli dizeyde olmasa
da hafif azalmaya sebep olmus, ancak 10 haftalik detraining sonucunda yine artis
saptanmistir. Egzersiz yapmayan gruplarda da 10. haftada benzer yasa bagl artislar
gOzlenmistir. Literatirdeki egzersizi birakmaya cevap olarak NO metabolitleri
(nitrit+nitrat) dUzeylerini inceleyen tek calismada Maeda ve arkadaglari, 8 saglikli geng
erkek bireyde bisiklet ergometresinde VO,ma'In %70’i siddetinde giinde 1 saat, haftada

3-4 gln ve 8 hafta boyunca egzersiz uygulamislar ve plazma NOx konsantrasyonunun
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egzersiz sonrasi arttigini ve bu artisin 4 haftalik detraining ile korunudugunu ancak 8
haftalik detraining sirecinde bazal seviyeye geri dondigini géstermislerdir (Maeda vd
2001). Sonuclari 6zetlenen calismalar arasinda kullanilan canli tlrd, uygulanan
egzersizin sikhgi, egzersiz ve detraining sureleri acisindan fark vardir. SHR'lerde
detraining surecinin serum NO metabolitleri (nitrit+nitrat) konsantrasyonuna etkisini
inceleyen herhangi bir galismaya rastlanmamistir.

CO’nun, direk vazodilatatdr etkisinin yani sira miyojenik uyaranlara ve
konstriktér agonistlere damar diz kasinin duyarliigini azaltarak anti-hipertansif
mekanizmalara katkida bulundugu bilinmektedir. CO, periferal etkilerinin yaninda
merkezi sinir sisteminden sempatik ¢ikisi azaltarak da kan basincinin disurilmesinde
rol oynamaktadir (Durante vd 2006, Stec vd 2008). CO'nun NO igin bir yedekleme
(back up) molekili oldugu ileri surtlmektedir. HT'de NO sistemi etkilendiginde, kan
basinci kontrolinin, CO tarafindan, HO gen ekspresyonundaki artigla saglandigi
gosterilmistir (Ushiyama vd 2002). Doku NO seviyesi disuk oldugu zaman CO’nun
sGC yolagini aktive ederek ve NO seviyesi yuksek oldugunda ise, CO’nun sGC
yolagini inhibe ederek kan basincini dizenledigi gosterilmistir (Kajimura vd 2003). CO
eksikligi; periferik direng ve oksidatif stres artisina, vaskiler diz kas hucrelerinin
apoptozisi ve proliferasyonuna neden olur ve bdylece NO ile arasindaki iliski bozularak
kan basinci yikselebilir (Ndisang vd 2004). Bu bilgiler 1siginda, SHR ve normotansif
sicanlarda egzersiz ve onu izleyen egzersizi birakma sidrecinde endotelyal
fonksiyonlarin dederlendirilebilmesi i¢in ¢alismamiz kapsaminda CO sentezinde rol
oynayan HO-1 ve HO-2 gen ekspresyonlari ve kan COHb indeksi de incelenmisgtir.

HO-2 kan damarlarinin endotel ve duz kas hicre tabakasindan yapisal
olarak salinip, CO olusturarak vaskuler tonusu dizenler (Ndisang vd 2004). Aort ve
gastrocnemius kasi direng arterinde HO-2 ekspresyonu doku dizeyinde incelendiginde
aortta HO-2 immuanohistokimyasal boyanma &zelliginin hipertansif siganlarda
kontrollere gore dusuk oldugu saptanmistir. Fark Z1SHR-Z1K gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamhdir. Aort, kani direk olarak kalpten dokulara ileten damar olup,
HT'de vazodilatator bir mediatoér olan CO’nun bu damarda yapisal olarak sentezinin
azaldiginin gosterilmesi HT patogenezi agisindan dnem arz etmektedir. SHR’lerde aort
ve gastrocnemius kasi diren¢ arteri HO-2 relatif mRNA ekspresyonunda da hafif
dususler gbzlenmis olup istatistiksel olarak énemli dizeyde bulunmamistir. Literatirde
5-12 haftalik SHR’lerde; aort ve pulmoner arterde HO-2 ekspresyonunun duguk oldugu,
12 hafta Uzeri erigkin SHR’lerde ise ayni yastaki kontrol sicanlardan yuksek oldugu
gOsterilmistir. Ayni damarlarda yasla beraber sGC/cGMP yolaginin da aktivitesinin
arttigi bulunmustur (Ndisang vd 2004). Bizim siganlarimizda &lgim sirasiyla, 19
(Z1SHR), 24 (Z2SHR) ve 29 (Z3SHR) haftalik siganlarda yapilmig ve SHR’lerin
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aortunda HO-2 ekspresyonunda hem immdinohistokimyasal olarak hem de relatif
mRNA diizeyi agisindan yasa bagl artis tespit edilmistir. ilerleyen yasla beraber
belirgin KB artisi gozlenen SHR'lerde aort gibi ana bir arterde yapisal HO-2
ekspresyonu ve dolayisiyla CO sentezi ve etkinliginin artigi HT’ye kargi kompensatuar
bir mekanizma olarak dusunalebilir. Bununla birlikte, gerek geng gerekse erigkin
SHR'lerle  WKY’ler arasinda bir direnc arteri olan mezenterik arterde HO-2
ekspresyonunun farkh olmadigini gosteren bir ¢calismanin bulgulari bizim sonuglarimizi
desteklemektedir (Ndisang vd 2002).

HO-2 genel anlamda cevresel stresle aktive olmayan, temel olarak adrenal
glukokortikoidlere yanit veren HO tipi olarak bilinmektedir (Maines 1997, McCoubrey vd
1997, Maines ve Panahian 2001). Buna ragmen 2 aylik Sprague-Dawley sicanlarda
VOmax IN %50’sinde 6 haftalik kosu bandi egzersiziyle aort'da HO-1’e ek olarak HO-2
ekspresyonlarinin da arttigi gosterilmistir (Sun vd 2008). Bizim calismamizda da
benzer sekilde, 10 haftalik yliizme egzersizine cevap olarak SHR'lerin aort HO-2 relatif
MRNA ekspresyonu ve immunohistokimyasal boyanma 6zelliklerinde istatistiksel olarak
onemli dUzeye erismeyen bir artis gdzlenmis, diger doku ve si¢an gruplarinda degisiklik
tespit edilmemistir.

CO sentezinde rol oynayan bir diger enzim induklenebilir form olan HO-
1’dir. HO-1 antioksidan ve antiinflamatuar etkili olup, dokulari oksidan hasara ve
inflamasyona karsi korumaktadir (Juhasz vd 2011, Kertesz vd 2013, Szalai vd 2014).
HO-1’in bilinen indukleyicileri arasinda duvar kayma kuvveti (shear stress), NO, stres
faktorleri ve egzersiz sayilabilir (Thompson vd 2005, Ryter vd 2006, Bauer ve Pannen
2009, Leffler vd 2011). Literatirde SHR’lerde oldugu gibi pekgok HT modelinde (Ach-ile
indiklenen HT, DOCA-tuz HT, Dahl-Rapp-tuz duyarlh HT) vaskiler HO-1
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Aizawa vd 2000, Li ve Shah 2004). Benzer
sekilde, SHR'lerde HO-1 protein ekspresyonunun imminohistokimyasal olarak artis
gosterdigi, HO-1 artisiyla beraber anjiogenezin de arttidi bildiriimistir (Sabawy vd
2001). SHR vaskiler endotel hicrelerinin cevresinde ve icinde artmis slperoksit
radikallerinin oldugu ve iskelet kasi arteriyollerinde artmig kayma kuvvetinin bulundugu
bir HT modeli olarak bilinmektedir (Nakazono vd 1991). Ushiyama ve arkadaslari
SHR’lerde aortta kayma kuvveti ile indiklenebilen HO-1 gen ekspresyonlarinda artis
gostermigler ve bunun kan basincinin kompanzasyonuna yonelik oldugunu ileri
surmdaslerdir (Ushiyama vd 2002). Calismamizda SHR’lerin aortlarinda baslangi¢
(zaman 1) HO-1 gen ekspresyonu ve immuin boyanma 6zelliginin WKY’lere gore hafif
yuksek oldugu saptanmistir. Kalpte ve iskelet kaslarinda kan akiminin ve carotid
arterde kayma kuvvetinin SHR’lerde normotansiflerden yiksek oldugu bilinmektedir.

Yiksek kan basinci iskelet kasi arteriollerinde kayma kuvvetini arttirarak siperoksit
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Uretiminde artisa sebep olur (Huang vd 1998). Bu durum SHR’lerde HO-1
ekspresyonunun kontrol siganlardan fazla olmasini agiklar. Ek olarak, uygulanan
ylzme egzersizine cevaben aortta SHR’lerde; gastrocnemius kasi diren¢ arterinde ise
hem WKY hem de SHR'lerde, HO-1’e ait pozitif boyanan hicre yuzdesinde artig
gézlenmistir. istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmasa da bu artiglar, literatiir
verileriyle uyumludur (Essig vd 1997, Hildebrandt vd 2003, Thompson vd 2005).

Literatirde egzersizi birakma surecinde HO-1 ve HO-2 ekspresyon
degisimlerine yo6nelik herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda,
EGDSHR grubunda gastrocnemius kasi diren¢ arterinde HO-2 acgisindan pozitif
boyanan hicre ylzdesinin ESHR grubundan istatistiksel olarak énemli dizeyde fazla
oldugu tespit edilmistir. EDSHR grubunda ise aortta egzersizle artmis olan HO-1’e ait
immin boyanma o6zelliklerinin egzersizin birakilmasini takiben 5. haftada azaldigi ve
ESHR grubuna gére anlamli diizeyde dusik oldugu gosterilmistir. Bu verilerin disinda
detraining surecinde HO-1 ve HO-2 ekspresyonlarinda istatistiksel olarak 6nemili
duzeyde degisiklik izlenmemistir.

HO-1 ve HO-2 gen ekspresyonlarindaki degisimlerin Urline yansima
dizeyinin degerlendirilebilmesi icin kan COHb konsantrasyonlari da &l¢Uimustar.
Slphesiz gen ekspresyonlari sadece iki damarda incelenirken, kan COHb
konsantrasyonu tum vucuttaki CO dizeyini yansitacagindan, bahsedilen iki
parametredeki degisimin birbirini direk karsilamasi beklenemez. Calismamizda,
istatistiksel olarak dnemli diizeyde fark bulunamamis olsa da, kesim gininde (siganlar
19 haftalikken) sedanter SHR’lerin kan COHb konsantrasyonlari kendi kontrollerine
gbre dusik bulunmustur. Bu veri hipertansif sicanlardaki yapisal HO-2 gen
ekspresyonundaki azalmayla agiklanabilir. Ek olarak, caligmamizda kan COHb
konsantrasyonundaki azalma ile es zamanli serum NOx dizeyinde artis saptanmigtir.
NO/CO sisteminin kompansatuar olarak c¢alistigi, NO’nun artmis olmasinin, direk
olarak HO-2'nin katalitik aktivitesini baskiladigi bilinmektedir (Leffler vd 2011). Bizim
verilerimiz de CO’nun SHR’lerde NO igin bir yedekleme molekuli olarak fonksiyon
gordugu savini desteklemektedir. Literatirde de SHR’lerde yaklasik 20. haftaya kadar
damar diz kasinda CO duizeylerinin dislk oldugu ifade edilmektedir (Ndisang vd 2004,
Lee ve Yen 2009). Ote yandan Johnson ve arkadaslarinin, kan COHb seviyeleri
acisindan 10-12 haftallk SHR ve WKY siganlarn karsilastirdiklari galismada gruplar
arasinda anlamh fark bulunmamistir (Johnson vd 2004).

Bulgularimiz, uygulanan ylzme egzersizinin hem hipertansif hem de
normotansif sicanlarda kan COHb indeksinde artisa sebep oldugunu gdstermektedir
Bununla beraber, SHR’lerdeki artis daha belirgin olup istatistiksel olarak dnemli

dizeydedir. Literatlirde egzersiz ve takiben uygulanan detraining slreclerinde kan
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COHb dizeylerinin incelendigi baska bir ¢galismaya rastlanmamigstir. Bununla beraber,
Goldblatt HT modelinde 10 haftalik kosu egzersiziyle K* kanal aktivasyonu ve buna
bagh vazodilatator etki olustugu gosterilmistir (Boissiere vd 2006). Egzersizin K* kanal
aktivesindeki etkisi HT'ye 6zgu gorinmektedir ¢inku egzersizle saglanan CO-bagiml
vazodilatasyon etkisi normotansiflerde gosterilememistir (Boisseire vd 2006). CO’nun
damar diz kasinda hiperpolarizan etkisini cGMP (retimine ek olarak K* kanal
aktivasyonu Uzerinden de gosterdigi bilinmektedir. Egzersiz egitimiyle HT'if sicanlarda
artan CO’nun, K kanal aktivasyonu ve vazodilatasyona neden olabilecegi ileri
surulebilir (Ndisang vd 2004). Kan COHb duzeylerindeki artislarin 5 hafta slresince
egzersizin birakiimasiyla azalmaya basladigi, takip eden 5 hafta icinde ise yeniden
arttigi  g6zlenmektedir.  Egzersizle indiklenen HO formu olan HO-1

immunohistokimyasal boyanma 6zelliklerinde de benzer degisimler gézlenmektedir.

Calismamizin sonuglari uzun streli (10 hafta) orta siddette aerobik ylizme
egzersizinin hem saglikli hem de hipertansif siganlarda kan basincini azalttigini, 5
hafta boyunca egzersiz birakildig1 taktirde saglkli sig¢anlarda kan basinci hemen
yUkselirken, hipertansiflerde egzersizle elde edilen kan basinci dislsinin geri
donmesi igin egzersiz suresine egit bir detraining sureci (10 hafta) gecmesi gerektigini
gOstermistir. Egzersiz birakilinca verilen kilolar hemen alinmaktadir. Gerek egzersizin
kan basinci Uzerindeki olumlu etkilerinin ortaya c¢ikmasinda, gerekse detraining
periodunda bu olumlu etkilerin geri donmesinde NO ve CO’nun -kismen de olsa-
aracilik ettigi gorulmektedir. SHR’lerde egzersiz-detraining sureglerine yanit olarak
meydana gelen sistolik kan basinci degisiminde endotele ait mekanizmalarin tam
olarak anlasilabilmesi icin diger endotelyal mediatdrleri de igceren daha ileri calismalara
gereksinim vardir. Calismamizin sonuglari géz énune alindiginda, hem saglikli, hem de
genetik olarak hipertansiyona yatkin bireylere orta siddette aerobik egzersiz yapmalari

ve kisa sureli molalar diginda birakmamalari 6nerilebilir.
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6. SONUGLAR

10.

Hipertansif sicanlarin sagliklilardan zayif oldugu tespit edilmistir.

SHR’lerde egzersizle kilo kaybi hizlidir; ancak bu sicanlar egzersizi birakir
birakmaz hizla kilo almaktadirlar. Normotansiflerde egzersizin vicut agirligini
azaltici etkisi yavas ortaya cikmakta, ancak egzersizi birakinca uzun sire
devam etmektedir. Egzersiz sliresi kadar uygulanan detraining normotansif
sicanlarda verilen kilolarin geri alinmasi icin yeterli olmustur.

SHR’lerin, kalp hizlari ilk haftadan itibaren normotansif sicanlardan, ylksek
seyretmistir. Egzersiz yapan gruplarda da benzer sonuglar alinmistir. 10 haftalik
yuzme egzersizi kalp hizinda azalmaya sebep olmustur. Kontrol si¢anlarinda,
egzersiz egitiminin kalp hizini azaltici etkisi 10 haftallk egzersizi birakma
suresince korunurken, SHR’lerde egzersizi birakinca kalp hizi hizla artmistir.
SHR’lerde yaslanmayla beraber sistolik kan basinci (SKB) artmakta, WKY’lerde
SKB’de yasa bagl dnemli bir degisim gézlenmemektedir.

Uygulanan egzersiz protokolinin SKB Uzerindeki olumlu etkisi SHR’lerde daha
erken ortaya ¢ikmis ve daha belirgin sekilde gézlenmistir.

Saglikli siganlarda ylizme egzersizinin SKB’yi azaltici etkisi egzersizi biraktiktan
sonra daha erken ortadan kalkmaktadir. Hipertansiflerde egzersizle elde edilen
kan basinci dususunun geri donmesi igin egzersiz suresine egit bir detraining
sureci (10 hafta) gegmesi gerekmistir.

Z2SHR grubunda aort NOS3 ekspresyonunun kontrole gore istatistiksel olarak
onemli dizeyde yuksek, NOS2'nin ise digsuk oldugu goézlenmistir. Egzersizle
eNOS ve iINOS ekspresyonunda degisiklik saptanmamistir. INOS ekspresyonu
detraining slrecinden de etkilenmemigtir.

Normotansif siganlarda egzersizi birakmaya cevaben hem aort hem de
gastrocnemius kasi direng arteri eNOS ekspresyonunda zamana bagh azalma
gOzlenmistir.

Hipertansif sigcanlarda serum NO metabolitleri diizeyi yas-uyumlu kontrollerine
gore ylksek bulunmus ve yasla beraber giderek arttigi tespit edilmigtir.

Egzersiz plazma NO metabolitlerinde istatistiksel olarak ©6nemli duzeye

erismeyen artislara neden olmustur.
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Egzersizin 5 hafta boyunca birakiimasi serum NOx duzeylerinde hafif azalmaya
sebep olmus, ancak 10 haftalik detraining sonucunda yine artis saptanmistir.
Egzersiz yapmayan gruplarda da NOx konsantrasyonlarinda 10. haftada
benzer, yasa baglh artiglar gdézlenmisgtir.

HO-2 ekspresyonunun hipertansif sicanlarda dusik oldugu saptanmistir. Fark
Z1SHR-Z1K gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir. SHR’lerin HO-1
ekspresyonu ise yuksek bulunmustur.

SHR’lerin aort HO-2 ekspresyonunda yasa bagl artis tespit edilmistir.

Egzersiz, SHR’lerin aortta HO-1 ve HO-2, gastrocnemius kasi diren¢ arterinde
ise hem WKY hem de SHR’lerde HO-1 ekspresyonunda istatistiksel olarak
onemli dlizeye erismeyen artis olusturmustur.

SHR’lerde 5 haftallk detraining aortta egzersizle artmis olan HO-1
ekspresyonunun azalmasina, 10 haftalik detraining ise gastrocnemius kasi
direng arterinde HO-2 ekspresyonunun artmasina sebep olmustur. Her iki
degisiklik de istatistiksel olarak 6nemli dluzeydedir.

Sedanter SHR’lerin kan COHb konsantrasyonlari HO-2 gen ekspresyonundaki
azalmayla iligkili olarak disuk bulunmustur. Bu azalma ile es zamanl olarak
serum NOx dizeyinde artis saptanmigtir. Bu bulgular CO’nun SHR’lerde NO
icin  bir yedekleme moleklli olarak fonksiyon gérdigld  goérisini
desteklemektedir.

Egzersiz kan COHb indeksinde artisa sebep olmustur. SHR’lerdeki artis daha
belirgin olup istatistiksel olarak 6nemli duzeydedir. Egzersiz egditimiyle HT'if
siganlarda artan CO’nun, K* kanal aktivasyonu aracilikli vazodilatasyonla iligkili
oldugui ileri sartlebilir.

Hem HO-1 ekspresyonu hem de kan COHb dlzeyi detrainingin 5. haftasinda
azalmis, 10. haftasinda yeniden artmistir. Bu veriler kan COHb dizeyindeki

degisikliklerin HO-1’e bagli oldugunu géstermektedir.

Galismamizin sonuglari uzun sureli yizme egzersizinin kan basincini

azalttigini, HT'if siganlarda egzersizle elde edilen kan basinci disusinin geri ddnmesi

icin egzersiz suresine esit bir detraining sureci gegmesi gerektigini gostermektedir.

Egzersizin bahsedilen olumlu etkilerinde NO ve CO’nun -kismen de olsa- roli oldugu

gorulmektedir. Verilerimiz HT’nin Onlenmesinde egzersizi yasam bigimi haline

getirmenin 6nemini vurgulamaktadir.
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