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OZET

Hipertansiyon patofizyolojisinde oksidatif stres ve endotelyal islev
bozuklugu 6nemli rol oynamaktadir. Statinlerin, kolesterol diistiriicii etkileri ile
birlikte reaktif oksijen iiretimini azaltarak endotelyal disfonksiyonu 1yilestirdigi ve
eNOS expresyonunu arttirdig1 gosterilmistir. Calismamizda, hipertansif sicanlarda
rosuvastatinin kan basinci, oksidatif stres ile artan NADPH oksidaz, rhokinaz,
endojen NOS inhibitori ADMA, eNOS aktivitesini inhibe eden kaveolin-1 ve
aktive eden hsp90 diizeylerinin yan1 sira phe kasilma, ach gevseme ve anjiotensin
2 cevaplar1 iizerine etkilerinin arastirilmasi ve rosuvastatinin etkilerinin amlodipin
ile karsilastirilmasi amaglanmastir.

Hipertansiyon olusturmak i¢in sicanlara, intraperitoneal (i.p) yolla 6 hafta
boyunca NOS inhibitorii L-NAME ve % 1 tuz i¢eren i¢gme suyu verildi. 2.haftadan
itibaren rosuvastatin (10 mg/kg/giin) ve amlodipin (10 mg/kg/giin) 4 hafta
boyunca i.p olarak uygulandi. Kan basinglar1 0, 14, 28 ve 42. giinlerde tail-cuff
yontemiyle, deney sonunda NADPH oksidaz, rhokinaz, kaveolin-1 ve hsp90 aort
dokusunda RT-PCR, ADMA serumda ELISA ile 6l¢iildii.

Kan basinglar1 L-NAME ve tuz alan gruplarda kontrole gore 14, 28 ve 42.
giinlerde anlamli olarak ytiksekti. Amlodipin kan basincini 28 ve 42. giinlerde
anlaml olarak diisiiriirken, rosuvastatin 42.giinde anlamli olmayan bir azalma
olusturdu. Ach Ec50 degerleri hipertansif grupta yiiksekti. Ach Emax degerleri
hipertansif grupta diisiik, tedavi alan gruplarda ise anlamli olarak yiiksek bulundu.
Hipertansiyonun ADMA, NADPH oksidaz, rhokinaz ve kaveolin-1 diizeylerinde
yaptig1 anlamli artigi, rosuvastatin ve amlodipinin ADMA disinda engelledigi
goriildi. Hipertansiyon grubunda kontrol grubuna goére hsp90 expresyon diizeyi
anlamli olmayan bir artis gosterdi. DMSO uygulamas1 gruplar arasinda anlamli
farklilik olusturmadi.

Sonug olarak, rosuvastatinin kan basinglarini amlodipin kadar diistirmedigi
ve Ach Emax degerlerinin birbirine yakin oldugu goriildii. Amlodipinin kan
basinci diisiirticii etkilerine ADMA, NADPH oksidaz, rhokinaz, kaveolin-1 ve
hsp90 diizeylerinin aracilik edebilecegini ve rosuvastatinin de endotelyal
disfonksiyon ve oksidatif stres ile iliskili bu parametreleri amlodipine benzer
sekilde etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, Rosuvastatin, Amlodipin, Rhokinaz,
Kaveolin-1, Hsp90, NADPH oksidaz, ADMA.
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ABSTRACT

EFFECTS OF ROSUVASTATIN AND AMLODIPINE ON BLOOD
PRESSURE, SERUM LEVELS OF ADMA, HSP 90, CAVEOLIN-1 AND
VASCULAR RESPONSIVENESS INCLUDING BY PHENYLEPHRINE,

ACETYLCHOLINE AND ANGIOTENSIN II IN HYPERTENSION

INDUCED BY NOS INHIBITION AND HIGH SALT DIET

Oxidative stress and endothelial dysfunction play an important role in
pathophysiology of hypertension. Statins which have cholesterol-lowering effects
shown to increase the expression of eNOS and improve endothelial dysfunction
by reducing the production of reactive oxygen. In our study is investigated to the
effects of HMG-CoA reductase inhibitor rosuvastatin and the Ca channel blocker
amlodipine on blood pressure, NADPH oxidase which is incresed by oxidative
stress, rhokinase, asymmetric dimethylarginine (ADMA) as an endogenous
inhibitor of NOS, caveolin-1 which inhibit to eNOS activity and heat shock
protein 90 (hsp90) levels in the hypertensive rats. Furthermore in this study,
phenylephrine contraction, acetylcholine relaxation and angiotensin 2 responses in
isolated thoracic aortic vessels were evaluated. The effects of rosuvastatin
compared with amlodipine.

To form hypertension, L-NAME which is a nitric oxide inhibitor by
intraperitoneally and drinking water containing 1% of salt was given to rats for 6
weeks. As from 2th week rats were applied intraperitoneally to 10 mg / kg / day
rosuvastatin and to 10 mg / kg / day amlodipine for 4 weeks. Blood pressures
were measured by the tail cuff method on 0, 14th, 28th and 42th days. NADPH
oxidase, rhokinase, caveolin-1 and hsp90 levels of aortic tissue were measured by
use of real-time PCR method and ADMA levels in serum were measured by
ELISA.

Blood pressures were observed as significantly higher in the 14th, 28th and
42th days in groups taking L-NAME and the salt, as significantly lower in
amlodipine treatment groups in the 28th and 42th days, and as non-significantly
lower in the rosuvastatin group in 42th day. Ach EC50 values were higher in

hypertensive group. Ach Emax values have been observed lower in hypertensive



group and significantly higher in the treatment groups. Levels of ADMA,
NADPH oxidase, rhokinase and caveolin-1 significantly increased in hypertension
group. Rosuvastatin and amlodipine significantly reduced these parameters but
not ADMA. Level of hsp90 expression non-significant increased in hypertension
group than the control group. DMSO application didn’t constitute significant
difference between groups.

As a result rosuvastatin did not reduce blood pressure compared to
amlodipine. But it has been observed that Ach Emax value was similar to
amlodipine. Rhokinase, caveolin-1, hsp90, NADPH oxidase and ADMA levels
might be mediated to blood pressure lowering effects of amlodipine. Rosuvastatin
also similar to amlodipine may affect these parameters which associated with
endothelial dysfunction and oxidative stress.

Key words: Hypertension, Rosuvastatin, Amlodipine, Rhokinase, Caveolin-1,

Hsp90, NADPH oxidase, ADMA
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1. GIRIS

Esansiyel hipertansiyon, kardiovaskuler sistemi olumsuz olarak etkileyebilen
bir hastaliktir (1-2). Diabetes mellitus, dislipidemi, sigara ve obesiteyi iceren diger
nedenlerle birlikte hipertansiyon, kardiovaskuler morbidite ve mortaliteyi dnemli
Olciide etkiler (3). Kan basincini diistiriicii tedavinin, bu risklere sahip hastalarda
kardiovaskuler olaylar1 azaltabildigi gosterilmistir.

Hipertansiyon, sistemik arteriyal kan basmcinm devamli yiikselmesi ile
kendini gosteren bir kalp-damar hastaligidir. Hipertansiyon zamanla kalpte ve
arterlerde geri doniigsiiz (irreversibl) degisiklikler yaparak ciddi kardiovaskuler
komplikasyonlara yol agmas1 (akut myokard infaktiisii, diger koroner hastaliklari, sol
ventrikiil hipertrofisi, konjestif kalp yetmezligi, inme, progressif bobrek yetmezligi,
retinopati, dissekan aort anevrizmasi vb. gibi) ve gorece sik goriilmesi nedeniyle
onemli bir saglik sorunudur.

Hipertansiyon esansiyel (primer) ve sekonder olmak tizere ikiye ayrilir. Asil
nedeni belli olmayan esansiyel hipertansiyon, vakalarin yaklasik olarak % 95’ini
olusturur. Geriye kalan % 5 olgu ise; bobrek hastaliklar1 ilk sirada olmakla birlikte,
renovaskuler hastaliklar ve bir takim endokrin rahatsizliklar gibi kan basmcinin
yiikseldigi bilinen patolojik bozukluklarla iliskidir (4) .

Cok sayida ¢alisma sempatik sinir sistemi ve renin anjiotensin aldosteron
sistemindeki fonksiyonel degisikliklerin ve damarlardaki diger vasoaktif
mediyatorlerin esansiyel hipertansiyonun patofizyolojisinde 6nemli rol oynadigini
gostermistir. Endokrin faktorler, noral refleksler ve damarsal patolojilerin esansiyel
hipertansiyon gelisiminde etkili olabilecegi gosterilmistir. Bunlar, L-tipi kalsiyum
kanallar1 araciligryla kalsiyum akimmi arttirarak vaskuler tonusda artisa neden
olurlar.  Bu  kanallarin, RhoA/Rhokinaz  yolagi araciligiyla  kalsiyum
sensitizasyonunda eksitasyon-kontraksiyon eslesmesinde dnemli rolii vardir.

Endotelyal disfonksiyon, hipertansiyonda aterosklerotik hastalik acik¢a ortaya
cikmadan ¢ok Once belirmis olan bir major erken patolojik degisikliktir (5). Bu,
endotelde NO iiretiminin azalmasiyla veya siliperoksit anyonlarmin asir1 tiretimiyle

alakali olabilir.
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Hipertansif kan damarlarinda, rhokinaz fonksiyonel ve yapisal degisiklikler
gosterir. SHR’larin kan damarlarinda rhokinazin mRNA expresyon ve aktivitesi,
normotansif ratlara gére 6nemli 6l¢iide daha fazladir (6). Rhokinazin uzun siire bloke
edilmesi sonucunda, SHR’larda medial hipertrofi ve perivaskuler fibrosis gibi
vaskuler lezyon olusumlarinda azalma goriiliir (6).

Kaveolin-1’in transitoza aracilik etmek, sinyal proteinlerini diizenlemek ve
eNOS gibi enzimleri aktiflemek gibi degisik fizyolojik rolleri vardir (7). Kaveolin-
I’in Akt, CaMK, PKA, PKC ve hsp90 gibi diger sinyal molekiilleri ile uyumlu
olarak eNOS aktivasyonunu diizenledigi gosterilmistir (8). eNOS dis uyaranla
kaveolin-1’den ayrildiktan sonra, kalsiyum/kalmodulin veya hsp90 ile birlesir, eNOS
aktive edilmis olur ve NO iiretimi artar (8). Kaveolin-1 ile eNOS’un baglanmasi
eNOS aktivasyonunu ve NO iiretimini inhibe eder (9). Hipertansiyonda kaveolin-1
expresyonunun endotel hiicreleri ve damar diiz kas hiicrelerinde artmis oldugu
belirlenmistir (10).

Is1 sok proteini 90 eNOS’u aktive eden énemli bir proteindir. Okaryotik
hiicrelerde en ¢ok bulunan sitozolik proteinlerden biridir. Sinyal iletimi, hiicre siklus
kontrolii, transkripyonel diizenleme, proteinlerin maturasyonu, katlanmasi ve
aktivasyonunda Onemli rol oynar (11). Endotel hiicreleri herhangi bir uyar1
almadiklar1 zaman hsp90 ve eNOS arasindaki iletisim az iken, bu hiicrelerin
Vaskuler Endotelyal Growth Faktor (VEGF) veya histamin gibi bir faktor tarafindan
uyarilmast sonucunda iki protein arasindaki etkilesim artar. Hsp90’mn eNOS ile
etkilesimi eNOS aktivitesini arttirir (12) ve sonugta NO tiretimi de artar (13).

Oksidatif stres durumunda, bir arginin metaboliti olan ADMA (asimetrik
dimetil-L-arginin) artmis miktarlarda plazma ve hiicrelerde olusur. ADMA, NO
sentezinin endojen bir inhibitoridir (14). ADMA, L-arginin yerine NOS’a
baglanarak eNOS’u inhibe eder. Diisiik serum NO’in neden oldugu endotelyal
disfonksiyon ile kardiovaskuler risk faktorleri arasinda iligki vardir (8). Endotel
disfonksiyonlu hastalarda ADMA’nmn artmis olmasindan dolayi, kardiovaskuler
hastaliklar i¢cin yeni bir biomarker olarak ADMA Onerilmektedir (15). ADMA ile
esansiyel hipertansiyon arasindaki iliski kismen anlasilmistir. Plazma ADMA
seviyelerinin, 0Ozellikle tuza duyarli olan kisilerden ve normotansif saglikli

bireylerden ziyade hipertansif kisilerde daha ytliksek oldugu bulunmustur (16).
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NADPH oksidaz, vaskuler sistemde ROS’un ana kaynagidir (17). Anjiotensin
[I’'nin NADPH oksidazin aktivitesini arttirmasi sonucunda renin anjiotensin sistemi
uyarilir. Bu durum vaskuler O, iiretiminde artisa ve vaskuler disfonksiyona sebep
olabilir (18).

Rosuvastatin  NADPH oksidaz1 azaltarak, eNOS ayrilmasini suprese,
antioksidan enzimatik savunma mekanizmalarini upregiile ederek ve hidrojen
peroksitin aract oldugu DNA hasarini inhibe ederek oksidatif stresi azaltir (19).

Hipertansiyon patofizyolojisinde oksidatif stres ve endotelyal islev
bozuklugunun 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir. Rosuvastatin HDL’y1 arttirip,
LDL ve trigliserit seviyelerini diistirerek dislipidemi tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir sentetik hidrofilik statindir. Statinlerin kolesterol diistiriicii
ozelliklerine ek olarak antiinflamatuar, antiproliferatif, antitrombotik, antiaterojenik
ve antihipertansif etkileri oldugu rapor edilmistir (5). Reaktif oksijen iiretimini
azaltarak endotelyal disfonksiyonu iyilestirdigi ve eNOS expresyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Vaskuler disfonksiyonun 6nlenmesinde, ROS’larin olusturdugu
oksidatif stres ve inflamasyonda rosuvastatinin yararli etkileri bilinmektedir.
Calismamizda hipertansif siganlarda rosuvastatinin kan basinci, oksidatif stres ile
artan NADPH oksidaz, rhokinaz, endojen NOS inhibitoriit ADMA, eNOS aktivitesini
inhibe eden kaveolin-1 ve aktive eden hsp90 diizeylerinin yani sira phe kasilma, ach
gevseme ve anjiotensin 2 cevaplarinin arastirilmasi ve rosuvastatinin etkilerinin,
klinikte antihipertansif amacgla yaygin kullanim alani olan ve endotel {izerine
koruyucu etkileri oldugu bildirilen bir ca kanal blokorii olan amlodipin ile

karsilastirilmas1 amaglanmistir.
1.1. Kan basincimi Belirleyen Faktorler ve Esansiyel Hipertansiyon

Ilerleyici seyir gosteren ve birgok faktdre bagh oldugu diisiiniilen esansiyel
(primer) hipertansiyonun olusum mekanizmalart heniiz netlik kazanmamustir.
Hipertansiyon olusumunun temelinde oksidatif stresin artmasi, baroreseptor
sensitivitesinin degismesi, dokularda sempatik etkinliin artisi, renin-anjiyotensin
sisteminin aktivasyonundaki anormallikler ve bdbreklerde sodyum tutulumunun
artmasi gibi etkenlerin olabilecegi diistiniilmektedir.

Esansiyel hipertansiyon uzun yillar semptomsuz ve komplikasyonsuz olarak

seyreder. Bu swrada hastaligin tek gostergesi diyastolik ve/veya sistolik kan
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basmcinin ylikselmis olmasidir. Uzun siiren kan basinci yiiksekliginin ug-organlarin
arterleri, diger yapilar ve myokard lizerindeki zararh etkilerine bagli olarak yukarida
sayilan ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikmaya baslar (4) .

Esansiyel hipertansiyonda kan basincinin yiikselmesi total periferik damar
rezistansmin artmasma baglidir. Ancak az sayidaki olguda, kalp debisi veya dolasan
kan hacmi de ylikselmis olabilir. Esansiyel hipertansiyonun patogenezinde heredite

olgularm yariya yakin bir boliimiinde rol oynar (4).
1.1.1. Hemodinamik degisiklikler
1.1.1.1. Kardiyak degisiklikler

Kan basinci yliksek ve dolasimdaki kan akimi hizli olan bazi kisilerde kalp
debisinin artmis oldugu gozlenmistir. Kalp debisindeki artis hipertansiyon
olusumunun baslangicinda etkilidir ancak hipertansiyon tam olarak gelistikten sonra

kalp debisinde artig goriilmemektedir (20).
1.1.1.2. Periferik arter degisiklikleri

Periferik arter rezistansindaki artis, c¢apt Imm’nin altinda olan distal
arteriollerde goriiliir. Kan basinci yliksek kisilerin cilt alt1 yag dokularindaki kiigiik
diren¢ damarlarinda, kan basinci normal olan kisilere gore media kalinligi/i¢ cap

oraninda %26-62 arasinda artiglar saptanmustir (20).
1.1.2. Vazoaktif peptidler

Natriliretik peptid, vazopressin, serotonin, dopamin, kallikrein, Kkinin,
noropeptid Y, opioid peptidler, adrenomedullin ve medullipinin esansiyel

hipertansiyon gelisiminde etkili oldugu diisiiniilmektedir (20).
1.1.3. Prostaglandinler

Prostaglandinler kan basincmi arttirici ya da azaltic1 sekilde cesitli etkiler
gosterirler. Tromboksan A2 vazokonstriksiyon yaparken, Prostaglandin 12
vazodilatasyon meydana getirir. Prostaglandin E ise vaskuler tonus, sodyum dengesi

ve renin salinimini inhibe ederek kan basinci lizerine 6nemli etkiler gosterir (21).

1.1.4. Endotelin

17



Endotel hiicrelerinden salgilanan ve diiz kas hiicrelerine ETA iizerinden etki
ederek vazokonstriksiyona neden olan bir peptiddir. Bunun yaninda, endotelin ETB
reseptoriine baglanarak prostasiklin ve NO iiretimi yoluyla vazodilatasyonda
yapabilir. Ciddi hipertansiyon olusturulan hayvan modellerinde kii¢iik damarlarin
endotelinde endotelin liretiminin artmis bulunmasi, hipertansiyon patogenezinde
endotelinin roliinii desteklemektedir. Endotelin iiretimindeki artis, kan basinci
yilikselmesinin yaninda hipertansif kisilerde kii¢iik damarlarda hipertrofik yeniden

sekillenmenin olusumundan da sorumlu tutulmaktadir (22).
1.1.5. Obezite

Obezite sonucunda sempatik sinir sistemi ve RAAS’ nin aktivasyonu, plazma
hacminin artig1 ve hiperinsiilinemi olusumundan kaynaklanan kan basincinda artig

meydana gelir.
1.1.6. Genetik Etkenler

Renin anjiotensin sisteminin bilesenlerini ilgilendiren genlerin hipertansiyon
gelisimi ile en fazla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar anjiotensinojen,
anjiyotensin doniistiirlicii enzim, anjiyotensin II tip 1 reseptorii ve beta-2 adrenerjik
reseptordiir. Bu genetik bozukluklar sonucunda ortak olan durum, artmis tuz ve su
tutulumu ile sonuglanan genetik gecisli bir renal fonksiyon bozuklugunun olmasidir
(23).

1.1.7. Sigara

Nikotin nikotinik reseptorlere etki ederek, adrenerjik sinir uglarindan
noradrenalin salmmasmma neden olur. Sigara insiilin direnci, endotel bagimli

gevsemede azalma ve endotelin seviyelerinde artisa yol agarak kan basincinda

yiikselmeye sebep olur (20).
1.1.8. Alkol

Alkol az miktarlarda alinmis olmasina ragmen, kronik tiiketimi sonucunda
kan basincinda yilikselmeye neden olur. Alkol renin anjiotensin aldosteron sistemini
ve sempatik sinir sistemini uyarip, plazma Kkortizon diizeyini arttirarak kan

basincinda ytlikselmeye neden olur (20).
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1.1.9. Fiziksel inaktivite

Diizenli egzersiz yapan kisilerde, hipertansiyon ve buna bagh rahatsizliklar
daha nadir goriilmektedir. Yiiksek kan basincina sahip kisiler, diizenli spor yapmaya

basladiklarinda ise kan basinglarinda azalma gozlenmistir.
1.1.10. Sempatik sinir sistemi aktivasyonu

Sempatik sinir sistemindeki aktivite artisi, hem hipertansiflerde, hem de
normotansif kisilerde kalp, bobrekler ve periferik damarlar tizerindeki etkileri
yoluyla kalp debisi ve damar direncini arttirarak ve sivi retansiyonuna neden olarak
kan basincinda yilikselmelere yol acar. Sempatik sinir sisteminin uyarilmasi
sonucunda kalp hizinda artis, periferik vazokonstriksiyon, adrenallerden norepinefrin
salinimi ve kan basincinda artis gerceklesir. Ayrica damar diiz kas hiicresinde
hipertrofi ve buna bagl sertlik (kompliyans azalmasi) gelismesine yol agar. Sempatik
sinir sistemi aktivasyonuyla renal efferent sempatik lifler de uyarilir, boylece renal
kan akiminda diisme ve renal wvaskiiler direncte artmayla sonuglanan
vazokonstriksiyona neden olur. Renal sempatik uyarilma dogrudan sodyum
reabsorbsiyonu ve jukstaglomeriiler aparattan renin salinimini uyarir. Sempatik sinir
sisteminin kan basincinin gegici ve kisa siireli kontroliinde onemli oldugu

belirtilmistir (24).
1.1.11. Renin angiotensin aldosteron sistemi

Renin anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS) hem hipertansif, hem de
normotansiflerde dolasan kan hacmini ve kan basincini diizenleyen en Onemli
mekanizmalardan biridir. Renin bdbrekte jukstaglomeriiler hiicrelerden salinir ve
karacigerden plazmaya verilen anjiyotensinojenin anjiyotensin-I’e ¢evrilmesi
reaksiyonunu katalize eder. Bu da anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) tarafindan
anjiyotensin-II’ye yikilir. RAAS nin fizyolojik ve patolojik etkileri anjiyotensin-II
(A-II) tizerinden gerceklesir (24). All’'nin AT1 ve AT2 olmak iizere 2 tip reseptorii
vardir ve etkilerinin ¢ogu AT1 {izerinden olur. All’'nin ATI reseptoriine
baglanmasiyla periferik damarlarda vazokonstriksiyon, aldosteron sentez ve salinimi,
renal tiibiiler sodyum gerialimi, sempatik sinir sistemi aktivitesi ve vasopressin
salmimi uyarilir, negatif geri besleme ile renin salinimi inhibe olur. Ayrica All, giigli

bir biiylime faktorii ve mitojen olup hiicre ve matriks ¢ogalmasini uyarir. Kan
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basincinda yiikselme oldugunda negatif geri besleme yoluyla jukstaglomeriiler
hiicrelerden renin salgis1 azalir. Bu nedenle esansiyel hipertansiyonu olanlarda bu
inhibisyona bagli olarak plazma renin diizeyinin diisiik olmasi1 beklenir. Ancak
hipertansiflerde plazma renin diizeyleri homojen olmayip kan basmci diizeyi ile
orantili degildir. Sadece %30’unda renin diizeyi diisik olup %50’sinde normal,
%20’sinde ise yliksektir. Hipertansif hastalarda plazma renin diizeylerinin uygunsuz
bir sekilde normal veya yiiksek olmasini agiklayacak baslica 2 mekanizma One
siirtilmiistiir.

Bunlardan birincisi, nefron heterojenitesidir (24). Iskemik nefronlardan
salinan renin plazma diizeyini farkli seviyelerde arttirarak, normal ya da yiiksek
plazma renin diizeylerine neden olur. Iskemik nefronlardan salinan asir1 renin
dolasima gegerek A-II olusumuna yol agar. Sonucta, hiperfiltrasyon yapan
nefronlarda asir1 vazokonstriksiyon ve sodyum tutulumu gercekleserek hipertansiyon
gelisir. Plazma renin diizeyinin hipertansiflerde normal olmasmin diger bir nedent,
bu esansiyel hipertansifler arasinda o6nemli bir oranda non-modiilator kisiler
olmasidir (25). Yani bu kisilerde sodyum kisitlamasina yanit olarak aldosteron
salgilanmasi1 uyarilmaz. Ayrica rezistans damarlarin All’ye olan duyarliliginda artis
meydana geldigi ve renin ve All’nin diisiik serum diizeylerinde bile kan basincinin
yiikselebilecegi one siiriilmiistiir. Dolasan kandaki RAAS’den ayr1 olarak kalpte, kan
damarlarinda, beyinde ve adrenal kortekste lokal anjiyotensin II {iretimiyle
sonuglanan doku RAAS de tanimlanmustir. Ozellikle patolojik olaylarda lokal All
iretimi, ACE aktivitesinden bagimsiz olarak alternatif yollarla olusabilmektedir.
Kalpte ve kan damarlarinda All olusumundan serin proteaz kimaz aktivitesi sorumlu
tutulmaktadir. RAAS’nin bu dokularda da aktivitesini slirdiirmesi, kardiovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde bilinenden daha yaygin bir rol aldigin1 diisiindiirmektedir

(24).
1.1.12. Renal Kaynakh Sodyum ve Su Retansiyonu
1.1.12.1. Natriiiretik Hormon

Natritiretik hormon periferdeki damarlarda gevseme olusturarak kan basmcini
diistiriicii etki gosterir. Atriyumlarin hacimlerindeki genislemeye cevap olarak

sentezlenir. Glomeriil filtrasyon hizinda (GFH) artis olusturarak, sodyum atiliminda

20



artis meydana getirir. Afferent arteriyollerde genisleme, efferent arteriyollerde ise
daralma olusturur. Norepinefrin, AIl, AVP gibi ajanlar tarafindan daraltilmis olan

damarlarda gevseme yapar. Renin ve aldosteron hormon salinimini inhibe eder (20).
1.1.12.2. Vazopressin

Arka hipofizdeki sinir uglarindan salgilanan bir nonapeptit olan vazopressin,

plazma ozmolaritesindeki artisa cevap olarak sodyum ve su tutulmasina neden olur.
1.1.13. Asir1 Tuz Alm

Sodyum aliminin ve su tutulumunun artmasi kalp debisinin artigina yol agar,
ayrica renal fonksiyonlar1 ve vaskiiler reaktiviteyi degistirerek hipertansiyona neden
olabilir. Yiiksek dozda sodyum tiiketenlerin hepsinde hipertansiyon gelismemekte
ancak es zamanli olarak renal sodyum atiliminda bir bozukluk olanlarda zararlh
etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Yani sodyum alimmin artmasi, hipertansiyon gelisiminde
gerekli fakat tek basma yeterli olmayan bir faktordiir. Sodyumun klorlu tuzunun
(NaCl) hipertansiyona neden oldugu, ancak sodyum bikarbonat veya askorbatin ise
boyle bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Sodyum igerigine ek olarak diisiik
potasyum diizeyi sodyum fazlaligindan gelen zararli etkiyi arttirmaktadir. Saghkli
bireylerde kan basinci artisina bagl olarak bobreklerden sodyum ve su atilimi artar,
stvi hacmi azalir ve basing normal diizeye doner (basing natriiirezi). Bu
mekanizmada olusabilecek bozulmanm, kan basincinda artigla sonuglanabilecegi
tahmin edilmektedir. Ilave olarak artmms sodyum diizeyi kan basmcini, damarsal
etkinligi bozma yoluyla da arttirabilir. Fazla sodyumun kan basincini arttirici
etkisinden baska zararli etkileri iizerinde de durulmaktadir. Bunlar kan basimnci
yiikseltici etkisinden bagimsiz olarak inme riskini arttrmasi, sol ventrikiil
hipertrofisine yol agmasi1 ve hiperfiltrasyona bagli renal fonksiyonlarin bozulmasidir
(22).

1.1.14. Endotel disfonksiyonu

Endotel hiicreleri damar duvarindaki diiz kas hiicreleri lizerinde vazoaktif
dilatasyon ve kontraksiyon yapan bircok lokal parakrin etkili madde salgilayarak
hipertansiyon patogenezinde aktif rol alir. Bunlarin iginde en gii¢liileri nitrik oksit

(NO) ve endotelindir. Endotel fonksiyon bozuklugunda salinan vazodilatator ile

vazokonstriktor faktorler arasindaki denge degismistir. Esansiyel hipertansiyonda
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endotele bagli vazodilatasyon cevabinin bozulmasi ve vazokonstriktorlere olan
hassasiyetin artmasi periferik damar direncini arttirabilmektedir. Endotel
disfonksiyonun gelisiminde Onemli olan oksidatif stres bir¢ok parametrenin

artmasia ya da azalmasina neden olabilir.
1.1.14.1. Nitrik Oksit

Endotelden salinan EDRF olarak da bilinen nitrik oksit (NO), 1980’de Robert
Furchgott ve John Zawadski tarafindan ilk kesfedilmistir (26) .

Nitrik oksit uyarilabilir NOS (iNOS), néronal NOS (nNOS) ve endotelyal
NOS (eNOS) gibi ti¢ tip nitrik oksit sentaz tarafindan iiretilen serbest radikal olan
lipofilik bir gazdir (27).

Nitrik oksitin damarlarda antiinflamatuar, antiplatelet, antiproliferatif ve
antimigratuar Ozellikleri vardwr. NO Ca’'/kalmodulin, FMN, FAD ve BH. gibi
subsrat ve kofaktorlerin varliginda aktive olan NADPH bagimli bir enzim olan eNOS
tarafindan L-argininin L-sitruline doniisiimii esnasinda endotelden {iretilir (28).
Vaskuler endotelyal disfonksiyon, oksidatif stresteki artistan dolayr damarda NO
bioyararlanimi1 ve iiretimindeki azalma sonucunda endotel bagimli gevsemedeki
bozulma ile karakterizedir. Bu durum, vazodilatasyon ve vazokontriksiyon olaylar1
arasindaki dengenin kismen veya tamamen kaybina yol acar (29). Vaskuler
endotelyal disfonksiyon atheroskleroz, kalp yetersizligi, angina pektoris ve myokard
infaktiisii gibi ¢esitli kardiovaskuler hastaliklarin patogenezinde anahtar role sahiptir
(30). VED srrasinda damarlardaki NO bioyararlanimi ve iiretimindeki diisiis, eNOS
expresyonundaki azalma, eNOS i¢in uygun kofaktorlerdeki eksiklik, eNOS
inaktivasyonu ve ROS tarafindan NO bozulmasindaki artistan kaynaklanir (31). Bu
yiizden, eNOS kardiovaskuler hastaliklarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

Cesitli ¢galismalar kardiovaskuler fizyolojinin fonksiyonel diizenlenmesinde ve
kardiovaskuler patofizyolojinin 6nlenmesinde eNOS’un etkisini gostermistir. eNOS
tarafindan iiretilen NO, kan basincinin diizenlenmesinde onemlidir. Vaskuler eNOS
expresyon ve aktivasyonundaki defekt hipertansiyonla sonuglanir (32).

Nitrik oksitin azalmis bioyararlanimi, vaskuler hastaliklarla iligkili en 6nemli
faktorlerden biridir. Bunun endotelyal disfonksiyonun bir sebebimi yoksa sonucumu
oldugu acik degildir. Bir takim faktorler, NO’in hiicresel hedeflere ulagsmasi veya

diffiize olmasmi etkiler. NOS fonksiyonlarmmin O6nemli bir O6zelligi, subsrat ve
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kofaktérlerin uygunlugudur. In vivo ve in vitro ¢alismalar, L-argininin NO {iretimini
etkileyebildigini gosterir. L-arginin hiperkolesterolemik insanlarda, asetilkoline
cevap olarak endotel bagimli vazodilatasyondaki bozulmay1 kismen tersine gevirir.
L-argininden NO sentezi, cesitli arginin analoglar:1 tarafindan farmakolojik olarak
bloke edilebilir. Kardiovaskuler sistemde NOS inhibitorleri vazokonstriksiyon,
trombiis olusumu ve atherogeneze neden olabilir. L-NMMA ve ADMA plazmada
dogal olarak bulunan NOS inhibitorleridir (33). ADMA diizeyleri dinamik bir siire¢
tarafindan diizenlenir. ADMA arginin metilasyonuyla sentez edilir, proteoliz ile
salmir, DDAH-1 ve 2 enzimleri araciligiyla sitruline metabolize edilir. DDAH-1’1in
fonksiyonel mutasyonu, kardiovaskuler hastaliklar ve hipertansiyon gelisimi i¢in risk
tasir (34). Artmis plazma ADMA seviyeleri, hiperkolesterolemi ve hipertansiyonu
iceren vaskuler hastaliklarm bir kisminda tanimlanmistir ve akut koroner olay riski
acisindan giiclii bir belirtectir (27).

Nitrik oksit normal kan basincimin siirdiiriilmesinde 6nemlidir. Bu yiizden,
NO’in esansiyel hipertansiyondaki rolu yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
Hipertansif kisilerde NO’in araci oldugu vazodilatasyonda bozulma goériilmiistiir
(27). Bunun azalmis NO sentezi ya da artmig NO tiiketiminden dolay1 olup olmadig1
hale netlik kazanmamuistir. Arterial hipertansiyonlu hastalarda kan akimina cevap
olarak organik nitratlarin infiizyonu normotansiflere kiyasla bozulmustur (35). NO
iretimi SHR’larda normaldir ancak O,  {retimi artmistir. Bu durum NO’in
oksidasyonunda artisa yol agarak vazodilatasyon cevaplarmin azalmasma yol agar
(36). Oy hipertansiyonda upregiile olan NADPH oksidaz ve siklooksijenaz gibi
cesitli enzimlerden kaynaklanabilir (29). Esansiyel hipertansiyon azalmis endotel
bagimli gevseme ile iligkilidir. NO fonksiyonu, O, gibi radikaller tarafindan NO’in
modifikasyonu veya bozulmasiyla diizenlenir.

Endotelyal nitrik oksit sentaz ve NO {iretimindeki azalma, hipertansiyondaki
endotelyal disfonksiyon ile iliskilidir. Tersine NO iiretimi ve eNOS expresyonundaki

artiglar, tedavi edilmekte olan farelerdeki kan basincindaki diisiisle iliskilidir (37).
1.1.14.2. Endotelyal Nitrik Oksit sentaz

Endotelyal nitrik oksit sentaz expresyonu atheroskleroz, diabet ve

hipertansiyon gibi kardiovaskuler sistemi ilgilendiren bir¢cok hastalikta degisir (27).
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Endotelyal NO iiretimini ve onun fizyolojik etkisini subsrat ve kofaktorlerin
uygunlugu, NO temizleyicilerinin varligr gibi bir¢ok degisken belirler. eNOS
diizenlenmesinde subselliller alan da etkilidir. eNOS ¢ogunlukla plazma
membraninda kaveolae i¢in hedeftir. eNOS’un plazma membraninda aktivitesi golgi,
sitoskeletal ve aktin ile iligkili formlarina kiyasla en yiiksektir (38). Cok yonlii eNOS
fosforilasyonuyla endotelyal NO sentezinin diizenlenmesi humoral, mekanik ve
farmakolojik uyaranlarin genis bir ¢esidine cevap olarak olusur. Bu diizenleme Ca
akimi ve protein-protein etkilesimi gibi eNOS diizenlenmesinin diger yonleriyle
etkilesimlerdeki gibi ¢cok sayida kinaz ve fosfatazlari igerir. Okside LDL endotelyal
hiicre CD36 reseptorlerine baglanarak ve kaveolea kolesterolun azalmasiyla kaveolea
ile baghh eNOS’la yer degistirir. Bu durum, eNOS aktivasyonunun bozulmasiyla
sonuglanir (39). Lipoproteinlerin, enzim aktivasyon seviyesi ve membran kolesterol
homeostazisine etkileri araciligiyla kaveolaedeki eNOS fonksiyonlar: iizerine giiglii
etkileri vardir. Bu siiregleri atherogenezin en erken fazlari igerir.

Tetrahidrobiopterin  NOS i¢cin esansiyel bir kofaktordiir. L-arginine
baglanmanin artmasi1 ve dimerik yapilarin stabilizasyonu gibi NOS fonksiyonu
iizerine blytlik etkileri vardir (40). Azalmis BHs yararlanimi NOS’un ayrilmasiyla
sonuclanarak O,  ve H,O, iiretimine neden olur. Hipertansiyonda BH, ilavesi
endotelyal disfonksiyonu iyilestirir (41). Oral BHy ilavesi, yiiksek kolesterol dieti
sonrast endotel bagimli vaskuler gevsemeyi iyilestirir ve metabolik sendrom gibi
oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde umut vaat eder (42). BH4
azalmig NOS aktivitesi veya NO senteziyle karakterize farkli hastaliklarda NOS
fonksiyonlarmin diizenlenmesiyle iliskilidir.

Endotelyal hiicreler O, iiretirler ve bunlar SOD tarafindan inaktive edilirler.
NO bioyararlanimindaki kayipda en Onemli mekanizmann NO’in Oy ile
etkilesiminden dolay1 oldugu disiiniiliiyor (43). O, seviyeleri onemli derecede
artarsa, nitrik oksit ve O,” reaksiyona girer. Bu reaksiyon SOD tarafindan O, in
dismutasyonundan alt1 kat daha hizhdir (44). Bunun sonucunda, NO’in
bioyararlanimi1 azalarak, gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOOQO) iiretilir.
Peroksinitrit protein ve peptidleri igeren aminoasit, niikleik asit ve tiollere kimyasal
olarak doniigebilir. Fizyolojik olarak pH:7.4’de % 20’lik peroksinitrit peroksinitrik

asit olusturmak icin protonlanir ve NO, ve OH' radikali olusturmak i¢in parcalanir
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(44). NOy' nitrofenolleri iiretmek i¢in fenol gruplarna saldirir. Biyolojik sistemlerde
bu durum 3-nitrotirozin iiretmek i¢in tirozin kalintilarinin modifikasyonuna yol agar.
3-nitrotirozin olusumu peroksinitrit olusumu i¢in stabil bir biolojik marker olarak
diistiniilebilir ve baz1 kardiovaskuler hastaliklarda artar (45). Endotelyal hiicreler
siirekli diisiik seviyede O, iiretirler. Bu hiicreler aktive olduklarinda O, iiretimi
onemli derecede artar. Vaskuler hastaliklarin ¢ogu artmis siiperoksit iiretimi ile
iligkilidir. O, “nin enzimatik kaynagi hastaligm farkl tiplerinde degisebilir. Bunlar
NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve NOS gibi enzimlerdir. Yapilan
calismalar NADPH oksidazin O,  {iretiminden asil sorumlu enzim oldugunu
gostermistir  (46). Endotelyal disfonksiyon O, salmmmi yoluyla NO’in
bioyararlaniminda azalmaya neden olabilir.

Bozulmus eNOS aktivitesi ve endotelyal disfonksiyon hipertansiyon,

hiperkolesterolemi ve atheroskleroz gibi bir¢ok hastalikta goriilmiistiir (47).
1.1.14.3. Rhokinaz

RhoA’nin Ca duyarl etkileyicisi bir serin treonin kinaz olan rhokinazdir.
Vaskuler diiz kas hiicre kasilmasimni diizenlemenin yanisira proliferasyon, adhezyon
ve migrasyon gibi diger hiicresel fonksiyonlarda da 6énemli rol oynarlar. Rhokinaz
aktivasyonu fosforilasyona yol acar ve MLCP diizenleyici subunitin deaktivasyonu
siirekli intraselliiler kalsiyum konsantrasyonlarinda fosforile myozin hafif zincirin
birikimiyle sonucglanir (48). Fasudil gibi rhokinazin farmakolojik inhibitorleri,
enzimde ATP baghh bolgeyle yarigarak rhokinaz aktivitesini bloke eder (48).
Rhokinaz inhibisyonu, bir¢ok farkli agonistle kasili kan damarlarinin izole
segmentlerinin gevsemesine neden olur ve hipertansif hayvan modellerinde kan
basincini diisiiriir (6). Rhokinaz 1 ve 2 olarak %92 oraninda benzer olan iki farkl
rhokinaz izoformu tanimlanmstir. Bu izoformlar, vaskuler diiz kas ve kalpte exprese
olur (49). RhoA/rhokinaz yolaginin, NO sinyalinin tam tersine etkisi oldugu
goriilmiistiir. NO RhoA/rhokinazin artmis kasict ve proliferatif etkilerine karsi
koruyucu olabilir. RhoA’nin araci oldugu kalsiyum duyarhiligi ve kasilma,
NO/cGMP sinyal yolagi tarafindan fosforilasyon ve daha sonrasmda RhoA
inaktivasyonuyla diiz kas hiicrelerinde inhibe edilir. RhoA’nin neden oldugu
kalsiyum sensitizasyonunun inhibe edilmesi ve aktin sitoskeleton diizenlemesi NO’in

vazodilator etkilerine katkida bulunur. NO ¢cGMP’ye bagimli bir bicimde MLCP
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aktivasyonuyla resistance arterleri dilate eder. Bazi ¢aligmalar, MLCP’nin ¢cGMP
tarafindan aktive edildigini gostermistir. Endojen NO RhoA aktivasyonunu
diizenleyebilirken, NO iiretiminin kronik inhibisyonu RhoA desensitizasyonuna
neden olur. Uyarilmis RhoA/rhokinaz aktivitesinin endotelyal NO sentaz
expresyonuna olumsuz etkileri vardir (50).

Anormal sempatik vazokontriksiyon, VSMC’de degismis membran ve
intraselliiler gecis islemlerinde oldugu gibi sempatik sinir sisteminin degismis santral
ve periferik kontroliinden kaynaklanir. Bu hipertansiyona katkida bulunan major
faktorlerden biridir. Bu degisikliklerin hedefi myozin hafif zincirdir ve bunun
fosforilasyonu vaskuler diiz kas kasilmasina neden olur. Myozin hafif zincirin
fosforilasyonu, defosforilasyonun neden oldugu MLCP’yi oOnleyen ve
fosforilasyonun destek oldugu kalsiyum bagimli MLCK’y1 igeren iki yolak
tarafindan diizenlenir (kalsiyum sensitizasyonu olarak adlandirilir). L-VDCC’nin
arac1 oldugu kalsiyum akimi ve RhoA/rhokinaz yolaginin neden oldugu kalsiyum
sensitizasyonu VSMC kasilma aktivitesinin iki major belirleyicisidir. Hipertansiyon
boyunca L-VDCC araciligiyla olan artmis kalsiyum akimi, G proteinlerin
inhibisyonuyla cAMP/PKA yolaginin diizenlenmesi aracilifiyla oncelikli olarak
etkilerini gosteren vazokonsriktorler (endojen katekolaminler gibi) tarafindan ortaya
cikar. Buna karsilik kalsiyum kanallar1 {izerine inhibitér etkisi olan cGMP/PKG
yolagi NO’in neden oldugu vazodilatasyonda 6nemli rol oynar. Diger vazoaktif
agonistlerde oldugu gibi vaskuler tonusun diizenlenmesinde bu iki major antagonist,
MLCP’in inaktivasyonu araciligiyla myozin hafif zincirin fosforilasyon seviyesini
diizenleyen RhoA/rhokinaz sinyal yolagimni etkiler. Degisik vazoaktif ajanlar, myozin
hafif zincir fosforilasyonunun diizenlenmesi ve sonrasindaki vaskuler tonus i¢in her
iki yolakta kullanilir. Hipertansiyon gelisiminde artmis kalsiyum akiminin 6nemli
oldugu anlasilmistir ancak RhoA/rhokinaz yolaginin rolii tam olarak anlagilamamistir
(6).

Rhokinaz aktivitesi, metabolik sendrom ve koroner arter hastalarinda periferal
l6kositlerde artmistir. ROCK aktivitesinin, periferal kan lokositlerinde noninvaziv
metodlarla Olclilmesi sonucunda hipertansiyonda artmis oldugu gorilmiistiir.
Lokositlerdeki ROCK  aktivitesi, 10kosit baglanmasini ve infiltrasyonunu vaskuler

duvarda arttrrmistir. Bu durum, atherosklerozun ilerlemesiyle sonuclanir. Lokosit
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ROCK aktivitesi, hipertansiyon ve atheroskleroz i¢in onemli bir biomarker olabilir
(51).
1.1.14.4. Kaveolin-1

Kaveolae membrandaki kiiclik zincirlerdir. Plazma membraninda hareketli
sinyal bolgeleri olarak fonksiyon goriirler ve endotel hiicrelerinde her yerde hazir
halde bulunurlar (52). Kaveolin-1 kaveolae iceren 22 kDa olan bir proteindir.
Transitoza aracilik etmek, sinyal proteinlerini diizenlemek ve eNOS gibi enzimleri
aktiflemek gibi degisik fizyolojik rolleri vardir (7). Kaveolin eNOS aktivitesini, in
vitro inaktif durumlarda onu etki yerinde tutarak diizenler. eNOS external
stimiilasyonla kaveolin-1’den ayrildiktan sonra, kalsiyum/kalmodulin veya 1s1 sok
proteini 90 ile komplex olusturur. Sonra eNOS aktive edilmis olur ve NO {iretimi
artar (8). Ayrica atheroskleroz, pulmoner hipertansiyon, diabet gibi degisik
hastaliklarda uyarict ve araci olarak fonksiyon gordiigli i¢in, kaveolinin Gnemi
gittikce daha iyi anlasilmaktadir (53). Hipertansiyonda kaveolin expresyonunun
endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde artmis oldugu belirlenmistir ve bu
nedenle antihipertansif hedef haline gelmistir (10).

Nitrik oksit tiretimi kaveolin, hsp90 veya Cu/Zn superoksit dismutaz gibi
diger molekiiler sistemlerdeki degisiklikler aracilifiyla artabilir (8). Giincel
calismalar, secilmis HMG-CoA rediiktaz inhibitorlerinin, endotelyal anjiogenez
modelindeki hsp90 ile iligskili mekanizmalar araciligiyla NO iiretimini arttirdigini
gostermistir. HMG-CoA rediiktaz inhibitorleriyle tedavi, eNOS ile hsp90 veya
Ca/CaM ‘nun etkilesimini destekleyerek veya kaveolin-1 expresyonunu deprese
ederek eNOS fosforilasyonunu arttirrr. Boylece, eNOS aktive olur (54). eNOS
fosforilasyonunun rolii, onun subselliiler lokalizasyonuyla etkilesen aktivasyonu i¢in
belirleyici bir faktor olarak aciklanmistir. eNOS en az iki subselliiler kompartmanda
lokalizedir. Bunlardan biri periniikleer lezyonlardaki golgi, digeri ise plazma
membranindaki kaveoldiir. Membrana bagli eNOS’un genel olarak daha aktif oldugu
ve aktivasyon i¢in genellikle Akt tarafindan fosforillendigi tahmin edilmektedir.
Subselliiler kompartmanda lokalizasyona ek olarak, kaveolin-1 ile eNOS’un
baglanmasi eNOS aktivasyonunu inhibe ve NO {iretimini suprese eder (9).
Kaveolin-1 olmayan hayvanlarin izole aortalar1 sabit bir kasilma tonu

olusturamayabilir. Damarsal gevsemeyi uyarmak i¢cin mediaya Ach eklendiginde,
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kaveolin-1 olmayan farelerin aortalar1 wild tip kontrol grubundan onemli dlciide
daha fazla gevseme cevabi gostermistir (55). SHR’larda bioaktif NO’in diisiik bazal
iretimi, eNOS un artmig expresyonu ve diisiik kaveolin-1 expresyonu ile iligkilidir.
Bu durumda kaveolin-1, kompansatuar mekanizma gibi bioaktif NO’in liretiminin
stirdiiriilmesi i¢cin eNOS’un negatif bir diizenleyicisi olarak rol oynamistir (56). En
son caligmalar, kaveolin-1’in Akt, CaMK, PKA, PKC ve hsp90 gibi diger sinyal
molekiilleri ile uyumlu olarak eNOS aktivasyonunu diizenledigini gostermistir (8).
Vaskuler konneksinler kaveolin-1 ve eNOS ile etkilesim halinde bulunarak
hipertansiyonda Onemli rol oynayabilirler. SHR’larda endotelyal Cx37 ve Cx43
seviyeleri onemli diizeyde azalmistir. Cx37 ve Cx43 seviyelerindeki bu diists,
adrenerjik blokerlerle tedavide kan basincindaki diisiis ile birlikte azalir. Bu bulgular,
eNOS’un aract oldugu hipertansiyon ile Cx37 ve Cx43 arasinda iliski oldugunu
goOstermistir. Ancak araci olan yolak heniiz anlagilamamistir (57). NO’in Cx37
iizerine olan etkileri muhtemelen S-nitrosylation, Cx40 iizerine olan etkileri ise
cGMP araciligiyladir. Ancak, molekiiler degisimler ve etkilesimler tam olarak
bilinmemektedir. Endotelyal hiicrelerde, eNOS en az iki konneksinle birlikte
bulunabilir (Cx37, Cx43). Bu etkilesim membranda eNOS fonksiyonunu ve
expresyonunu etkiler. eNOS kaybi membrandaki gap junctionlar arasindaki
baglantiy1 etkiler. Ancak bunun eNOS ile konneksinler arasindaki etkilesimin
kaybindan mi1 ya da konneksinler tizerine NO yolagmin etkilerinin azalmasindan mi
kaynaklandig1 bilinmemektedir. Atheroskleroz, hipertansiyon ve diabet gibi vaskuler
degisikliklerin oldugu hastaliklarda NO yolagi, konneksin expresyon ve fonksiyonu
degismistir (58). Cx37’in C bolgesi eNOS ile bagh bir bolge icerdigi icin eNOS ve
Cx37 direk etkilesim halindedir (59). eNOS’un Cx37 ile bagl olan kismi1 kaveolin-1
(eNOS’un negatif diizenleyicisi) ile bagl olan bolgesiyle aynidir. Endotelyal hiicre
kiiltiirlerinde, eNOS ve Cx37 arasindaki iligki gosterilememistir. Ancak, Cx37’deki
bozulma artmis eNOS aktivitesi ve NO {liretimiyle sonuglanir. Bu durum, kaveolin-1
gibi Cx37’in de eNOS’un negatif diizenleyicisi olabilecegini gosterir (59). eNOS ve
konneksin, lipit ve kaveolea ile lokalize olabildigi i¢in fiziksel olarak kaveolin-1 ile
iligkilidir. Kaveolin-1 ile etkilesimdeki kayip, eNOS’un hareketlerini ve
baglanmasimi degistirebilir. Kaveolin-1’deki kayip, Cx37’in eNOS’a baglanmasina
destek olabilir. In vivo olarak aortik endotel hiicrelerinde eNOS, Cx37 ve Cx40
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arasinda kismen de olsa bir iliski oldugu gdosterilmistir (58). Uyarilmamis endotel
hiicrelerinde, kaveolin-1 eNOS ile baghdir ve onun aktivitesini suprese eder. Artan
uyartyla kalsiyum-kalmodulin eNOS’a baglanir ve kaveolin-1 eNOS’un tamamen
aktive olabilmesi i¢in ayrilir (60). Kaveolin-1’in yoklugunda, normal endotelyal
kaveolar yapilarda eksiklik ve eNOS fonksiyonlarmin uygun sekilde
diizenlenmesinde yetersizlik vardir (61). eNOS’da oldugu gibi konneksinlerle
kaveolin-1 arasinda iligki bulunmustur (62). Kaveolin-1 expresyonunda kayip olursa,
Cx43, Cx40 ve Cx37 expresyonu aorta ve mezenter arterde tamamen azalir. Bu
durum superior mezenter arterde azalmis endotel bagimli hiperpolarizasyon-
vazodilatasyon ve myoendotelyal gap junction boyamasinda bozulma ile birliktedir
(62). Kaveolin-1 membrana uygun vaskuler konneksin lokalizasyonu, fonksiyonel
myoendotelyal baglant1 proteini olusumu ve normal gap junction bagimli
vazodilatasyon cevaplart icin gereklidir. Cx37 ile kaveolin-1’in etkilesimi,
calmodulin baglanmasi ve NO fretiminin diizenlenmesi i¢gin Cx37 ile eNOS’un

etkilesimi araciligiyla bir yol olabilir (59) .
1.1.14.5. Is1 Sok Proteini 90 (Hsp90)

Is1 sok proteini 90 NOS’un uygun sekilde katlanmasinda ve fonksiyon
gormesinde 6nemli olan ubikutoz bir saperondur (27). eNOS’un diizenlenmesinde,
eNOS ile hsp90 ve kaveolin-1 arasindaki etkilesim onemlidir (63). NO’in ¢ogu
metabolik etkisine, NO’in sGC’nin hem prostetik grubuna baglanarak sGC’yi aktive
etmesi sonucunda GTP’nin cGMP’ye doniismesi aracilik eder. sGC, hsp90 ve eNOS
aortik endotel hiicrelerinde kompleks halde bulunurlar. sGC, hsp90 ve eNOS ile
agonist sekilde etkilesim icerisindedir (64). Ortalama arteryal basincinda, SNP’nin
neden oldugu disiisiin hsp90 inhibitorii tarafindan azaltilmasi, NO’in etkilerinde
sGC ve hsp90 arasindaki etkilesimin 6nemli oldugunu gosterir. Hsp90'nin asiri
expresyonu, hipertansiyonun neden oldugu bobrek yetersizligi sonucunda bobrek
tubul hiicrelerinde goriilmiistiir (65). Hipertansiyonda hsp90 expresyonu, sol
ventrikiil ve mezenter arterde daha yliksek iken bu oran aortada degismemistir (66).
Endotelyal hsp90 expresyonu, NOS aktivitesi ve NO {iretimi portal hipertansiyonda
mezenterik vaskuler yataklarda artmistir (67). Hsp90 expresyonu, hipertansiyonda

serebral mikrovaskuler damarlarda da artmistir (68).
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1.1.14.6. NADPH oksidaz

Bir¢ok kardiovaskuler hastalik, vaskuler duvardaki ROS seviyelerindeki artis
ile iligkilidir (17). NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, mitokondrial solunum zinciri
enzimleri ve ayrilmig eNOS gibi ¢esitli enzim sistemleri ROS iiretebilir (69).
NADPH oksidaz, vaskuler sistemde ROS’un ana kaynagidir (17). Oy ‘nin farkli
izoformlarm1 {ireten NADPH oksidaz vaskuler duvarda bulunur. Bu O;‘ler
advantisyada oldugu gibi endotel ve diiz kas hiicrelerinde exprese olur.
Kardiovaskuler risk faktdrleri bu enzimlerin expresyon ve aktivitesini arttirarak,
ROS iiretiminde artisa yol agarlar. Vaskuler sistemde NADPH oksidaz aktivitesi,
hipertansiyonun hayvan modellerinde ve diabetes mellitusun farkli formlarinda
kanitlanmistir. Deneysel hiperkolesterolemi NADPH oksidaz aktivitesi ile iligkilidir.
Atherosklerotik arterlerde  NADPH oksidazin  gp91phox (Nox2) ve Nox4
subunitlerinin expresyonundaki artis oksidatif strese neden olabilir (70).

Hiperkolesterolemide sistemik ve lokal renin anjiotensin sistemleri aktive
olabilir. NADPH oksidazlarin aktivitesi iizerine anjiotensin II’nin uyarici etkileri
gostermistir ki renin anjiotensin sisteminin aktive olmasi artmig vaskuler O
iiretimine ve vaskuler disfonksiyona sebep olabilir (18).

Vaskuler duvarda artmis NADPH oksidaz expresyon ve aktivitesi, artmis Oy
dretimi ve eNOS ayrilmasi PKC aktivitesinin bir sonucu olarak goziikiir. PKC
inhibitorleri O, liretimini azaltmis, in vivo NADPH oksidazin upregiilasyonunu
inhibe etmis ve eNOS ayrilmasm tersine c¢evirmistir. Bu nedenle, NADPH
oksidazlarin expresyon ve aktivitesindeki artiglar kismen de olsa PKC bagimlidir.
PKC aktivasyonu artmis eNOS expresyonuna yol acar. Eger enzimde ayrilma olursa
patofizyolojik durumlar agreve olur (18).

Vaskuler duvarda ROS’un c¢esitli kaynaklar1 varoldugu halde, NADPH
oksidazlar vaskuler duvarda redox sinyalinin ve oksidatif stresin temel
komponentleri olarak bulunurlar. Bugiine kadar beg tane Nox isoformu (Nox 1,2,3,4
ve 5) ve Duox 1 ve 2 olarak adlandirilan ek olarak bir tane peroksidaz zinciri igeren
iki homolog oksidaz bulunmustur (71). in vivo katalitik subunit p22phox’da oldugu
gibi fagositik gp91phox’un makrofaj indiiklii expresyonu, ilerlemis lezyonlardaki
diiz kas Nox4 expresyonundaki artigdaki gibi insan koroner arterlerindeki

atherosklerotik plak lezyonlar1 igerisinde tanimlanmistir. Plaklarda oldugu gibi
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damar duvarlarinin medial tabakasinda p22phox’da artis gézlenmistir (72). Ozellikle
plak merkezinde ve advantisyal makrofajlarda gp91phox expresyonu gozlenmistir.
Medial diiz kas tabakasinda ve plak diiz kas hiicrelerinin luminal yilizeyinde
gp91phox’un tersine Nox4 expresyonu lokalizedir. Nox’lar p47phox, NOXOI,
p40phox, p67phox, NOXAI, Racl ve Rac2’yi igeren sitozolik komponentlerde
oldugu gibi bir veya iki membran proteininden (Nox ve p22phox) olusan multimerik
komplekslerdir. Insan vaskuler diiz kas hiicrelerinde Nox 1,Nox 2,Nox 4 ve Nox 5
expresyonu bildirilmistir. Fagositik Nox2 durumunda tamamen aktif enzim p47phox,
p67phox, ve Rac ile birlikte Nox2 ve p22phox’in varligmi gerektirir. Aktivasyon
p47phox’un C-terminal bélgesinde uyarilarin sonucunda serin fosforilasyonunu
gerektirir ve bu durum membran kompleksinde p67phox’i hedef alir (73).
p67phox’un N-terminal bolgesi GTP bagli Rac ile etkilesir ve p67phox’un
aktivasyon zinciri siiperoksit iiretimi i¢in p22phox/Nox2 kompleksi i¢erisine elektron
akisma izin verir (74). NADPH oksidaz aktivitesi, lipit metabolitleri tarafindan
kompleks diizenlenmesinin etkisi altindadir ve p47phox ve p40phox’un phox

homolog zincirleriyle etkilesir (75).
1.1.14.7. ADMA (Asimetrik dimetilarginin)

Asimetrik dimetilarginin dogal olarak olusan bir aminoasittir ve her li¢
NOS’m aktivitesini inhibe edici 6zelligi vardir. ADMA en giiglii endojen NOS
inhibitoriidiir. ADMA ilk olarak insan idrarindan yapisal izomer simetrik
dimetilarginin olarak izole edilip tanimlanmistir. Fonksiyonel olarak onemli bir
proteindir. Viicut proteinlerinin metaboliti olarak idrara sekrete edilirse, idrar ADMA
miktar1 viicut proteinlerindeki metilasyon ve doniisim miktarlarinin oranini
yansitabilir. ADMA’nin bozulmasi degisik patolojik olaylarla ilgili calismalar i¢in
onemli olabilir. ADMA NO iiretimini in vivo ve in vitro olarak inhibe edebilir (76).
ADMA birikimi, NO sentezinde bozulmaya yol agarak kronik bobrek yetersizligi ile
iligkili hipertansiyon ve immun disfonksiyona neden olabilir. Klasik ve yeni
kardiovaskuler risk faktorleri (yiikselmis plazma LDL, trigliserid, glukoz,
homosistein ve inflamatuar mediator seviyeleri) ylikselmis plazma ADMA seviyeleri
ile iliskilidir (77). ADMA karotid arter veya sol ventrikiil kitlesinin intima-media
kalinhig1 gibi kardiovaskuler problemlerin yerlesmis klinik markerlar1 ile iliskilidir

(78). Yiiksek ADMA, dolasan endotelyal progenitor hiicrelerin sayisinda azalmaya
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neden olarak vaskuler onarict mekanizmalara engel olur (79). Ileri ¢alismalar genel
popiilasyon ve kardiovaskuler rahatsizligi olanlarla ADMA, mortalite ve
kardiovaskuler olaylar arasinda giiclii ve bagimsiz bir iligki oldugunu gostermistir
(80). Eksojen ADMA infiizyonu sistemik vaskuler rezistansi, ortalama arteryal kan
basmcini ve erkeklerde pulmoner vaskuler rezistansi arttirir, kalp hizim1 ve kardiak
outputu azaltr. ADMA doz bagimli olarak renal kan akimini ve sodyum
reabsorbsiyonunu bozar. Ayni zamanda eksojen ADMA, serebral perfiizyonu azaltir
ve vaskuler gerginligi arttirir (81). Gelismekte olan bu deneysel ve klinik ¢aligmalar,
ADMA’nm sadece bir marker olmadigini1 ayn1 zamanda endotelyal disfonksiyon ve
atherosklerozisde giiglii bir arac1 oldugunu gdstermistir (76). Insanlar giinde yaklasik
olarak 300pmol ADMA iiretirler. L-arginin verilmesi viicutta ADMA ve SMDA
atilimin arttirmaz. ADMA proteinlerden metilasyon ve hidroliz araciligiyla salmir.
Bu proteinler, biiylik miktarda nukleolusta bulunurlar. Bunlarmm RNA progesing ve
transkripsiyonel kontrolu icerdigi goriilmiistiir. Bugiine kadar ADMA iiretimi, artmis
PRMT aktivitesi veya artmig protein turnover’min tek basmna artmus ADMA
seviyelerine katkida bulunup bulunmadigi agiklanamamistir. Son dénem KBY’li
kisilerde artmis protein katabolizma orani, yiikselmis ADMA seviyeleri ile iliskilidir.

Dimetil arginin aminohidrolaz enzimi, ADMA’nm dimetilamin ve l-sitruline
hidrolizine araci olur. DDAH 1 enzimi nNOS iireten dokularda, DDAH 2 ise eNOS
ireten dokularda Oncelikli olarak bulunur. DDAH 1 ve 2, ADMA’y1 hiicresel ve
doku seviyesinde diizenleyen anahtar enzimlerdir. Giinde 50umol ADMA idrarla
sekrete edilirken, 250pmol ADMA DDAH tarafindan elimine edilir. DDAH beyin,
bobrek, pankreas ve karacigerde yiiksek oranda exprese olur (82). Bu ylizden
bobrekler ADMA’nin eliminasyonunda, idrarla atilim ve enzimatik yolda biiytik role
sahiptirler.

Bir¢cok ¢alismada, ADMA kardiovaskuler rahatsizliklarm patofizyolojisinde
kritik rol oynayan tiremik bir toksin olarak smiflanmistir. ADMA kardiovaskuler
rahatsizliklarin erken doneminde renal fonksiyonlarda azalma olusmadan Once
yiikselme gosterir. ADMA farkli donem kalp hastaliklarinda total ve kardiovaskuler
mortalitenin bir habercisidir (76). Bu yiizden, diisiik ADMA seviyesi kardiovaskuler

ve renal hasar1 azaltabilir.
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Plazma ADMA seviyeleri ile arteryal kan basinci arasindaki iligki, bilinen
vaskuler hastalig1 olmayan erken donem hipertansiyonu olan hastalarda bildirilmistir.
Yikselmis plazma ADMA seviyeleri, hipertansiyon gelisiminde rol oynayabilir.
Yeni tan1 konmus ve tedavi edilmis hipertansif kisilerde, artmis plazma ADMA
seviyeleri, azalmis sistemik NO iiretimi ve bunun sonucunda azalmis iiriner NOx
atilm1  bildirilmistir (83). Benzer sekilde artmis plazma ADMA seviyeleri,
hipertansif ¢ocuklarda ve yaslilarda da goriilmiistiir (84). Artmis plazma ADMA ve
SMDA diizeyi, normotensiflere gore hipertansif kisilerde artmistir. Bununla birlikte
normotansif bireylerin biiyiik bir kisminda, plazma ADMA seviyesi ile diastolik kan
basinci arasinda ters bir iligki gosterilmistir (85). Esansiyel hipertansiyonlu geng
erkeklerde plazma ADMA seviyesi ile kan basinci arasinda iliski bulunamamigstir
(86). Anjiotensin sistemine zit yonde etki eden antihipertansif ilaglar dolasimdaki
ADMA seviyelerini azaltmistir. Anjiotensin 2 inkiibe edilmis rat bobreklerinden
almmis doku Orneklerine anjiotensin ATI-reseptor blokorii telmisartan ilavesi,
DDAH-1 protein expresyonunu arttrmistir. Son donem bdbrek yetmezlikli
hastalarda renal atilimin kismen azalmasindan dolay1r plazma ADMA ve SDMA
seviyeleri ylikselmistir. Dolasimdaki yiikselmis ADMA seviyeleri, hipertansiyona
sebep olabildigi gibi hipertansiyondan kaynaklanabilir ve kardiovaskuler olay riskini
arttirabilir.

Yiikselmis intraselliler ADMA seviyelerinin en belirgin etkisi, NOS un
yarigsmali inhibisyonuyla NO iiretiminin azalmasidir (87). Metilargininler NOS
kaynakli stiperoksit iiretimini diizenleyebilirler (88). BH4’lin azalmasi durumunda
ADMA, eNOS tarafindan siiperoksit iiretimini uyarwr. Oksidatif stres BHs’ii BH, ye
okside ederek eNOS ayrilmasina sebep olabilir. ROS intraselliler ADMA
seviyelerini arttirabildigi i¢cin artmis oksidatif stresi devam ettirmek i¢in potansiyel
pozitif feedback bir mekanizmadir. Endotelyal hiicrelerin 30pmol/l ADMA’ya maruz
kalmasi, artmis TNF-a ve IL-B liretimi araciligiyla artmig ROS, azalmig nitrit/nitrat
iretimine, monositlere endotelyal hiicre adhezyonunda artisa ve NF-kf
aktivasyonuna yol agarak inflamatuar yolakta artisa neden olur (89). ADMA’nin
nNOS fizerine olan etkileri, eNOS’a etkilerinden farklidir. BH, varliginda nNOS
tarafindan siiperoksit tiretimi ADMA ve L-arginin tarafindan bagimsiz olarak inhibe

edilirken, BH4 yoklugunda nNOS tarafindan siiperoksit olusumunu ADMA ve L-
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arginin degistiremez (90). ADMA, endotel hiicrelerinde kendi bozulmasini
diizenleyebilir (91). NO c¢GMP’nin indiiklemesiyle DDAH-2 gen expresyonunu
uyarir. NOS inhibisyonuyla artmis intraselliiler ADMA seviyeleri ve azalmig NO
iretimi bagka bir pozitif feedback mekanizma olabilir. Bu sekilde, DDAH-2 gen
expresyonunun azalmasiyla ADMA bozulmasi azalabilir. ADMA, ROS’lar
araciligiyla artan NO bio-inaktivasyonun ve NO iiretiminin inhibisyonuyla selliiler
NO seviyelerini diizenler. Artmis ADMA seviyeleri, inflamasyonu tetikleyen
yolaklar1 uyarabilir (92).

1.2. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Etyolojilerine gore hipertansif hayvan modelleri primer ve sekonder olarak iki
gruptan meydana gelir. Uygulama sekline gore primer hipertansiyon genetik ve
cevresel etkenlere bagli olarak iki grupta, sekonder hipertansiyon ise renal ve

farmakolojik kaynakli olarak iki grupta incelenebilir.
1.2.1. Genetik Uyan ile Olusan Hipertansiyon

Bu modelde, spontan hipertansif rat (SHR) ve Dahl’in tuza duyarli ratlar:
ornek verilebilir. SHR’lar wistar cinsi hipertansif ratlar olup, yakin akraba iginde
ciftlestirme yaptirilan, dogumdan sonra 4-6. haftalarda hipertansif hale gelen ve kan
basmci yiiksekligi tuzla iligkili olmayan ratlardir. Dahl’in tuza duyarl ratlar ise;
Sprague-Dawley cinsi olup, tuza karsi verdikleri kan basinci yanitina goére erken
yasta hipertansif ve non-hipertansif olarak ayrilan ratlarin kendi i¢lerinde
ciftlesmeleriyle olusturulan yeni ratlardan, tuza en yiiksek kan basinci cevabini
verenlerin ayrilmasiyla elde edilir. Spontan hipertansif ratlar kalp yetmezligi,
kardiyak hipertrofi ve bobrek yetmezligi gibi bir¢cok hipertansif end organ hasarma
sahiplerdir. SHR’lar giiniimiizde deneysel hipertansiyon modelleri igerisinde ilk

sirada kullanilmalarina ragmen olusum patogenezi netlik kazanmamaistir (93).
1.2.2. Cevresel Uyar ile Olusan Hipertansiyon

Ayr1 ayri olarak stres, soguk ve diyetin (yiiksek yag, seker veya tuz oranma

sahip diyet) neden oldugu hipertansiyon modelleri bu grupta incelenebilir.
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1.2.3. Farmakolojik Uyari ile Olusan Hipertansiyon

Bu tip hipertansiyon modelinde DOCA-tuz indiikli hipertansiyon olusturulur.
Hipertansiyon gelismesi i¢in deneklere 300-1000 mg/kg/giin (sc) kadar yiiksek dozda
DOCA (deoxycorticosterone acetate) verilir. Bununla birlikte hipertansiyonun
siddetini arttrmak i¢in igme suyu yerine salin soliisyonu verilir. Bu sekilde
gelistirilen hipertansiyonun olusumunu kolaylastirmak icin renal kitlenin bir miktar
cerrahi olarak azaltilmasi gerekir. Bu modelde ilk baslarda hipertansiyon tuza
bagiml 6zellik gosterir. DOCA-tuz aracili olusturulmus hipertansiyon, diisiik renin
seviyeli ve yiiksek voliimlii bir hipertansiyon modelidir. Arginin vasopressin
(AVP)’in bu sekilde olusturulmus hipertansiyonun gelisiminde ve devamliliginda
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ayni zamanda sempatik sinir sisteminin bu

hipertansiyon modelinde etkili olduguna dair kanitlar vardir (94-95).
1.2.4. Renal Uyari ile Olusan Hipertansiyon

Renin anjiotensin aldosteron sisteminin dnemli bir elemani olan bdbregin,
renin salgilamak ve sivi-elektrolit dengesini saglamak gibi 6nemli fizyolojik
fonksiyonlar1 bulunur. Bu nedenle, hipertansiyon patogenezinde dnemli bir role sahip
olabilecegi her zaman diistiniilmiistiir. Goldblatt ve arkadaslari, kopek renal arterini
kismi olarak kasarak kan basincinda yiikselme elde etmislerdir. Bundan yola ¢ikarak,
bircok renal uyari ile olusturulan hipertansiyon sekli degisik tiirlerde elde edilmistir.
Goldblatt modelinde, iki bobrek bir klemb (tek renal arter klembli, digeri isler
durumda) ve tek bobrek tek klemb (bir bobrek cikarilip, digerine klemb konulur)
seklinde yapilmistir. Bu hipertansiyon modelinde plazma renin diizeyi bifazik seyir
gosterir. Baslangic asamasinda, sodyum retansiyonu 1. haftaya dogru diizelmeye
meyil gostermistir. Bu durum, plazma renin aktivitesi ile paralellik gosterdigi i¢in,
RAAS’1m 2B1K goldblatt modelinde etkili olabildigini diislindiirtir. Her iki tipteki
goldblatt modelinde klip cikarildiginda kan basinglar1 normale doner. Anlasildig:
iizere Goldblatt’in olusturdugu hipertansiyon sekli geri doniislii ve tekrarlanabilir bir

deney modelidir.
1.3. NOS inhibisyonu Aracih Hipertansiyon

Ratlarda farkli dozlarda verilen nitrik oksit sentaz inhibitorinin

hipertansiyona yol actig1 goriilmiistiir. Daha yiiksek dozlar1 ise siddetli hipertansiyon
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ve organ hasar1 olusturmustur (96). Ratlarda hipertansiyon olusturmak i¢in ilk NOS
inhibitorii L-arginin analogu olan L-NAME kullanilmistir. L-NAME'in suda
¢Oziinebilir olmasi, rahat¢a igme suyuyla hayvanlara verilebilmesi NOS inhibisyonu
olusturmak i¢cin yaygm olarak kullanilmasina yol agmustir. Ayrica L-NAME
intraperitoneal injeksiyon yoluyla ratlarda hipertansiyon olusturabilir.

N-Nitro-L-Arjinin  Metil Ester (L-NAME) uygulanarak hipertansiyon
olusturulmus ratlarda yapilan caligmalarda farkli kan basinci degerleri saptanmis
olmasina ragmen kan basing¢larinda anlamli bir yilikselme goriilmiistiir. Bu yiikselis,
uygulama stiresine ve doza bagimli olarak goriilmiistiir. Ancak farkli soylardaki
ratlarda ayni dozda uygulanan L-NAME’in degisik hipertansif cevaplara yol actigi
goriilmiistiir. Kan basinci artiglarindaki bu farkliliga ragmen uzun siire yiiksek dozda
L-NAME uygulamasmin daha fazla vaskiiler ve renal patolojinin olusmasmna neden
oldugu goriilmiistiir (96-97).

Dokularda nitrik oksit oksidasyon ile nitrit ve nitrata doniistiiriilerek inaktive
hale getirilir. Bu reaksiyon stiperoksit kaynakli radikaller tarafindan katalize edilir.
Doku banyosuna siiperoksit dismutaz ilave edildiginde NO yarilanma siiresinin
uzamasi da bu fikri dogrulamistir. Siiperoksit anyonu (O,) dokularda spesifik
oksidazlar (NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, monooksijenaz, sitokrom P450)
tarafindan tiretilmektedir (98-100). Normal sartlarda O,  hiicresel metabolizmada
sabit olarak iiretilse de, hiicre differansiyasyonu, apoptozis ve immun cevaplari
etkileyen toksik bir ajan oldugu goriilmistiir (99, 101). O,  in toksik etkilerinin
antioksidan siiperoksit dismutaz tarafindan Onlendigi goériilmiistiir. Aym1 zamanda
NO’in Oy nin yan etkilerini azaltan gii¢lii antioksidan o6zelliklerinin oldugu
gozlenmistir (102-104). NO ile O; in reaksiyonu sonucu peroksinitrit olusum hizi,
stiperoksit dismutaz ile O, in reaksiyonu sonucu hidrojen peroksit olusum hizindan 3
kat daha fazladir. Hiicredeki O," iiretimi, NO diizeyi ve her ikisi arasindaki etkilesim
hiicre fonksiyonlarmin diizgiin sekilde ilerlemesi agisindan 6nemlidir (105). Bu
nedenle, L-NAME aracilig1 ile nitrik oksit sentezinin inhibisyonu oksidatif stresin
artmasma neden olmaktadir (106). Oksidatif stresin artist da, renin anjiotensin

sisteminin aktivasyonuna neden olmaktadir (107).
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1.4. Rosuvastatin, Amlodipin
1.4.1. Rosuvastatin

Statinler dislipidemi tedavisinde, atheroskleroz, hipertansiyon ve koroner arter
hastaligin1 igeren kardiovaskuler rahatsizliklarda yaygin olarak kullanilirlar.
Kolesterol biosentezinde gorevli bir enzim olan HMG-CoA rediiktazin inhibisyonu
aracilifiyla kolesterol diisiiriici etki gosterirler. Ayrica statinlerin kardiovaskuler
korumada etkili olan antiinflamatuar, antioksidan, antiplatelet ve antifibrotik
ozellikleri vardrr. Statinlerin kardiovaskuler etkilerine aract olan mekanizmalar tam
olarak anlasilamamistir. Endotel kaynakli gevsetici faktorlerin (NO) {retimiyle
kardiak fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorevli bir enzim olan endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) iizerine statinlerin potansiyel diizenleyici rolii bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir. NO’in vaskuler iiretiminin antiinflamatuar, antiplatelet ve vaskuler
dilatasyon yapici etkileri vardir. Isoprenoid sentezinin inhibisyonu ve sonrasinda
GTPaz rho’nun  isoprenilasyonunun  Onlenmesiyle  statinler, eNOS’un
upregiilasyonuna neden olurlar. Statinlerin neden oldugu eNOS aktivasyonuna,
PI3K/ PKB/Akt sinyal yolagi da araci olur. Ayrica, statinler vaskuler endotelde
kaveolin-1 expresyonunu inhibe ederek eNOS aktivasyonunu arttirirlar (108).

Kardiovaskuler korumanin saglanmasinda, statinlerin eNOS
diizenlenmesindeki rolii bazi ¢alismalar tarafindan kanitlanmistir. Rosuvastatin’in
TNF o’nin neden oldugu eNOS protein expresyonundaki down regiilasyon
sonucunda olusan zararli etkileri ters cevirdigi gosterilmistir (109). Statinlerin,
atherosklerotik siire¢ ve endotelyal disfonksiyon sirasinda eNOS expresyon ve
aktivitesinde artig araciligiyla yararl etkileri oldugunu gosteren caligmalar vardir.
Rosuvastatinin myokardial eNOS expresyonunu upregiile ederek, iskemi
reperflizyonun neden oldugu myokardial hasar1 Onledigi gosterilmistir (110).
Rosuvastatin, kaveolin-1 expresyonunu azaltarak ve bunun sonucunda in vivo eNOS
fonksiyonunu arttirarak, kan basinci ve kalp hizinda iyilesmeye neden olur (111).
Rosuvastatin kaveolin-1’in  down regiilasyonu ve daha sonrasindaki eNOS
aktivasyonu araciliiyla hipertansiyondaki endotelyal disfonksiyonu diizeltmistir (5).
Rosuvastatin’in endotelyal progenitor hiicreler iizerine uyarict etkilerinin oldugu

gorilmiistiir (5).
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Diistik doz statin tedavisi, Akt aktivasyonu araciligiyla bir proanjiojenik
etkiye ve artmug NO iiretimine neden olabilir (112). Statinlerin proanjiojenik
ozellikleri ve wvaskuler hasar sonrasi reendotelizasyon iizerine olan etkileri,
endotelyal progenitor hiicrelerin artmig survisi ile ilgili olabilir (113). Endotelyal
NO, statinlerin kardiak disfonksiyon, intertisyel fibrozis lizerine olan etkilerinde ve
myokard infaktiistinden sonraki survide gereklidir. Statinlerin neden oldugu NO
iretimindeki artis, kardiovaskuler farmakolojide Onemli bir hedef olabilir (114).
Kardiovaskuler komplikasyonlarin 6nlenmesinde, statinlerin neden oldugu eNOS
aktivasyonu ve NO iiretimi 6nemli bir role sahiptir.

Statinlerin araci oldugu HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu, farnesil pirofosfat
ve geranil geranil pirofosfat gibi isoprenoidlerin iiretimini inhibe eder. Rho igeren
GTP bagh proteinlerin isoprenilasyonu GGPP tarafindan gergeklestirilir. GGPP
GTPazi inaktif sitozolik durumdan aktif membran bagli forma ¢evirir. Bu durum Rho
A yolagmin aktivasyonunu saglayarak, eNOS expresyonunun down regiilasyonuna
neden olur (115). Statinlerin araci oldugu isoprenilasyon siirecinin dnlenmesiyle,
Rho/Rhokinaz yolaginin inhibisyonu sonucunda eNOS mRNA expresyonu upregiile
olur (116). Statinler (PI3K)/(PKB/Akt) yolagim1 aktive etme Ozelliklerinden dolay1
eNOS aktivasyonuna neden olabilirler (117). (PI3K)/(PKB/Akt) yolagmin
aktivasyonu sonucunda eNOS fosforillenerek aktive olur (118). eNOS
expresyonunun upregiilasyonu, PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu araciligiyla eNOS
fosforilasyon/aktivasyonunu baglatabilir. PI3K inhibitorleri tarafindan Akt’nin
eNOS’u fosforilleme 6zelliginin bloke edilmesiyle, PI3K’nin eNOS aktivasyonunda
PKB/Akt’nin 6nemli bir aracist oldugu goriilmiistiir (54). GTPaz/Rhokinazin insan
endotel hiicrelerinde PKB/Akt inhibisyonuyla, eNOS fosforilasyon/aktivasyonunu
negatif olarak diizenledigi gosterilmistir (119). Rho/rhokinaz yolagi, eNOS
expresyon ve aktivasyonu seviyesinde endotelyal fonksiyonu negatif olarak
diizenleyebilir. Statinlerin neden oldugu eNOS aktivasyonu, Rho/rhokinaz yolaginin
inhibisyonu ve yiiksek kolesterol ile iligkili kaveolin-1 expresyonundaki bozulma ile
baglantilt mekanizmalar1 igerebilir.

Endotel kaynakli eNOS araciligiyla iiretilen NO vazokonstriksiyon, trombosit
aggregasyonu, lokosit adhezyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe edici

ozellikleri araciligiyla kardiak fonksiyonlar1 diizenler. Kolesterol diisiiriicii ilaglar
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olan statinler, kardiovaskuler hastalik riskini azaltmak icin yaygm olarak
kullanilirlar. Ancak statinlerin yararli klinik etkileri sadece onlarin kolesterol
disiiriicti 6zellikleri ile smirhi degildir. Statinler Rho/ROCK, PI3K/Akt, kaveolin,
LOX-1, SR-BI1, E5'N, adenosine, PDK-1, ERK 1/2 gibi ¢esitli yolaklar kullanarak
eNOS aktivasyon ve upregiilasyonu aracilifiyla endotel bagimli NO’1 arttirabilir
(108).

Statinlerin eNOS diizenleyici rollerinin arastirilmas: gerekir. Bu sekilde,
kardiovaskuler hastaliklarin tedavisinde statinlerin daha 1yi sekilde kullanilmasi i¢in
yeni bakis agilar1 elde edilebilir (108).

Hiperlipidemi ve oksidatif stresin DDAH aktivitesi lizerine olumsuz
etkilerinden dolayi, statinlerin giiclii antioksidan ve lipit diisiirlicii 6zelliklerinin
ADMA metabolizmasini normallestirecegi i{imit edilmektedir (120). Ozellikle
statinler paraoksanazl (PONI) aktivitesini azaltirlar. PONI1 bir homosistein
metaboliti olan homosistein thiolaktona baglanip, onun o6zelliklerini degistirerek
azalmasina neden olur. Homosistein DDAH aktivitesini azaltir. Statinler PON1’1
inhibe ederek, homosistein bagimli mekanizma araciligiyla DDAH’1 etkilerler.
Yiiksek ADMA konsantrasyonlari, bazi hastalarda endotelyal fonksiyon iizerine
statinlerin olumlu etkilerini azaltabilir (120).

Rosuvastatin NADPH oksidaz enziminin supresyonu araciligiyla oksidatif
stresi ve hipertansiyon gelisimini azaltir. NADPH oksidazin agiga ¢ikardigi
oksidanlar1 azaltarak anjiotensin 2’in neden oldugu vaskuler degisikleri dnler, NO
yararlanimin1 arttirir ve endojen vaskuler antioksidan savunma mekanizmalarini

uyarir (19).
1.4.2. Amlodipin

Kalsiyum kanal blokorleri giivenli ve iyi tolere edilen, hipertansiyonlu
hastalarin tedavisinde yaygm olarak kullanilan ve aym hasta grubunda
kardiovaskuler olaylar1 ACE inhibitorleri kadar etkili sekilde inhibe eden ilaglardir.
Ca kanal blokdrlerinin vazodilatasyon lizerine olan etkilerinden bagimsiz olarak bir
antioksidan ozelligi igeren antiaterojenik ozellikleri olabilir. Amlodipin’in lipit
peroksit olusumunun inhibisyonu, NO iretiminin artis;, diiz kas hiicre
membranindaki kalimlagsmanin azalmasi araciligiyla diiz kas hiicre aterosklerotik

membran defektlerinin diizenlenmesi, LDL ve proteoglikan etkilesimi, diiz kas hiicre
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proliferesyonu, migrasyonun inhibisyonu ve fenotipik degisiklikler gibi Ca kanal
diizenlenmesinden  bagimsiz  olarak  ¢esitli  potansiyel antiaterosklerotik
mekanizmalara etkisi bildirilmistir (121). Amlodipin’in bu hiicresel etkileri vaskuler
remodellingi inhibe eder. SHRSP’nin kalbinde amlodipin tarafindan Cu/ZnSOD
aktivitesinin  diizenlenmesi, azalmig superoksit anyon konsantrasyonuna,
intramyokardial arterlerin vaskuler remodelling inhibisyonuna ve kardiak fibrosise
neden olabilir. Cu/ZnSOD hipertansiyonda vaskuler disfonksiyonun patogenezinde
onemli bir rol oynayabilir. Amlodipin vaskuler remodellingi azaltmak i¢cin eNOS’u
arttirarak NO’1  koruyabilir. Amlodipin hipertansiyonda kalpte Cu/ZnSOD
aktivitesini arttirarak antiaterojenik antioksidatif etkiler olusturabilir (122).

Amlodipin kronik L-NAME almis ratlarin aortalarinda, azalmis olan eNOS
expresyonunu iyilestirerek, inflamasyon ve oksidatif stres ile iligskili molekiillerin
asir1 expresyonunu azaltir. Amlodipinin bu antiinflamatuar ve antioksidan etkilerine,
ACE expresyonunun inhibisyonu aract olmustur ve bu etkileri kan basicmi
diistiriicti 6zelliklerinden bagimsiz olarak gosterilmistir (123).

Baska bir calismada ise, L-NAME almig ratlarda amlodipin erken
inflamasyonu ve ge¢ aterosklerozu inhibe etmesine ragmen plazma nitrojen oksitleri
(NOx) diizeltmemistir. Amlodipin koroner arterlerde L-NAME nedenli olusan
inflamatuar degisiklikleri (MCP-1 gen expresyonunda artis1 igeren) azaltir (122).

Kalsiyum kanal blokérlerinin, L-NAME’in neden oldugu eNOS miktarindaki
azalmayr Onledigi gorilmiistiir. Bu durum, adezyon molekiillerinin asir1
cogalmasmin Onlenmesiyle ilgili olabilir (123). Amlodipin’in NADPH oksidaz
overexpresyonunu etkili bir sekilde suprese etmesi antioksidan bir ajan olarak
davrandigin1 gosterir. Ca kanal blokorlerinin L-NAME tedavisiyle artan oksidatif
stresi, antioksidan sistemleri etkilemeksizin oksidatif stresin ana nedenini bloke
ederek antiinflamatuar etkiler gostermesi olasidir. Yiiksek kolesterol ile beslenen
hayvanlarin kullanildigi bagka bir c¢alismada, SOD korumasi amlodipinin
antiaterosklerotik etkilerinin bir mekanizmasi olabilir. Bir Ca kanal blokorii olan
Nifedipin, SOD’1n upregiilasyonu araciligiyla antioksidan etkilerini gdsterir (124).

Kalsiyum kanal blokdrleri yararl etkilerini, lokal renin anjiotensin sistemi
iizerine olan etkileri aracilifiyla kismen gosterebilir. Ca kanal blokorleri, rat

aortasinda L-NAME’in neden oldugu ACE mRNA seviyelerindeki artis1 onlemistir.
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Diistik doz amlodipin, L-NAME’in neden oldugu hipertansif rat aortalarinda kan
basmncina etki gostermezken, siliperoksit {iretimini suprese ettigi gibi ACE
aktivitesindeki artig1 onlemistir (122). Bu bulgular Ca kanal blokorlerinin antioksidan
ve antiinflamatuar etkilerinin, lokal renin anjiotensin sistemini inhibe etmelerinden
dolay1 olabildigini gosterir. Ca kanal blokorlerinin ACE expresyonu iizerine inhibe
edici etkisi, endotelyal hiicre kiiltiirlerinde de gosterilmistir. Amlodipin’in L-NAME
kullanilmis rat aortalarina 2 hafta ilavesi sonrasinda inflamasyon ve oksidatif stresin
onlenebildigi gosterilmistir. Amlodipin ayni vazoprotektif etkileri 1 hafta kullanimi
sonrasinda da gostermistir. Bu bulgu, Ca kanal blokorlerinin antiaterojenik etkilerini
zamandan bagimsiz olarak gosterdigini kanitlamistir (123). Ca kanal blokorlerinin
antihipertansif etkileri, kardiovaskuler patolojik degisiklikleri dnlemelerine biiyiik
Olciide katkida bulunur. Ca kanal blokorlerinin damar koruyucu etkilerine, kan
basincini diisiiriicii etkileri oncelikli olarak araci olmayabilir. Bu etkilerine, eNOS
expresyonunu arttirmasmin ve ACE expresyonunu inhibe etmesinin araci oldugu
disiiniiliiyor.

Amlodipinin asetilkoline karsi gevseme cevabinda artis olusturmasi,
resistence arterlerin endotel fonksiyonlarini iyilestirdigini gostermistir. Amlodipinin
NaNO;’ye kars1 artmis gevseme ve fenilefrine karsi azalmis kasilma cevabi
resistence arterlerin diiz kas fonksiyonlarini diizelttigini kanitlamistir. Amlodipinin
damar koruyucu etkisi, vazodilator ve antioksidan etkilerinden dolay1 olabilir. Bu
sayede, kiiciik arterlerde vaskuler yap1 ve fonksiyonlar1 iyilestirdigi distiniiliir.
Amlodipin damar duvarmin sitoskeletal yeniden diizenlenmesinde integrin aracili
sinyali inhibe eder ve vaskuler remodellingi azaltir (125). Amlodipin tedavisinde,
profilinl fare mezenter arterlerinde alBl integrinlerin expresyonunda azalma
gosterilmesi, bu tedavinin vaskuler remodellingi iyilestirdigine isaret eder.
Amlodipin SHR’larin diiz kas hiicrelerinde hipertrofiyi azaltarak ERK 2 ve JNK
aktivasyonunu Onler. Amlodipinin profilin 1 farelerin mezenter arterlerinde eNOS
expresyon ve aktivitesini arttirdigi, ROCK 2 expresyon ve MLC, (fosforile myozin
hafif zincir 20) aktivasyonunu ise azalttig1 gosterilmistir (125).

Gerilim liflerin olusumu ve artmis kan basinci vaskuler remodelling i¢in

baslica sebeplerdir. Amlodipin tedavisi, vaskuler remodelling ile iligkili
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hipertansiyonun ilerlemesi ve gelisiminde major rol oynadig: diisiiniilen F-aktin ve
gerilim lif olusumunu azaltir (125).

Kalsiyum kanal blokorleri, 16kosit ROCK aktivitesini hipertansiyonlu
hastalarda Onemli Olgiide azaltmistir. Antihipertansif ajanlar tarafindan kan
basincindaki diisiis, direk olarak ROCK aktivitesindeki azalmayi igerebilir. Ca kanal
blokoriiniin diizenli almmasi, cGMP’nin birikimini ve salimimmi arttirarak ROCK
aktivitesini inhibe edebilir. Ca kanal blokorlerinin, Rho-ROCK  yolaginin
inhibisyonu aracilifiyla vaskuler rezistans1 azalttiklar1 disiiniiliiyor. ROCK
aktivitesinin inhibisyonu hipertansiyon tedavisinin hedefi olabilir (51).

Kalsiyum kanal blokorleri voltaj bagimli Ca kanallarini hedef alarak
hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar. Ca kanal blokdrlerinin diger
antihipertansif ajanlardan daha az ciddi yan etkilerinin olduguna ve kan basincini
disiiriici  6zellikleri agisindan giivenilir ilaglar olduklarima inanilir. Ca kanal
blokorleri, afferent arteriollerde dilatasyona yol acarak glomertil filtrasyon hizinda ve
renal kan akiminda belirgin artisa neden olurlar. Bu nedenle, sistemik kan basinci
yeterince kontrol altina alinmazsa, glomeriiler hipertansiyon ve renal hasar ortaya
cikabilir (126). Ca kanal blokorleri, afferent arteriollerde anjiotensin 2’nin neden
oldugu kasilmay1 tersine c¢evirdigi halde bu antagonistlerin efferent arteriollere
vazodilator etkisi yoktur. Ca kanal blokorleri (amlodipin, nifedipin vs.) afferent
arteriollerde baskin olarak bulunan L-tipi voltaj bagimli Ca kanallarini etkilerler.
Efferent arteriollere olan etkileri ise Ca kanal blokorlerinin bagka etkilerine
muhtemelen baghdir (121). T-tipi Ca kanallarin1 bloke etme 6zelligi olan bazi Ca-
kanal blokorlerinin efferent arteriolleri gevsetici  Ozelliklerinin  olabilecegi
distiniilmiistir (127). T tipi Ca kanallarina etkili Ca kanal blokorlerinin, vaskuler
tonusun artigindaki inflamatuar siirecte etkili olan rhokinaz aktivitesini 6nleyerek
kronik bobrek hastaliklarini onleyici etkilerinin olabilecegi diistiniiliiyor. T tipi Ca
kanal blokorleri, cesitli nonhemodinamik mekanizmalar aracilifiyla inflamatuar
siiregleri ve renin-anjiotensin aldosteron sistemini suprese ederek yararli etkiler

saglayabilir.
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1.5. Cahismanin Gerekg¢esi ve Amaci

Hipertansiyon gelisimi ve hedef organ hasarinin azaltilmasinda, NO 6nemli
bir farmakolojik hedeftir. Uzun yillar etkili tedavi alternatifleri olmasina ragmen
artan kan basmcina bagli organ hasarlar1 ve toplumdaki hipertansif birey orani
artmaktadir ve hipertansiyonun kontrolii kabul edilebilir bir diizeye ulasamamaktadir.
Kan basinci diistirticti etkiye aracilik eden hedef molekiillerin detaylandirilmas: ile
yeni farmakolojik hedefler ileri siiriilebilir ve NO’1 etkileyen ilaglarin etkilerinin
karsilastirilmasi ile daha etkin tedavi 6nerilebilir.

Hipertansiyon patofizyolojisinde oksidatif stres ve endotelyal islev
bozuklugunun 6nemli rol oynadigi goriilmektedir. Statinlerin kolesterol diisiiriicii
ozelliklerine ek olarak antiinflamatuar, antiproliferatif, antitrombotik, antiaterojenik
ve antihipertansif etkileri oldugu rapor edilmistir (5). Statinlerin reaktif oksijen
iiretimini azaltarak endotelyal disfonksiyonu iyilestirdigi ve eNOS expresyonunu
arttirdigr  gosterilmistir.  Vaskuler disfonksiyonun o©Onlenmesinde, ROS’larin
olusturdugu oksidatif stres ve inflamasyonda rosuvastatinin yararli etkileri
bilinmektedir.

Rosuvastatinin hipertansiyonda ADMA diizeyine etkisine iligkin herhangi bir
calisma olmayip sadece pulmoner hipertansiyonda ADMA seviyesini diistirdiigii
gosterilmistir. Rosuvastatinin SHR’larda kaveolin-1 diizeylerini diistirdiigii tek bir
calismada gosterilmistir. Rosuvastatinin hipertansiyonda hsp90 seviyesine etkisine
dair caligma bizim bilgilerimize gore heniiz mevcut degildir.

Amlodipinin hipertansiyonda kaveolin-1 ve hsp90 diizeyine etkisi ile ilgili
herhangi bir caligma yapilmamastir.

Nitrik  oksit sentaz inhibisyonu ve tuz yiikklemesi ile olusturulan
hipertansiyonda rosuvastatin ve amlodipinin kan basinci, rhokinaz, kaveolin-1,
hsp90, NADPH oksidaz, ADMA diizeyleri ve vaskuler cevaplara etkileri bizim
bilgilerimize gore heniiz bilinmemektedir.

Calismamizda NOS inhibisyonu ve tuz ile olusturulan hipertansiyonda
rosuvastatinin kan basmci, oksidatif stres ile artan NADPH oksidaz, rhokinaz,
endojen NOS inhibitoriit ADMA, eNOS aktivitesini inhibe eden kaveolin-1 ve aktive
eden hsp90 diizeylerinin yani sira phe kasilma, ach gevseme ve anjiotensin 2
katilimmi igeren vaskuler cevaplara etkilerinin arastirilmast ve rosuvastatinin

etkilerinin klinikte antihipertansif amacla yaygm kullanim alant olan ve NO
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biyoyararlanimma olumlu etkileri oldugu bildirilen bir ca kanal blokérii olan

amlodipin ile karsilastirilmas1 amaglanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Denekler

Bu c¢alismada 220-260 gr agirhiginda Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar
(n=35) kullanildi. Ratlar standart sartlarda (12 saat giinisigi, 12 saat karanlik,

havalandirmaly, sabit 1s1l1 odalarda) kafeslerde barmdirildi.
2.2. Deney protokolii

Gruplar: Her bir grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi (n=35).

1. Grup: Kontrol: Serum fizyolojik (SF) 0,5cc/giin intraperitoneal (i.p)
olarak 6 hafta boyunca verildi.

2. Grup: Hipertansiyon (HT): Ratlara 6 hafta boyunca i¢me suyuyla % 1 tuz
ve 40 mg/kg/giin dozda L-NAME 1i.p olarak uyguland:.

3. Grup: HT + Rosuvastatin: Ratlara 6 hafta boyunca igme suyuyla % 1 tuz
ve 40 mg/kg/giin dozda L-NAME 1i.p olarak verildi. 2. haftadan sonra (14. giin)
rosuvastatin 10 mg/kg/giin i.p olarak 4 hafta boyunca uygulandi.

4. Grup: HT + Amlodipin: Ratlara 6 hafta boyunca icme suyuyla % 1 tuz ve
40 mg/kg/giin dozda L-NAME 1i.p olarak verildi. 2. haftadan sonra (14. giin) izotonik
icerisinde %?20’lik DMSO’da ¢6ziinmiis amlodipin 10 mg/kg/glin dozunda i.p olarak
4 hafta boyunca uygulandu.

5. Grup: HT + DMSO: Ratlara 6 hafta boyunca icme suyuyla % 1 tuz ve 40
mg/kg/giin dozda L-NAME 1i.p olarak verildi. 2. haftadan sonra ( 14.giin) izotonik
icerisinde %20’lik DMSO 1.p olarak 4 hafta boyunca uygulandi. Amlodipini DMSO
icerisinde ¢Ozlp, ratlara uyguladigimiz i¢in kontrol amacli olarak DMSO hipertansif

ratlara ayri olarak verildi.
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Kontrol
Hipertansiyon (HT)

HT + Amlodipin

HT + Rosuvastatin

HT + DMSO
0.Giin 14.Giin 42.Giin
I Serum fizyolojik 0.5 cc, i.P.
Tuz uygulama (%1 NaCl, igme suyunda) + L-NAME uygulama (40 mg/ kg, i P)
osssssssss,  Amlodipin (10 mg/kg, i.P.)
aE—— Rosuvastatin (10 mg/kg, i.P.)
— DMSO (%20"lik Serum fizyolojik iginde, i.P.)

Sekil 1.Deney gruplar1 ve ila¢ uygulamalari
2.2.1. Kan basinci olciimleri

Bilinci agik olan ratlarin kan basinglar1 (sistolik kan basinci) kuyruklarindan
indirekt tail cuff yontemi ile 6lgiildii (MAY BPHR 9610-PC TAIL-CUFF Indirect
Blood Pressure Recorder, Ankara, Tiirkiye). Tiim gruplardaki ratlarin kan basinglari
0, 14, 28 ve 42. giinlerde 6l¢iildii. Kan basinci degerleri bilgisayara kaydedildi. Her

ratin 5 6l¢lim degeri alinarak ortalamalar1 hesaplandi.
2.2.2. Cerrahi uygulamalar

Deney bitiminde denekler dekapite edildi. Bu esnada kan 6rnekleri alindi.
Daha sonrasinda hizli bir bicimde abdomen ve toraks orta hattan acildi. Torasik aorta
diafragmanin {ist kismindan baglanarak, arkus aortaya dogru disseke edilerek
cikarildi. Soguk krebs soliisyonu igerisine alindi. Torasik aorta cevresel bag ve
destek dokularindan titizlikle temizlenerek, arkusa yakin kismmdan 4 mm boyunda

halka halinde kesildi.
2.2.3. in vitro deneyler

Hazirlanan 4 mm boyundaki torasik aort halkalari, limeninden birbirine
paralel iki paslanmaz ¢engel gecirilerek, igerisinde 37°C’ta 1sitilmis ve %95 O, + %5
CO; karisim ile gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 20 ml’lik

izole organ banyosuna asildi. Alt c¢engel izole organ banyosunun alt kismina
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tutturulup, tst g¢engel de izometrik kasilma cevaplarini kaydetmek icin force-
displacement transducere (FT 0.03) baglandi. Kayitlar BIOPAC marka (Model
MP36) poligrafla yapildi. Izole organ banyosuna asilan torasik aorta halkalar1 2
gramlik istirahat gerimi altinda 1 saat boyunca dengelendi. Izole organ banyosundaki
Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu, metabolik son iirlinlerin birikimini dnlemek i¢in
her 15 dakikada bir taze solusyonla yenilendi. in vitro torasik aort ¢alismalar1 endotel

varliginda yapild1.
2.2.3.1. Fenilefrin (phe) kasilma cevaplan

Torasik aort halkalarina artan konsantrasyonda fenilefrin (10°-10* mol/L)

uygulamasina kasilma cevaplar1 degerlendirildi.
2.2.3.2. Asetilkolin (ach) gevseme cevaplan

Artan dozlarda fenilefrin uygulamasiyla elde edilen egriden submaximal doz
belirlendi. Sonrasinda submax phe dozu ile kasilma yapildiktan sonra artan
konsantrasyonda (10°-10° mol/L) asetilkolin uygulamasiyla doz bagimli gevseme

cevaplar1 alindi.

2.2.3.3. AT2 reseptor rolii

AT?2 reseptorlerinin roliinii belirlemek i¢in;

-Submaksimal fenilefrin dozu ile kasilma yapildiktan sonra artan
konsantrasyonda (10™'-10° mol/L) AnglI uygulamasiyla damar cevaplar1 belirlendi.

-Fenilefrin uygulamadan 15 dk once ATl antagonisti losartan verilip,
submaximal fenilefrin dozu ile kasilma yapildiktan sonra anjiotensin II’nin doz
bagimli cevaplar1 alind1.

-Fenilefrin uygulamadan 15 dk 6nce ATI1 antagonisti losartan ve AT2
antagonisti PD123319 verilip, submaximal fenilefrin dozu ile kasilma yapildiktan

sonra anjiotensin [I’nin doz bagiml cevaplari alind1.
2.2.4. Genetik analizler

Damar Ornekleri etrafindaki bag dokular1 temizlendikten sonra hizli bir
sekilde RNA later soliisyonu iceren 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. +4°C’de 1
gece bekletildikten sonra RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C derin

dondurucuda saklanda.
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2.2.4.1. RNA lzolasyonu

1. Yaklasik olarak 50-100 mg olan dokular RNA later soliisyonu igerisinden
cikartilarak kurutma kagidi arasina almip hafifce bastirilarak RNA later
soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 1 ml Trizol reaktifi iceren 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere alind1 ve steril gelik bilyeler kullanilarak homojenizasyon
cithazinda homojenize edildi.

2. Homojenize edilmis Ornekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Santrifiijjde 12000x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve slipernatant kisim yeni
tiipe transfer edildi.

3. Uzerine 0.2 ml kloroform ilave edilerek vortekslendi ve 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. Ornekler, 15 dakika ve +4°C’de 12000xg’de santrifiij edildi.

5. Ust faz, yeni bir tiipe transfer edildi ve iizerine 0.5 ml izopropil alkol eklendi.
Ornekler, 10 dakika 15-30°C’de inkiibe edildi ve +4°C’de 10 dakika
12000xg’de santrifiij edildi.

6. Siipernatant kisim tamamen uzaklastirildi RNA pelleti, ilk olarak 1 ml
%75’lik etanol ile yikandi. +4°C’de 5 dakika icin 7500xg’de santrifiij edildi.
Bu yikama islemi tekrarlandi ve kalan tiim etanol uzaklastirild.

7. RNA pelleti 5-10 dakika havada kurutma islemine tabi tutuldu.

8. DNase/RNase igermeyen su ile sulandirildi ve cDNA elde edilinceye kadar -
80°C’de saklandu.

2.2.4.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Izolasyonu yapilan RNA’larin miktar1 Qubit cihazi (Invitrogen, Carlsbad, CA)
kullanilarak 6lgiildii. Kontrol, HT, HT+Rosuvastatin, HT+ Amlodipin ve DMSO
olmak iizere olusturulan 5 grup icin Qubit ile Olciilen degerlere gore esitleme

yapilarak 5 RNA havuzu olusturuldu.
2.2.4.3. cDNA Sentezi

Ribo niikleik asit 6rneklerinden cDNA sentezi High Capacity cDNA sentez
kiti kullanilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde gerceklestirildi.
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2.2.4.4. Real Time-PCR

Elde edilen cDNA’lar, GAPDH (Housekeeping gen), rhokinaz, NADPH
oksidaz, hsp90 ve kaveolin-1 gen ekspresyonlarin1 arastrmak icin Tag Man
Ekspresyon Assay’leri (Invitrogen, Carlsbad, CA) kullanilarak, ABI Prism 7500 Fast
Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazinda caligildi. 5

gruptaki ilgili 4 genin ekspresyonlari prAAcT degerleri kullanilarak karsilastirildi.
2.2.5. Serum ADMA Diizeyleri

Serum ADMA diizeylerine ELISA yOntemiyle bakildi. Ratlardan elde edilen
serum Orneklerinden ADMA Kkiti ile ticari firmaca (Eastbiopharma, Cat No: CK-
E90206, Ref: E2012 1120049, lot: 20121120) belirlenen protokol uyarinca 6lgiim
yapild1

2.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama+ standart hata (SH) olarak ifade edildi.
Ortalamalar arasindaki farklarm istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢in
SPSS paket istatistik programi kullanildi. Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda
“one-way ANOVA” ve “independent-t” testleri ile hesaplandi. Ayni grubun farklh
zaman noktalarindaki degerleri arasindaki farki degerlendirmek i¢in “paired t test”
kullanildi. Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamli1 kabul edildi.
2.4. Kullanilan Kimyasallar

Fenilefrin, asetilkolin, L-NAME ve amlodipin (Sigma Aldrich Inc.St. Louis,
MO. A.B.D) den satm alindi. Rosuvastatin Abdi ibrahim Ila¢ Firmasindan temin
edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Kan basin¢lan

Tim gruplarda tuz ve L-NAME uygulamasinin 0, 14, 28 ve 42. giinlerde
sistolik kan basinglari iizerine etkisi Tablo-1 ve Sekil-2’de verilmistir.

Tablo 1. 0, 14, 28 ve 42. giinlerde kan basinc1 degerleri (mmHg)

Gruplar 0.giin 14.giin 28.giin 42.giin
Kontrol 105,73+2,65 109,2+2,56 106,342,16 106,43
Hipertansiyon 104,14+2,70 137,342,43 a 145,0+1,86 a 145 a

Ht+ Amlodipin 99.51+4,73 144,243,09 a 116,042,55 be 103,9 be
Ht+ Rosuvastatin 105,79+3,14 142,0£1,58 a 139,6+1,48 132,78
DMSO 103,30+4,86 101,2+4,02 101,33 101,742,03

Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir. a.Kontrole gore; b. HT ye gore; ¢. Ht+ Rosuvastatine gore
anlamli farklilik p<0,05.

175 1

150

125 4

B —— Kontrol
—l—HT

Rosuvastatin

75 —=— Amlodipin
—fii— DMS0

50

25

i}
0.gln 14 gin 28.giin 42 gin

a.Kontrole gore; b. HT ye gore; ¢. Ht+ Rosuvastatin’e gore anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 2. 0, 14, 28 ve 42.glinlerde kan basinc1 degisimleri (Kenar Cizgileriekle)
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3.1.1. L-NAME ve tuz uygulamasinin sistolik kan basinci iizerine etkisi

14 giin boyunca 40mg/kg/giin dozunda NOS inhibitorii (L-NAME) ve tuz
uygulamasi biitiin gruplarda bazala goére anlamli artiglara neden oldu. L-NAME ve
tuz uygulamasi sonucunda meydana gelen kan basinglar1 28. giinde 14. giine goére
karsilastirildiginda anlamli farklilik gézlenmedi. Ayni sekilde 42. giinde 6lgiilen kan
basinglar1 ile 14. ve 28. giindeki kan basinglar1 arasinda da anlamhi farklilik
olusmamustir. Ancak 0.giinde dl¢iilen kan basinct degerlerine gore 14. glinde dlcililen

degerler anlamli oranda yiiksekti (Tablo 1; Sekil 2).
3.1.2. Rosuvastatinin etkisi

Hipertansiyon olusturulan ratlarda rosuvastatin uygulamasi (14.giinden
itibaren 4 hafta boyunca, 10 mg/kg/giin) sirasinda 14. giine gore 28 ve 42. giinlerde
anlamli olmayan bir diisiis gozlendi. Bu grupta tedavi sonunda kan basinci degerleri

0. gline gore hala anlamli derecede ytiksekti (Tablo 1; Sekil 2).
3.1.3. Amlodipinin etkisi

Hipertansiyon olusturulan ratlarda amlodipin verilmesi (14.glinden itibaren 4
hafta boyunca, 10 mg/kg/giin) swrasinda 14. giine gore 28. giinde anlamh diisiis
goriildi. Aymi sekilde, 42. giinde 14 ve 28. giinlere gore anlamh diisiis gozlendi.
Tedavi sonunda kan basinci degerlerinin 0. giindeki degerlere yakin oldugu belirlendi

(Tablo 1; Sekil 2) p<0,05.
3.2. Torasik aortada kasilma-gevseme cevaplari
3.2.1. Fenilefrin kasilma cevaplan

Fenilefrin uygulamasina kars1 elde edilen torasik aorta kasilma cevaplarinda
HT grubunda phe 5.10'7, 10'6, 5.10'6, 10'5, 5.10'5, 10 konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore anlamlilik gdzlendi. HT+Rosuvastatin grubunda ise phe 5.107, 107,
5.10°, 107, 5.10°, 10* konsantrasyonlarinda hipertansiyon grubuna gére anlamlilik
goriildii. Fenilefrin Emax ve EC50 degerleri arasinda fark gézlenmedi (Tablo 2;

Sekil 3).
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Tablo 2. Fenilefrin Kasilma Cevaplar1 (mg)

Dozlar(M/L) Kontrol HT HT+Amlodipin HT+Rosuvastatin DMSO

107 2,29+2.29 35,42+30,22 3,814£2,29 0+0 14,17+6,32
5.10° 14,08+4,24 35,42428,62 3,84+2.30 52,45448,89 19,1749,77
10°® 16,29+5,89 27,93+19,28  23,65+11,44 66,761+60,57 40,37+17,71
5.10® 97,19+39,14 129,3+37,03  200,4+39,88 102,3+88,68 235,94+62,40
107 267,8+71,43 376,2+82.45 502,8+60,00 296,3+108,63 367,0£74,74
5.107 517,1469,72 758,9+43,20a  699,6+30,78 595,1+61,16 b 577,1+46,83
10° 653,1£52,20 899,2+51,83 a  806,0+34,90 710,1+41,59 653,7+55,10
5.10° 749,9+£52,54 995,5+30,32a  844,5+43,75 803,7+27,72 b 718,5+49,14
10° 758,945,770  1018,5+27,75a 865,6+35,43 835,1+£37,59 b 725,3+48,64
5.10° 758,9+27,09  1018,5+27,75 a 867+34,88 840,5+37,13 b 725,3+48,64
10" 758,9436,24  1018,5£27,75 a 867+34,88 840,5+37,13 b 725,3+48,64

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. HT ye gore anlamli farklilik p<0,05.
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a. Kontrole gore; b. HT ye gore anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 3. Fenilefrin Doz Cevap Egrisi
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3.2.2. Asetilkolin gevseme cevaplari

Torasik aortada submaksimal doz fenilefrin kasilmasi sonrasi artan dozlarda
asetilkolin uygulamasina gevseme cevaplar1 Tablo 3 ve sekil 4’de, bu degerlerden
elde edilen Emax ve Ec50 degerleri Tablo 4 ve sekil 5, 6’da verilmistir.

Uygulama sonrast HT+ Rosuvastatin grubunda ach 10'7, 5.10'7, 10'6, 5.10'6,
10° konsantrasyonlarinda HT grubuna gore anlamlilik gozlendi. HT+ Amlodipin
grubunda ise ach 10'6, 5.10'6, 10'5, 5.10'5, 10 konsantrasyonlarinda HT grubuna goére
anlamlilik gorildi.

Tablo 3. Asetilkolin gevseme cevaplar1 (% Fenilefrin kasilmasi)

Dozlar(M/L) Kontrol HT HT+Amlodipin HT+Rosuvastatin DMSO

10° 11,75+ 3.8 7,25+ 3.1 17,56+ 8.1 15,05+ 6.0 9,59+ 3.2
5.107° 21,72+ 5.1 15,24+3.0 23,82+ 8.1 30,28+ 7.1 35,81+ 4.6
108 30,312 6.0  22,18+2.8  33,424+9.1 43,85+ 6.1 43,34+ 4.8
510% 42,73+7.0  33,23£3.3  52,62+9.7 59,17+£5.2 55,17+ 5.0
107 57,05£6.9  41,33£3.0 62,84+ 8.0 71,68+ 4.6 a 70,69+ 4.2
5.107 70,72+ 6.0 60,72+ 3.1 82,04+ 7.1 85,34+3.0a 88,32+ 3.6
10 79,53+ 6.5  6596£2.3  91,51+94a 92,12+ 1.9 a 95,59+ 3.5
5.10° 83,65£6.6  71,15£24 98,14+ 10a 96,00+ 1.7 a 98,97+ 3.0
107 84,35£ 6.8 72,64£23 99,57+ 10a 97,12+ 1.7 a 99,91+ 3.3
5.107 84,47+ 6.8  73,76+£2.8 1,02E+02+12a 98,01+ 1.8 1,00E+02+ 3.5
10* 84,47+ 6.8  73,84t2.8 1,03E+02+12a 99,63+2.3 1,00E+02+ 3.5

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. HT ye gore anlamli farklilik p<0,05.
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Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir. a.HT ye gére anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 4. Asetilkolin gevseme cevaplari

Asetilkolin uygulamasma damar gevseme cevaplarinin, rosuvastatin ve
amlodipin tedavileriyle etkilesimi EC50 ve Emax degerleri tizerinden sekil 5 ve 6’da
gosterilmistir.

Sekil 5°de gosterildigi gibi 6 hafta L-NAME ve tuz uygulamasinin aortik Ach
gevseme cevaplarmin Ec50 degerlerinde anlamli olmasa da artisa neden oldugu
gozlendi. Hipertansiyon olusturulmus ratlara 4 hafta amlodipin tedavisi verilmesiyle,
Ec50 degerlerinde hipertansiyon grubuna goére anlamli olmayan hafif bir azalma
oldugu goriildii. Rosuvastatin tedavisi uygulanmasiyla, Ec50 degerlerinde
hipertansiyon grubuna gore azalma oldugu gozlendi. Ancak bu azalma istatistiksel

olarak anlamli degildi.
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Tablo 4. Ach gevseme cevaplar1t Emax ve Ec50 degerleri

GRUPLAR Emax (mg) Ec50 (uM)

Kontrol 502,62+ 38 0,047+ 0,018
HT 513,33+ 61 00,06+ 0,011
HT+Amlodipin 880,33+ 103 ab 0,055+ 0,017
HT+Rosuvastatin 915+ 66,2 ab 0,029+ 0,010
DMSO 874,5+ 47 0,039+ 0,010

Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrol grubuna gore; b. Hipertansiyon grubuna gore
anlamli farklilik p<0,05.
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Sekil 5. Ach Ec50 degerleri
Sekil 6’da Ach Emax degerleri incelendiginde, 6 hafta L-NAME ve tuz

uygulanmis olan HT grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi
gozlendi. Hipertansiyon olusturulmus ratlara 4 hafta amlodipin ve rosuvastatin
tedavisi verilmesi sonucunda Emax degerlerinde kontrol ve hipertansiyon grubuna

gore anlaml artis gézlenmistir (p<0,05).
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a. Kontrol grubuna gore; b. Hipertansiyon grubuna gore anlaml farklilik p<0,05.

Sekil 6. Ach gevseme cevaplart Emax degerleri
3.2.3. Phe onkasilmasi sonrasi anjiotensin II cevaplan

Sekil 7°de fenilefrin onkasilmasi sonrasi artan dozlarda ( 107'-10°)
anjiotensin II'nin meydana getirdigi doz cevap egrisi goriilmektedir. Ang II biitiin
gruplarda 10® dozundan itibaren kasici yonde etki gosterdi. Olusan cevaplar

gruplarda benzerdi ve gruplar arasinda anlamli fark gozlenmedi.
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Sekil 7. Phe 6n kasilmasi sonrasi anjiotensin II doz cevap egrisi
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3.2.4. Losartanh ortamda phe oOnkasilmasi sonrasi anjiotensin II’nin

meydana getirdigi doz cevap egrisi

Sekil 8’de anjiotensin AT1 reseptdr antagonisti losartan varliginda fenilefrin
6n kasilmas yapilmis damarlarda anjiotensin II’nin (10 'mol/-10° mol/l) meydana
getirdigi doz cevap egrisi goriilmektedir. Anjiotensin II damarlarda gevseme
yoniinde etki gosterdi. Olusan cevaplar biitiin gruplarda benzerdi ve gruplar arasi

anlamli fark gézlenmedi.
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Sekil 8. Losartanli ortamda phe 6nkasilmasi sonras1 anjiotensin II doz cevap egrisi

3.2.5. Losartan ve PDI123319’lu ortamda phe oOnkasilmasi sonrasi
anjiotensin II doz cevap egrisi

Sekil 9’da losartanli ve PD123319°lu ortamda phe oOnkasilmasi yapilmis
damarlarda 10™"'-10 aras1 dozlarda anjiotensin II’nin meydana getirdigi doz cevap
egrisi gorilmektedir. Damar cevaplarinin biitiin gruplarda benzer sekilde gevseme
egilimde oldugu gozlenmistir. HT grubunda kontrol gére 10™"'-107 arasi dozlarda
anlamli farklilik goriilmiistir. HT+Amlodipin grubunda 107", 10® ve 107
dozlarinda, HT+Rosuvastatin grubunda ise 10® dozunda HT grubuna gére anlaml

farklilik gozlenmistir.
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a. Kontrole gore; b. Hipertansiyon grubuna goére anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 9. Losartan ve PD123319 varliginda phe 6n kasilmas1 sonrast Angll doz cevap
egrisi
3.3.Aortik dokularda gen expresyon calismalari

3.3.1. Rhokinaz gen expresyon diizeyleri

Tablo 5 ve Sekil 10’da deney gruplarinda rhokinaz expresyon diizeyleri
goriilmektedir. Hipertansiyon grubunda expresyon diizeyinin kontrol grubuna goére
anlamli olarak arttig1 goriildii. Ht+Rosuvastatin ve Ht+Amlodipin gruplarinin
expresyon diizeylerinin ise hipertansiyon grubuna gore anlamli olarak azaldigi
gozlendi.

Tablo 5. Rhokinaz mRNA expresyon diizeyleri

Rhokinaz mRNA expresyon

Kontrol 1,00+ 0,16
HT 4,62+0,14 a
HT+Rosuvastatin 1,46+ 0,17 b
HT+Amlodipin 1,35+ 0,07 b
HT+DMSO 03,9+ 0,35

Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. Hipertansiyona gore anlamlh farklilik
p<0,05.
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a. Kontrole gore; b. Hipertansiyona gore anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 10. Aort dokusunda rhokinaz mRNA expresyon diizeyleri

3.3.2. Kaveolin-1 gen expresyon diizeyleri

Kaveolin-1 mRNA expresyon diizeyleri Tablo 6 ve Sekil 11°de goriilmektedir.
Hipertansiyon grubunun expresyon diizeyinde kontrol grubuna gore anlamli artis
goriildi. Hipertansiyon grubuna gore Ht+Rosuvastatin grubunda expresyon
diizeylerinin 1,23’e, Ht+Amlodipin grubunda ise 1,35’°¢e diistiigli gozlendi.

Tablo 6. Kaveolin-1 mRNA expresyon diizeyleri

Kaveolin-1 mRNA expresyon

Kontrol 1,00+ 0,16
HT 2,16£0,1 a
HT+Rosuvastatin 1,23+ 0,21
HT+Amlodipin 1,35+ 0,02
HT+DMSO 3,30+ 0,30

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore anlamli farklilik p<0,05.
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a. Kontrole gore anlamli farklilik p<0,05.

Sekil 11. Aort dokusunda kaveolin-1 mRNA expresyon diizeyleri

3.3.3. Hsp90 gen expresyon diizeyleri

Deney gruplarinda hsp90 mRNA expresyon diizeyleri Tablo 7 ve Sekil 12°de

goriilmektedir. Hipertansiyon grubunun expresyon diizeyinde kontrol grubuna goére

artis goriildii. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Hipertansiyon grubuna goére

Ht+Rosuvastatin grubunda azalma egilimi gozlendi. Ht+Amlodipin grubunda ise

degisiklik goriilmedi.
Tablo 7. Hsp90 expresyon diizeyleri

Kontrol

HT
HT+Rosuvastatin
HT+Amlodipin
HT+DMSO

Hsp90 mRNA expresyon

1,00< 0,15
1,19+ 0,29
0,87+ 0,18
1,23+ 0,10
1,65+ 0,40

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir.
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Sekil 12. Aort dokusunda hsp90 mRNA expresyon diizeyleri
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3.3.4. NADPH oksidaz gen expresyon diizeyleri

Tablo 8 ve Sekil 13’de NADPH oksidaz mRNA expresyon diizeyleri
goriilmektedir. Hipertansiyon grubunda expresyon diizeyinin kontrol grubuna goére
anlamli olarak arttigi, Ht+Rosuvastatin ve Ht+Amlodipin gruplarinda ise
hipertansiyon grubuna gore anlamli olarak azaldig1 gozlendi.

Tablo 8. NADPH oksidaz expresyon diizeyleri

NADPH oksidaz mRNA expresyon

Kontrol 1,00+ 0,15
HT 2,61+£0,13 a
HT+Rosuvastatin 1,24+ 0,17 b
HT+Amlodipin 1,32+ 0,07 b
HT+DMSO 3,05+ 0,30

Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. Hipertansiyona gore anlaml farklilik
p<0,05.
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a. Kontrole gore; b. Hipertansiyona goére anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 13.Aort dokusunda NADPH oksidaz mRNA expresyon diizeyleri
3.4. Serum ADMA diizeyleri

Sekil 14’de serum ADMA diizeyleri goriilmektedir. Hipertansiyon grubunda
ADMA seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 belirlenmistir.
Ht+Rosuvastatin ve Ht+Amlodipin gruplarinda hipertansiyon grubuna gére ADMA
seviyelerinin azalma egiliminde oldugu gézlenmistir.

Tablo 9. Serum ADMA diizeyleri

Serum ADMA diizeyleri
Kontrol 0,39+ 0,25
HT 1.83+£ 0,66 a
HT+Rosuvastatin 1,19+ 0,26
HT+Amlodipin 1,49+ 0,35
HT+DMSO 1,31+ 0,60

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a.Kontrole gére anlamli farklilik p<0,05.
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a.Kontrole gore anlamli farklilik p<0,05.
Sekil 14. Serum ADMA diizeyleri
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4. TARTISMA

(Caligmamizda kan basmglar1 L-NAME ve tuz alan gruplarda kontrole gore 14,
28 ve 42. giinlerde anlamli olarak yiiksekti. Amlodipin tedavisi kan basincini 28 ve
42. giinlerde anlamli olarak diisiiriirken, rosuvastatin 42. giinde anlamli olmayan bir
azalma olusturdu. Fenilefrin kasilma cevaplari, hipertansiyon grubunda
Ht+Amlodipin disindaki diger gruplara gore 5.107 dozundan itibaren anlamli olarak
yiiksekti. Asetilkolin gevseme cevaplarinin ise, hipertansiyon grubuna gore
Ht+Rosuvastatin  grubunda 107 dozundan, Ht+Amlodipin grubunda ise 10
dozundan itibaren anlamli olarak arttig1 goriildii. Ach Ec50 degerleri hipertansif
grupta yliksekti. Ach Emax degerleri hipertansif grupta diisiik, tedavi alan gruplarda
ise anlamli olarak yiiksek bulundu. Hipertansiyonun ADMA, NADPH oksidaz,
rhokinaz ve kaveolin-1 diizeylerinde yaptig1 artisi, amlodipin ve rosuvastatinin
ADMA disinda engelledigi goriildii. Hipertansiyon grubunda kontrol grubuna goére
hsp90 expresyon diizeyi anlamli olmayan bir artis gosterdi DMSO uygulamasi
gruplar arasinda anlamli farklilik olusturmadi.

L-NAME ve tuz uygulamalarinin kan basincinda anlamli farkliliga neden olup
hipertansiyon olusturdugu literatiir ile uyumlu olarak (106, 128-129), calismamizda
ratlara L-NAME+ tuz verildiginde kan basin¢larinin 14, 28 ve 42. giinlerde kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttig1 goriildii. Baska bir ¢alismada, 10mg/kg dozda 8
hafta cilt alt1 L- NAME verilmesi sonucunda, kan basinglarmin 4. haftaya kadar
anlaml olarak yiikseldigi, 5. haftada pik yaptigi ve 8. haftaya kadar arttig1
belirlenmistir (130).

Calismamizda L-NAME+tuz verilerek hipertansiyon olusturulan ratlarda
amlodipin uyguladiginda, kan basmg¢larinin 42.giinde anlamli olarak diistiigii tespit
edildi. Ayni1 doz (10mg/kg/giin) amlodipin verilen diger bir calismada SHR’larda kan
basmglarinin diismiis olup, siiperoksit tiretiminin azaldig1 gézlenmistir (131). 6 hafta
boyunca 60mg/kg/giin L-NAME verilen Sprague-Dawley cinsi erkek ratlarda da, 4
hafta 5mg/kg/glin amlodipin uygulanmasi sonucunda kan basmglarmin diistiigii
goriilmiistiir (132).

Rosuvastatin verilmesi sonucunda 42. giinde kan basincinda hafif bir azalma
goriildii. Benzer sekilde 40mg/kg/giin L-NAME verilerek hipertansiyon olusturulan

wistar cinsi ratlara rosuvastatinin 20mg/kg/giin 5 hafta verilmesi sonucunda kan
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basinci hafif azalmistir (133). Ayni ¢alismada rosuvastatinin, L-NAME verilmesi
sonucunda torasik aortada gozlenen intima ve media kalinlagmasmi ve elastik lif
artigin1 Onledigi gézlenmistir (133). Susic D ve ark (134) yaptig1 bir baska caligsmada,
12 hafta rosuvastatinin 1, 5, 10 ve 20mg/kg/gilin verilmesi sonucunda SHR’larda kan
basinci diismiistiir. SHR’lara rosuvastatinin 3 hafta boyunca 10mg/kg/giin verilmesi
sonucunda, tedaviye baslandiktan bir hafta sonra kan basinglarinin diismiis oldugu
gozlenmistir (135). Ancak 15mg/kg/giin L-NAME verilen wistar cinsi ratlara
20mg/kg/giin rosuvastatinin 6 hafta verilmesi sonucunda kan basinci diigmemistir
(134). Bu farkin hipertansiyon modelinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
SHR’larda rosuvastatin kan basmcini anlaml diisiiriirken, L-NAME ile hipertansiyon
olustugunda kan basmci anlamli diigmemistir. Bizim yaptiZimiz hipertansiyon
modelinde kan basinglari anlamli olmamakla birlikte azalmistir.

Hipertansiyon olusturdugumuz ratlarin aortalarinda fenilefrin kasilma
cevaplarinin, kontrol grubuna gére 5.107 dozundan itibaren yiiksek oldugu gézlendi.
Akut olarak 100 mg i.v L-NAME uygulanmis ve 3 giin boyunca oral 60 mg /kg L-
NAME verilmis ratlarin aortalarinda fenilefrin kasilma cevaplarinin arttigi
goriilmiistiir (136). L-NNA+tuz verilerek hipertansiyon olusturulmus benzer bir
calismada da ratlarin aortalarinda fenilefrin kasilma cevaplarinin arttig1 belirlenmistir
(106).

Calismamizda hipertansif ratlarin torasik aortalarinda asetilkolin gevseme
cevaplar1 agisindan kontrol grubu ile anlaml fark olmadig: goriildii. Benzer model
ile hipertansif hale getirilmis ratlarm kullanildig1 bagka bir ¢alismada, torasik aortada
asetilkolin gevseme cevaplar1 agisindan kontrol ve hipertansiyon grubu arasinda
anlaml fark gézlenmemistir (137).

Amlodipin  uyguladigimiz  grupta, fenilefrin kasilma cevaplarinin
hipertansiyon grubuna gore anlamli olmasa da azaldigini, asetilkolin gevseme
cevaplarinin ise 10° dozundan itibaren anlamli olarak arttigim goriildii. Bagka bir
calismada, 8 hafta 10mg/kg/giin amlodipin verilen SHR’larin mezenter arterlerinde,
KCl ve fenilefrine kars1 kasilma cevaplarinin azaldigi, asetilkoline karsi gevseme
cevabimin artmis oldugu gozlenmistir (131). Bir diger calismada, Dahl’mn hipertansif
ratlarma 10mg/kg/glin amlodipin verilmesi sonucunda endotel bagimli gevseme

artmustir (138). 4 hafta icme suyu ile 5mg/100ml amlodipin tedavisi alan profilin 1
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transjenik hipertansif farelerde asetilkolin ve sodyum nitrite gevseme cevabinin
artt1ig1 ve fenilefrine kasilma cevabinin azaldig1 goriilmiistiir (125). Ancak, SHR’larla
ilgili yapilan diger iki c¢alismada ise, 10mg/kg/giin amlodipin uygulanmasi
sonucunda kan basmcinda diisiis oldugu halde, amlodipinin mezenter resistance
arterlerde asetilkolin ve bradikininin neden oldugu gevsemeyi ve SNP’e gevseme
cevabin etkilemedigi gézlenmistir (139). Amlodipin SHR’larin torasik aortalarinda
asetilkoline cevap olarak gevsemedeki bozulmayir ve endotelden eNOS protein
expresyonunu etkilememistir (140).

Rosuvastatin uyguladigimiz ratlarin aortlarinda fenilefrin kasilma cevaplarinin
hipertansiyon grubuna gére 5.107 dozundan itibaren anlamli olarak azaldigi,
asetilkolin gevseme cevaplarmm ise 107 dozundan itibaren anlamli olarak arttig1
goriilmiistiir. SHR’lara 8 hafta boyunca 10mg/kg/giin rosuvastatin uygulanan bir
baska caligmada, 10°-10° M doz araligindaki asetilkoline gevseme cevabinin,
rosuvastatin grubunda kontrol grubundan anlamli olarak daha fazla oldugu
gozlenmistir (5).

Yaptigimiz ¢alismada, hipertansif ratlarin aort dokusunda rhokinaz expresyon
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir. SHR’larda
yapilan bir caligmada, rhokinaz aktivitesinin aort dokusunda artmis oldugu
gozlenmistir (141). Kataoka ve ark (142) yaptiklar1 calismada, 4 hafta boyunca icme
suyuyla L-NAME verilmesi sonucunda Rho/Rhokinaz aktivitesinin arttigini
gostermiglerdir. SHR’larda Rho/RhoA translokasyonunun vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde iki kat arttig1 goriilmiistiir (143). Bu calismalar bizim bulgularimizi
desteklemektedir.

Amlodipin uyguladigimiz grupta, hipertansiyon grubuna gore rhokinaz
expresyon seviyelerinin anlamli olarak azaldigi goriildii. 4 hafta igme suyu ile
5mg/100ml amlodipin tedavisi alan profillin 1 transjenik hipertansif farelerin
mezenter arterlerinde de ROCK 2 expresyonunun azaldigi belirlenmistir (125).
Amlodipin tedavisinin hipertansiyon hastalarinda 16kosit ROCK aktivitesini azalttig1
gozlenmistir (51).

Calismamizda rosuvastatin uygulanan grubun torasik aort dokusunda,
hipertansiyon grubuna gore rhokinaz expresyon diizeylerinin anlamli olarak diistiigii

goriildii. Sprague-Dawley cinsi erkek ratlarda CRP’nin neden oldugu hipertansiyon
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sonucunda, rosuvastatinin 10mg/kg/giin 3 ay ilavesi aortada rhokinaz aktivitesini
inhibe etmistir (144). Wistar ratlarin diiz kas hiicre kiiltiiriinde, TNFa’nin araci
oldugu rhokinaz yolagmmin aktivasyonunu rosuvastatinin inhibe edebildigi
gozlenmistir (145).

Yaptigimiz ¢alismada hipertansif ratlarda kontrol grubuna goére kaveolin-1
expresyon seviyelerinin anlamli olarak arttig1 gozlendi. SHR’larm kullanildig1 baska
bir caligmada da, kaveolin seviyelerinin aorta endotelyumunda arttig1 belirlenmistir
(5).SHR’larn ve ACTH araciligiyla hipertansif hale getirilmis ratlarin safen arter
endotel ve diiz kas hiicrelerinde caveolin-1 protein expresyonunun artmis oldugu
goriilmiistiir (10).

Amlodipin uyguladigimiz grubun aort dokusunda hipertansiyon grubuna gore
kaveolin-1 expresyon seviyelerinde anlamli olmayan bir azalma goriildii. Sharma ve
ark (146) yaptig1 bir hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda ise, amlodipinin konsantrasyon
bagimli bir bigimde eNOS’un kaveolin-1’e baglanmasini1 6nleyerek, eNOS-kaveolin-
1 sinyal kompleksine antagonist etki gosterdigi kanitlanmistir. Amlodipinin referans
ilag olarak kullanildig1 baska bir c¢alismada, kaveolin-1 knock out farelere
6mg/kg/giin 3 hafta verilmesi sonucunda kan basincmi diisiirdiigii belirlenmistir
(147).

Rosuvastatin uyguladigimiz grupta, hipertansiyon grubuna gore kaveolin-1
expresyon diizeylerinde anlamli olmayan bir azalma gézlendi. 8 hafta 10mg/kg/giin
rosuvastatin ile tedavi edilen SHR’larin aortasinda kaveolin-1 protein expresyonunun
anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (5). Rosuvastatinin apo E-/- dislipidemik
farelerde caveolin-1 expresyonunu azalttigi, NOS fonksiyonunu arttirdigi ve ayni
zamanda kan basinct ve kalp hizim1 diizenledigi bulunmustur (111). HMG-CoA
rediiktaz inhibitorii atorvastatin, aort endotelinde kaveolin-1’in expresyonunu
azaltarak eNOS aktivitesi arttirmistir. Bu  etki, hipertansiyonlu hastalarda
kardiovaskuler sonuglar1 olumlu yonde etkileyebilir (148).

Calismamizda hipertansif ratlarin torasik aort dokusunda, kontrol grubuna
gore hsp90 expresyon seviyelerinde anlamli olmayan bir artis goriildii. 40mg/kg/giin
L-NAME verilerek hipertansiyon olusturulmus bir bagka caligmada ise, ratlarin
aortasinda hsp90 diizeylerinin artma egiliminde oldugu gorilmistir (137).

Amlodipin tedavisi alan grupta hipertansif gruba gore hsp90 diizeyleri
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etkilenmemistir. Rosuvastatin tedavisi alan grupta ise hsp90 diizeyleri hipertansiyon
grubuna gore azalma egilimi gdéstermistir. Bu modelde rosuvastatin ve amlodipinin
hsp90 diizeylerine ait herhangi bir ¢calisma yapilmamis olup, bu parametreye etkileri
ilk kez bizim calismamizda bulunmustur.

Yaptigimiz calismada, hipertansif ratlarda NADPH oksidaz expresyon
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli arttigi goriilmiistiir. Baska yapilan
calismalarda hipertansiyon ve oksidatif stresle iliskili hastaliklarda NADPH oksidaz
seviyelerinde artig gézlenmistir (81). Benzer bir calismada iki hafta igme suyuyla L-
NAME uygulanmas1 sonucunda, aortada NADPH oksidaz seviyelerinin arttigi
belirlenmigtir (123).

Amlodipin tedavisi verdigimiz hipertansif ratlarda NADPH oksidaz
expresyonun anlamli bigimde azaldigi1 gozlendi. Toba ve ark (123) yaptig1 bir
calismada, L-NAME verilerek hipertansiyon olusturulan ratlara 2 hafta 20mg/kg/giin
amlodipin verilmesi sonucunda aortada eNOS expresyonu artmis, NADPH oksidaz
ve ACE expresyonu azalmistir. 6 hafta boyunca 60mg/kg/giin L-NAME verilen
Sprague-Dawley cinsi erkek ratlara 4 hafta Smg/kg/giin amlodipin uygulanmasi
sonucunda kan basincmin diistiigii, sol ventrikiilde NOS aktivitesinin ve eNOS
mRNA expresyonunun arttig1 belirlenmistir (132).

Calismamizda rosuvastatin uygulanan grubun torasik aort dokusunda,
hipertansiyon grubuna gére NADPH oksidaz expresyon seviyelerinin anlamli olarak
distiigii gozlendi. Sicard ve ark (135) yaptiklar1 bir c¢alismada, SHR’lara
rosuvastatinin 3 hafta boyunca 10mg/kg/giin verilmesi sonucunda NADPH oksidaz
diizeylerinin azaldigi goriilmiistiir. Rosuvastatinin Sprague-Dawley cinsi erkek
ratlarda 10mg/kg/giin 3 ay ilavesi sonucunda, NADPH oksidaz subunitleri down
reglile olarak ROS iiretimi azalmistir (144). Rosuvastatinin NADPH oksidazi
azaltarak, eNOS ayrilmasmni suprese, antioksidan enzimatik savunma
mekanizmalarmi upregiile ederek ve hidrojen peroksitin araci oldugu DNA hasarini
inhibe ederek oksidatif stresi azalttig1 gézlenmistir (19).

Hipertansif grubun serumunda ADMA seviyelerinin kontrol grubuna goére
anlamli olarak ytikseldigi goriildii. 40mg/kg/giin L-NAME verilerek hipertansiyon
olusturulmus benzer bir ¢alismada, hipertansif ratlarda ADMA diizeylerinin arttig1

belirlenmigtir (137).

68



Amlodipin  uyguladigimiz grubun serumunda ADMA diizeylerinin
degismedigi goriildii. Rosuvastatin grubunda ise, ADMA seviyelerinde azalma
egilimi goriilmesine ragmen istatistiksel anlamliliga ulasilamadi. Sicard ve ark (149)
yaptig1 bir ¢calismada, rosuvastatinin SHR’larda ADMA seviyesini diistirdiigii ancak
normotansif WKY ratlarda diisiirmedigi goriilmiistiir. Pulmoner hipertansif ratlarda
yapilan bir ¢aligmada, rosuvastatinin 5mg/kg/giin dozunda 14 ve 28 giin boyunca
verilmesi sonucunda, DDAH 2 expresyonunun artmasiyla birlikte serum ADMA
seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir (150). Rosuvastatinin koroner arter hastalarinda
ADMA’nmn zararlhh etkilerini onledigi goézlenmistir (79). Hiperkolesterolemili
hastalarda 10mg/kg/giin rosuvastatinin 6 hafta boyunca verilmesi sonucunda,
endotelyal disfonksiyondaki diizelmeyle iliskili olarak plazma ADMA diizeylerinin
onemli miktarda azaldig: goriilmustiir (151).

Nitrik oksit {iretimi kaveolin-1, hsp90 veya Cu/Zn superoksit dismutaz gibi
diger molekiiler sistemlerdeki degisiklikler araciligiyla artabilir (8). HMG-CoA
rediiktaz inhibitorleri, eNOS ile hsp90 veya Ca/CaM ‘nin etkilesimini arttirarak veya
kaveolin-1 expresyonunu deprese ederek eNOS fosforilasyonunu arttirir. Boylece,
eNOS aktive olur (54). Rosuvastatin’in endotel bagimli vazodilatasyonu gelistirdigi
ve bunun endotelde eNOS expresyonunda degisiklik olmaksizin artmis eNOS
fosforilasyonu ve azalmis kaveolin-1 expresyonuyla iligkili artmig NO
bioyararlanimiyla iligkili oldugu gdésterilmistir (5).

Statinler, NADPH oksidaz enzimini inhibe ederek, reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) {iretiminin azalmasmi saglarlar. Boylelikle, ROS’un eNOS’u
endotel yiizeyinden aymrmasi engellenir ve NO iiretimi artar (152). Rho/Rhokinaz
yolagi, eNOS expresyon ve aktivasyonu seviyesinde endotelyal fonksiyonu olumsuz
olarak etkileyebilir. Statinlerin neden oldugu eNOS aktivasyonu, Rho/Rhokinaz
yolagmin inhibisyonu ve kaveolin-1 expresyonundaki azalma ile baglantili
mekanizmalar1 igerebilir (119).

Rosuvastatinin hipertansiyonda ADMA, hsp90 diizeyine etkisi ilk kez
calismamizda gosterildi. Rosuvastatinin SHR’larda kaveolin-1 diizeylerini diisiirdigt
tek bir ¢alismada gosterilmistir. Amlodipinin hipertansiyonda kaveolin-1 ve hsp90
diizeyine etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamastir.

Nitrik oksit sentaz blokaji ve tuz yiiklemesi ile olusturulan hipertansiyonda
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yukardaki tiim etkiler ilk kez gosterilmistir.

Sonug olarak,

Rhokinaz, NADPH oksidaz, ADMA, kaveolin-1 ve hsp90 diizeylerinin NOS
inhibisyonu ve tuz uygulamasi ile hipertansiyon olusumuna katilimlar1 tedavi
planlamada 6nemli hedefler olabileceklerini gostermektedir.

Rosuvastatinin kan basinglarmi amlodipin kadar diislirmedigi, ancak Ach
Emax degerlerinin amlodipine yakin oldugu,

amlodipinin kan basmci diisiiriicii etkilerine ADMA, NADPH oksidaz,
rhokinaz, kaveolin-1 ve hsp90 diizeylerinin aracilik edebilecegi ve

rosuvastatinin de endotelyal disfonksiyon ve oksidatif stres ile iligkili bu
parametreleri amlodipine benzer sekilde etkileyebilecegi goriilmiistiir.

Rosuvastatinin hipertansif sigan arterlerinde fenilefrin kasilma cevaplarim
azaltip, asetilkolin gevseme cevaplarmi arttirmasi, damar tonusunun diizenlenmesine
ve endotelyal disfonksiyon iizerine olumlu etkilerinin olabilecegini,

Benzer sekilde rosuvastatinin kaveolin-1 ve hsp90 diizeylerini diistirmesi,
eNOS aktivasyonu arttirarak NO salmimi araciligiyla damar gevsetici etkilerinin
ortaya ¢ikabilecegini,

Rosuvastatinin aort dokusunda rhokinaz expresyonunu azaltmasi, vaskuler
diiz kas kasilmasinda etkili olan bu yolagin inhibisyonuyla kan basmcini diistiriicti
yonde etkiler gdsterebilecegini,

Calismamizda reaktif oksijen iiretiminde etkili bir enzim olan ve 6zellikle de
Angll ile aktive olan NADPH oksidaz’in rosuvastatin tedavisi sonucunda azalmasi
rosuvastatinin endotelde RAS kaynakli oksidatif stresi Onleyerek kardiovaskuler
hastaliklarda koruyucu rol alabilecegini,

Endojen NOS inhibitorii olan ve oksidatif stres ile artan ADMA’nin
rosuvastatin verilmesiyle azalmasi, rosuvastatinin oksidatif strese karsi korunmada
ADMA iizerinden de etkili olabilecegini, ADMA’nin aracilik edebilecegi etkilerinde
endotelyal  disfonksiyonu iyilestirici  etkilerine  katki  saglayabilecegini

diistindiirmektedir.
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