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OZET
Alamandin ve AVE0991’in Anjiyotensin II ile Indiiklenmis Deneysel

Hipertansiyon Modelinde Kardiyak Remodeling, Vaskiiler Proliferasyon ve
Damar Kasilma-Gevseme Cevabi Uzerindeki Etkilerinin Arastirlimasi
Amag: Mas reseptor iligskili G-protein bagli reseptor agonisti, alamandin (ALA)

ve Mas reseptor agonisti AVE0991, yakin zamanda renin-anjiyotensin sisteminin
koruyucu bilesenleri olarak tanimlanmistir. Bu calismada, ALA ve AVE0991'in
anjiyotensin (Ang) Il ile olusturulmus hipertansiyonda kardiyovaskiiler fonksiyon ve
yeniden sekillenme iizerindeki etkilerini degerlendirildi.

Materyal ve Metot: Sprague Dawley 1rki ratlar, 4 haftalik subkutan Ang II (80
ng/kg/dk) inflizyonlarina veya salin kontroliine tabi tutuldu ve son 2 hafta siiresince ALA
(50 mcg/kg), AVEQ0991 (576 mcg/kg) veya ALA+AVEQ991 ile tedavi edildi. Sistolik kan
basinci (KB) ve kalp atim hizi (KH) degerleri, tedaviden 1, 15 ve 29 giin sonra kuyruk
manset pletismografisi kullamlarak kaydedildi. Otenaziden sonra, biyokimyasal ve
histopatolojik analizler ve ayrica vaskiiler cevaplar i¢in kalp ve torasik aort ¢ikarildi.

Bulgular: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Ang II grubunda sistolik KB
anlamli olarak artti. Ayrica, Ang Il kardiyak ve aortik siklofilin-A (CYP-A), monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve kardiyomiyosit dejenerasyonunda artisa neden oldu,
ancak vaskiiler gevsemede azalmaya neden oldu. KH, matriks metalloproteinaz-2 ve
matriks metalloproteinaz-9, NADPH oksidaz-4 ve lizil oksidaz seviyeleri gruplar
arasinda benzer diizeylerdeydi. ALA, AVE0991 ve ila¢ kombinasyonu, antihipertansif
etkilerinin yaninda vaskiiler cevaplari da iyilestirdi. Ang I[I+ALA+AVE(0991 grubunun
kalplerinde sirasiyla enflamasyon ve oksidatif yolak ile iligskili MCP-1 ve CYP-A
seviyeleri ile ilgili azaldi. Vaskiiler anjiyotensin doniistiiriici enzim-2 seviyeleri, Ang Il
uygulamasiyla azaldi ancak kardiyak diizeyler benzerdi. Ang II+ALA+AVE0991
grubunda bu degerler Kontrol grubuna benzerdi.

Sonug: Deneysel verilerimiz, ALA ve AVE0991 kombinasyonunun, Ang Il'nin
neden oldugu hipertansiyonda sistolik KB, oksidatif stres, enflamasyon ve vaskiiler
gevseme cevaplarini azaltmada tekli kullanimlarina gore daha etkili oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: ACE-2, Alamandin, Ang Il, AVE0991, CYP-A,

Hipertansiyon.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Alamandine and AVE0991 on Cardiac
Remodeling, Vascular Proliferation, and Vascular Contraction-Relaxation
Response in Angiotensin I1-Induced Experimental Hypertension Model

Aim: Mas-related G protein-coupled receptor agonist, alamandine (ALA) and
Mas receptor agonist, AVE0991 have recently been identified as protective components
of the renin-angiotensin system. In this study, we evaluated the effects of ALA and
AVEQ0991 on cardiovascular function and remodeling in angiotensin (Ang) Il-induced
hypertension.

Material and Method: Sprague Dawley rats were subject to 4-week
subcutaneous infusions of Ang Il (80 ng/kg/min) or saline control after which they were
treated with ALA (50 mcg/kg), AVE0991 (576 mcg/kg), or ALA+AVE0991 during last
2 weeks. Systolic blood pressure (BP) and heart rate (HR) values were recorded at 1, 15,
and 29 days post-treatment using tail-cuff plethysmography. After euthanization, the
heart and thoracic aorta were removed for subsequent biochemical and histopathological
analysis and also for vascular responses.

Results: Sistolic BP significantly increased in Ang Il group when compared to the
control group. Furthermore, Ang Il also caused an increase in cardiac and aortic
cyclophilin-A  (CYP-A), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and
cardiomyocyte degeneration, but produced a decrease in vascular relaxation. HR, matrix
metalloproteinase-2 and metalloproteinase-9, NADPH oxidase-4, and lysyl oxidase
levels were comparable among groups. ALA, AVE0991, and the drug combination
produced antihypertensive effects and alleviate vascular responses. The inflammatory
and oxidant process related to MCP-1 and CYP-A levels, respectively, decreased in the
hearts of the Ang II+ALA+AVEQ0991 group. Vascular but not cardiac angiotensin-
converting enzyme-2 levels decreased with Ang Il administration but were similar to the
Ang I1+ALA+AVE0991 group.

Conclusion: Our experimental data showed the combination of ALA and
AVEQ0991 was more effective on reducing sistolic BP, oxidative stress, inflammation, and
vascular-relaxation responses than their single use in Ang ll-induced hypertension.

Keywords: ACE-2, Alamandin, Ang Il, AVE0991, CYP-A, Hypertension.
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1. GIRIS

Tekrarlanan arteriyel kan basinci (KB) ol¢iimlerinin 140/90 mmHg’den daha
yuksek olmasi hipertansiyon (HT) olarak tanimlanmaktadir. HT nin hedeflenen KB
degerlerine ulasilamayan hastalarda kalp yetmezligi, koroner kalp hastaligi, hemorajik ve
tromboembolik inme, bobrek yetmezligi, periferik arter hastaligi ve aort diseksiyonu
riskini artirarak mortalite ve morbiditeyi artirdigi bilinmektedir. Ulkemizde yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda eriskin yas grubunda HT prevalansinin %30-35 arasinda
oldugu tespit edilmistir.

Ileri yas, obezite, diyet aliskanligi, fiziksel aktivite ve diyabet gibi risk
faktorlerinin HT gelisimi arasinda 6nemli bir iliski oldugu bilinmektedir (1). Yasla
birlikte artan goriilme sikliginin yaninda HT komplikasyonlar1 ve buna bagli 6liim orani
da artmaktadir. Yirmi yas altt bireylerde orta-ileri yas grubundaki hastalar ile
karsilastirildiginda sekonder HT daha sik goriilmektedir. HT siklig1 ayn1 zamanda 1rk ve
cografyaya gore de degisim gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri ve pek ¢ok
Avrupa lilkesinde erigkin niifusun yaklagik %25-30"unda HT bulunmaktadir (1, 2). Tiirk
Kardiyoloji Dernegi tarafindan Tiirkiye’de yapilan caligsmada, eriskin yas grubunda HT
prevalanst %33 olarak bildirilmistir (3). “Tiirk Erigkinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk
Faktorleri, TEKHARF” calismasinda ise HT prevalansinin %33.7 oldugu ve yas
ilerledikge bu prevalansin arttigi saptanmistir (4). Benzer sekilde, Tiirk Hipertansiyon
Prevalans Caligmasi (Prevalence, awareness and treatment of hypertension in Turkey,
PatenT), verilerine gore lilkemizde erigkin yas grubunda HT prevalans: %31.8 olarak
bildirilmistir. Ayrica, HT 11 hastalarin sadece %40.7’sinin hastaliklarinin farkinda oldugu
tespit edilmis, %31.1°inin antihipertansif tedavi aldig1 ve tedavi alanlarin sadece
%20.7’sinin KB degerlerinin kontrol altinda oldugu ifade edilmistir (5).

18 ile 65 yas araginda olup sistolik KB’si 140 mmHg {izerindeki hipertansif
hastalar i¢in uygun yasam tarzi degisiklikleri ve/veya farmakolojik tedavi yontemlerine
baslanmasi onerilmektedir (2, 6-8). 65 ile 80 yas arasindaki yasl hastalarda, farmakolojik
tedavi evre 1 HT degerlerinde baslanmasi gerektigi belirtilmistir (140-159 mmHg). 80
yasin lizerindeki hastalarda ise sistolik KB>160 mmHg oldugunda kombine
antihipertansif ila¢ tedavisi ve yasam tarzi degisiklikleri Onerilmistir. Tim bu yas

kategorilerinde tedavi i¢in diyastolik KB esigi >90 mmHg'dir. Farkli yillarda farkl
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organizasyonlarca yayimlanmis rehberlerdeki tanimsal farkliliklara ragmen; Avrupa ve
Amerikan kilavuzlar1 HT’de farmakolojik tedavinin baslangict i¢in ayni esikleri
onermektedir (2, 6-9). HT tedavisindeki giincel yaklasimlarin yaninda patogenezinin
arastiritlmasi ve HT ile iliskili komplikasyonlarin daha etkili, maliyet etkin yonetiminin
saglanabilmesi i¢in deneysel ¢alismalar devam etmektedir.

Giincel HT rehberlerinde; tuz kisitlamasi, alkol tiiketiminin azaltilmasi, sebze ve
meyve tiiketimi, kilo kaybi, ideal viicut agirliginin korunmasi ve diizenli fiziksel
aktiviteden olusan yasam tarzi degisikliklerinin baslangictaki KB seviyelerinden
bagimsiz olarak tiim hipertansif hastalara Onerilmesi gerektigi iizerinde durulmustur.
Antihipertansif ilag tedavisinin, evre 2 veya 3 HT’li hastalarin tahmini kardiyovaskiiler
risk skorundan bagimsiz, hemen baglanmasi Onerilmektedir. Hedeflenen KB hedefine
evre 2 ve 3 HT lerde 3 ay i¢inde ve evre 1 HT’li hastalarda 3-6 ay icinde ulasilmasinin
hedeflenmesi belirtilmistir (9, 10).

Amerikan Kalp Cemiyeti (ACC) ile Amerikan Hipertansiyon Cemiyeti (AHA)
(11) ve Avrupa Kardiyoloji Toplulugu (ESC) ile Avrupa Hipertansiyon Toplulugu’nun
(ESH) (9) 2018 yilinda yayimladiklart HT rehberlerinde, onceki rehberlerdeki gibi HT
tedavisinde KB ve kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite iizerinde etkili olmalar
nedeniyle ilk basamakta kullanilabilecek bes ana ila¢ grubu onermektedir. Bunlar;
anjiyotensin donistiirlicii enzim (ACE) inhibitorleri, anjiyotensin reseptdr blokerleri
(ARB), beta blokerler, kalsiyum kanal blokerleri (KKB) ve diiiretikler (tiyazidler ve
klortalidon ve indapamid gibi tiyazid benzeri diiretikler)’dir. Ayrica HT patogenezinin
arastirilmasi ve HT ile iligkili komplikasyonlarin daha etkili, maliyet etkin yonetiminin
saglanabilmesi igin yeni terap6tik yaklagimlar ile ilgili ¢aligmalar devam etmektedir (12).

HT dahil olmak {izere bir¢ok hastaliga ait yeni patofizyolojik yolaklarin
tanimlanmasi ile birlikte muhtemel yeni tedavi hedeflerinin belirlenebilmesi ve yeni
farmakolojik tedavilerin uygulanabilmesi i¢in deney hayvani ¢alismalarinin yapilmasi
ithtiyactan 6te zorunluluk halini almistir. Calismamizin konusu olmasi itibariyle HT
patogenezinin klinik uyumlulugu, kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin dnlenmesi ve
yeni tedavi segeneklerinin gelistirilebilmesi i¢in Anjiyotensin II (Ang II) ile indiiklenmis
deneysel HT modeli tercih edilmistir.

Ang II ile indiiklenmis deneysel HT modeli, Ang II Tip 1 reseptoriin dogrudan
aktivasyonuyla vazokonstriksiyon, endotel hasar1 ve enflamasyonun tetiklenmesi esasina

dayanir (13). Bu deney modeli 0Ozellikle farelerde ve rodent tiirlerinde sikga



kullanilmaktadir. Ozellikle ratlarda, diger deney hayvanlarina kiyasla Ang II uygulamasi
sonucu daha belirgin ug¢ organ ve endotel hasari gelistigi gdzlenmistir. Ayrica ratlarda KB
Olctimiiniin gerek kuyruktan yapilabilmesi gerekse telemetrik Ol¢limler i¢in cerrahi
miidahalenin farelere gore daha kolay olmasi da 6nemli bir avantaj olarak kabul edilebilir
(12). Bobrek hasari ve tuza duyarliligin ekarte edilerek HT patogenezinin arastirilmasinda
ise C57BL/6 fareleri hem tuza duyarli olmadiklarindan hem de yapilan ¢alismalarda
bobrek hasarina karsi daha direncli olduklari tespit edildiginden tercih edilebilir. Bir diger
fare tiirii olan 129SVE fareleri ise tuza duyarli, bobrek hasarina daha duyarhidir ve
C57BL/6 farelere gore benzer dozdaki Ang Il infiizyon siirelerine daha yiiksek KB cevabi
olusturduklart bildirilmistir (14). Bu nedenle, uzun vadeli Ang II inflizyonu kullanan
deneylerin tasariminda tiir ve sus se¢imleri anahtar hususlardir.

HT’nin kronik bir hastalik olmasindan dolay1 deneyde kullanilacak uzun siireli
Ang II inflizyonunun birgok avantaji bulunmaktadir. Birincisi, esansiyel HT
patogenezinde dnemli bir yere sahip olan Ang II reseptdr tiplerinin fizyolojik ve patolojik
etkilerinin arastirilabilmesi ve yeni yaklasimlar kazandirabilme potansiyeli agisindan ¢ok
onemlidir. Ikincisi, Ang II infiizyonu ile diger farmakolojik yontemlerle olusturulan
deneysel HT modellerindeki patofizyolojik ve hemodinamik farkliliklarin tespit edilmesi
ve bunun renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS) aktivasyonu ile iliskili
kardiyovaskiiler ve diger sistemler {izerindeki etkilerinin incelenmesine imkan
saglamasidir. Ayrica, yakin gegmiste FDA tarafindan azalmis TPD’nin hayati organ
hipoperfiizyonlarinin eslik ettigi hipotansif soktaki hastalarda Ang II inflizyonu ile
KB’nin artirilmasina onay verilmistir (15). Bu modelin bir diger avantaji, farkli deney
hayvanlarinda uygulanabilir ve deney protokoliiniin revize edilebilme kolayligidir.
Ozetle, uzun siireli Ang II infiizyonunun, tiim kardiyovaskiiler mekanizmalar ile
dogrudan iligkili olmasimin yaninda santral sempatik aktivasyon, sistemik ve renal
vazokonstriksiyon ve elektrolit dengesi iizerindeki etkilerinin arastirilmasina imkan
saglamasi ve bu baglamda yeni terapdtik yaklasimlara acik olmasi bu deney modelini 6n
plana ¢ikarmaktadir.

Son ¢eyrek yiizyilda RAAS’in fizyopatolojisi 6nemli derecede aydinlanmaya
baslamistir. Temel ve klinik arastirmalar bu sistemin igerisinde renin, Ang II, ACE ve
Ang 11 reseptorlerinden baska dnemli diger bilesiklerin de bulundugunu gdstermistir. /n
vitro ve in vivo yapilan bir¢ok c¢alismada RAAS’de Ang (1-7) komponentleri olarak

bilinen alamandin (ALA) ve AVE0991’in kardiyovaskiiler sistem iizerinde yararli etkileri



gosterilmistir. Nonpeptit yapidaki Mas reseptor agonisti AVE0991’in etkilerinin daha net
anlasilabilmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine ilag gelistirmeye calisan
arastirmacilar i¢in 6nemli bir basamak olarak goriilmektedir. Bunun yaninda kisa
yarilanma siiresi ve kendine 6zgii Mas reseptor iliskili G-protein bagl reseptér membran
D (MrgD) tizerinden etkisini gosteren ALA’nin kardiyak fibrozis ve kalp yetmezligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarda antienflamatuvar ve antifibrotik etki gosterdigi
bildirilmistir. Bu agidan, ¢alismamizdan elde edilen sonuglar, Ang-(1-7)-Mas-MrgD
yolagi lizerinde etkisini gosteren bu ilaglar ve bunlarin kombinasyonunun gerek evre 2
HT gerekse hipertansif kriz yonetimi agisindan degerlendirilmesini saglayacak ve
ilaclarin etki mekanizmalarina yonelik yeni bilimsel ¢aligmalara zemin hazirlayacaktir.

Calismamizi1 6zgiin kilan bir diger 6zellik ise, antihipertansif ve kardiyoprotektif
Ozellikleri arastirilan ALA ve AVE0991’in ACE-2, siklofilin-A (CYP-A), lizil oksidaz
(LOX), monosit kemo-gekici protein-1 (MCP-1), matriks metaloproteaz (MMP)-2,
MMP-9 ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (NOX)-4 belirtecleri
tizerindeki potansiyel etkililiklerinin gosterilerek ilgili yolaklarin tanimlanmasidir. S6z
konusu belirtegler ile ilgili genel bilgiler ve basta kardiyovaskiiler hastaliklar olmak tizere
deneysel HT calismalarindaki verileri asagida 6zetlenmistir:

ACE-2, c¢ogunlukla akciger, bobrek, damar ve kalp dokularinda bulunan,
sentezlenen ve membrana yerlesimli bir glikoproteindir (16). Yapica ACE’ye olduk¢a
benzese de aktivitesi, klinik pratikte de sik¢a kullanilan ACE inhibitorleri tarafindan
antagonize edilemez. ACE-2’nin temel substrati Ang I ve II’dir ancak bradikinin, Apelin-
13 ve Apelin-36’y1 da dontistiirebilmektedir (13). Ayrica, ACE-2’nin anjiyotensinaz
aktivitesinden bagimsiz olarak integrin fonksiyonunun oldugu da bildirilmistir (17).
ACE-2’nin aterosklerozdan kalp yetmezligine kadar birgok farkli kardiyovaskiiler
patolojide rol aldig1 bilinmektedir (18). Substrati olan Ang II’nin dnceki boliimlerde de
belirtildigi tizere bir¢cok kardiyovaskiiler patolojiye sebep oldugunun bilinmesinin
yaninda ACE-2"nin Ang II’den doniistiirdiigii Ang 1-7 nin antioksidan, antienflamatuvar,
kardiyak ve vaskiiler koruyucu etkilerinin oldugu bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir (19-22).
Cassis ve arkadaglarinin, ApoE knock-out farelerde, ACE-2 eksikliginin, Ang II
infiizyonunu takiben gézlemlenen aterosklerotik plak birikimini yaklasik 2 kat artirdigi
tespit edilmis ve bunun plak olusumuna ait patofizyolojideki ilk basamak olan
proenflamatuvar cevap ile iliskilendirilen 16kosit adezyonundaki artis ile iliskili oldugu

distintilmiistiir (23). Klinik pratikte kullanilan ARB ve ACE inhibitérlerinin kismen de
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olsa Ang Il'yi veya etkilerini azaltma kabiliyetlerinin yaninda dolagimdaki Ang 1-7
seviyelerini yiikselttigi bildirilmistir (24). Dahasi, L-NG-nitro arginin metil ester (L-
NAME) verilen spontan hipertansif ratlara (SHR) Mas reseptor antagonisti A779
verildiginde kaptopril’in kardiyovaskiiler koruyucu etkilerinin azaldig1 gdosterilmistir
(25). Ang 1-7'nin ana kaynaginin ACE-2 oldugu g6z 6niine alindiginda, bu veriler ACE-
2'nin sonug olarak sadece HT gelisimini degil, ayn1 zamanda potansiyel olarak tedavisine
cevabi da etkiledigini diisiindiirmektedir. Ayrica, literatlir arastirma sonuglarimiza gore
ALA ve AVE0991 tedavilerinin ACE-2 diizeyleri tizerine etkilerinin ¢alisilmamis olmasi,
calismamizda ACE-2 diizeylerinin arastiritlmasinin temelini olusturmustur.

CYP-A, reaktif oksijen tiirlerine (ROT) cevap olarak vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden salgilanan 20 kD'lik bir saperon proteinidir (26). Endotel hiicre
apopitozunu ve lokosit adezyon molekiillerinin hem hiicre i¢i hem de hiicre dist
ekspresyonunu artirarak enflamasyona sebep oldugu ve ateroskleroz, kardiyak fibrozis
gibi birgok kardiyovaskiiler hastaligin patofizyolojisinde rol oynadigi bildirilmistir (27).
CYP-A, ayrica T helper hiicrelerin uyarilmasinda (28), MMP aktivasyonunun
upregiilasyonunda (29) ve vaskiiler proenflamatuvar sinyallerin transdiiksiyonunun
artirilmasinda ve makrofajlarin in vitro ve in vivo etkililiklerinde 6nemli bir rol oynar.
CYP-A, Ang-II ile indiiklenen ROT iiretimi ve arteriyel vaskiiler diiz kas hiicrelerine
enflamatuvar hiicre cevabini artirdign gosterilmistir (30). Nigro ve arkadaslari,
ekstraseliiler CYP-A'nin endotelyal hiicrelerde adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve
hiicre dis1 proliferasyonunu artirdigini  gostermistir (27). Sonug olarak CYP-A’nin
enflamatuvar hiicre migrasyonu ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunda
onemli bir rol oynadigi bildirilmis ve in vivo hipertansif vaskiiler hastaliklarda rol
alabilecegi ifade edilmistir (29).

LOX, kolajen ve elastinin ¢apraz baglanmasini katalize ederek vaskiiler yapiy1
diizenleyen bakir bagimli bir amin oksidazdir. LOX, lizin ve hidroksilizin rezidiilerini
reaktif semialdehitlere oksidatif olarak deamine eder (31). Reaktif semialdehitler, daha
sonra kovalent ¢apraz baglar olusturarak vaskiiler yapinin sekillenmesine neden olur (32).
LOX ekspresyonu HT etyopatogenezinde 6nemli bir role sahip olan vaskiiler diiz kas ve
endotel fonksiyonlar1 ile dogrudan iliskilidir. LOX geni silinmis farelerin vaskiiler
yapilart ve solunum sistemlerinin tam olarak gelisemedigi gosterilmistir (31). Ayrica,
LOX'un uzun siireli sistemik inhibisyonunun damar biitiinliigiinii azalttig1 ve anevrizma

gelisimine yol a¢tig1 bildirilmistir (33, 34).



MCP-1, monositlerin/makrofajlarin gogiinii ve infiltrasyonunu diizenleyen 6nemli
kemokinlerden biridir. Giiglii bir kemokin olan MCP-1, hemodinamiye ve hiimoral
uyaranlara (Ang Il ve endotelin-1 gibi) cevap olarak vaskiiler, kardiyak ve bobrek
hiicreleri tarafindan sentezlenir ve salinir. Birgok ¢alismada MCP-1, kardiyovaskiiler
hastaliklar ile iliskilendirmistir. Aterosklerozu incelemek igin yapilan bir ¢alismada,
MCP-1 geni silinmis farelerde arteriyel lipid birikiminde 6nemli bir azalma oldugu
gosterilmistir (35). Yeni bulgular, artmis MCP-1 ekspresyonunun, Ang Il ile indiiklenmis
hipertansif kalp hastaliginda hedef organ hasar1 arasinda 6nemli bir arac1 olabilecegini de
diistindiirmektedir (36).

MMP’ler, i¢ peptit baglarinin ayrismasiyla ekstraseliiler matriks (ECM) protein
yikimina katilan endopeptidazlardir. Her MMP, kolajenaz, jelatinaz ve stromelizin gibi
spesifik bir substrat hedefine sahiptir. MMP-2 ve MMP-9, endotelyal hiicreler, perisitler
ve podositler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar, monosit tiirevli makrofajlar ve lokal
makrofajlar da dahil olmak tizere gesitli hiicre tipleri tarafindan salgilanir (37). Tip IV
kollajen yikimimin vaskiiler proliferasyon, anjiyogenez, enflamasyon ve aterosklerotik
plak riiptiiriinde rol oynadigi gosterilmistir (38). MMP-2, hiicre yiizeyi tizerinde yapisal
olarak eksprese edilirken MMP-9, farkli hiicre tiplerine ait graniillerde depolanir ve
egzojen uyaranlarla salinimi artabilmektedir (39). Hipertansif hastalarda, aort sertligi ile
yiiksek serum MMP-9 seviyeleri arasinda 6nemli bir korelasyon saptanmigtir (40). MMP-
9 aktivitesindeki artisin, kollajen yikimi ve arteriyel disfonksiyona sebep olarak HT
patofizyolojisinde rol aldigi disiliniilmektedir. Kontrol altinda tutulan HT’de fibril
kollajen ve MMP-9 aktivitesinin korele oldugu saptanmistir (40). Artan arteriyel KB ve
vaskiiler remodeling kalbin asir1 yiikklenmesine neden olur. Bu kosullar altinda hem
vaskiiler hem de kardiyak dokularda remodeling ve proliferasyon siddetlenir. MMP-9
aktivitesi yiiksek basingli arterlerde normal basing altindaki damarlara gore artmaktadir
(41). HT de asir1 yiiklenmeye cevap olarak gelisen kardiyak hipertrofi, atriyal fibrilasyon,
diyastolik ve sistolik kalp yetmezligi i¢in bir risk faktoriidiir (42). Kardiyak hipertrofi,
artan MMP-9 aktivitesi ile iliskilendirilmistir. Li ve arkadaslari, SHR’lerde
kompansatuvar hipertrofi varliginda MMP-9 serum diizeylerinde artis saptamistir (43).
ECM’de bozulma, kompansatuvar siirecten sonra klinik olarak belirgin kalp yetmezligine
gecis asamasinda arttig1 ve bunun artmis MMP-9 aktivitesi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(43).



NOX’lar, vaskiiler dokulardaki baslica oksidatif stres kaynaklarindan biridir.
Farkli izoformlari, ayr1 ayr1 veya birlikte farkli islevlere sahiptir. Vaskiiler diiz kas
hiicreleri NOX-1, NOX-4 ve NOX-5 igeren enzimleri eksprese ederken, endotel hiicreleri
ek olarak NOX-2 proteinini eksprese eder (44-47). NOX-1'in diyabetik endotel
disfonksiyonunda ve aterojenik osilatér kayma stresine endotelyal hiicre cevabinda rol
oynadig1 gosterilmistir. NOX-2, Ang Il ile indiiklenen serebral endotel disfonksiyonunda
rol aldig1r gosterilmistir. Bunun yaninda, NOX-4’iin kardiyak iskemi-reperfiizyon
hasarinda ve HT gelisiminde kritik bir rol oynadigi bildirilmistir. Bununla birlikte, NOX-
1, NOX-2 ve NOX-4’iin farkli deneysel HT modellerinde patogenezde rol aldigi
gosterilmistir (48-50). Bu nedenle ¢alismamizda, NOX izoformlarindan NOX-4’lin Ang
IT ile indiiklenmis HT deney modelindeki degisimi ve ALA ve AVE(0991 uygulamasinin
kalp ve aort dokularindaki NOX-4 diizeyleri iizerine etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmektedir.

Kontrol altinda tutulamayan HT’nin, kalp yetmezligi, koroner kalp hastaligi,
hemorajik inme, akut bobrek hasar1 ve aort diseksiyonu gibi bir¢ok klinik patolojiye
sebep oldugu bilinmektedir. Calisma kapsaminda literatiir ile uyumlu olarak 4 hafta
boyunca 80 ng/kg/dk inflizyon hizinda Ang II uygulanarak in vivo evre 2 HT modeli
olusturulmasi amacglanmistir. Calismada kullanilan ilaglar -deneysel ¢aligmalar1 devam
etmektedir- Ang 1-7 ve Ang A’nin substrati oldugu MrgD agonisti ALA ve Mas reseptor
agonisti AVE0991°dir. Caligmamizda bu iki ilacin ayr1 ayr1 ve kombine kullanimlari
sonucu sistolik KB iizerindeki etkilerinin yaninda HT etyopatogenezinde yer alan
vaskiiler kasilma-gevseme cevaplari, vaskiiler proliferasyonu, kardiyak yeniden
sekillenme, enflamasyon ve oksidatif stres yolaklar: lizerindeki etkilerinin aragtirilmasi

amagclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dolasim Sistemi

Dolasim sisteminin temel iglevi, tiim viicut hiicrelerine oksijen, besin ve diger
maddeleri  iletmenin  yaninda  hiicresel = metabolizmanin  son  {riinlerinin
uzaklastirilmasidir. Bu islevler, kan1 damarlar araciligi ile tiim viicuda ulastiran kalp ile
gerceklestirilir (51).

Kalp, sag ventrikiil aracilig1 ile akcigerlere, sol ventrikiil araciligi ile viicudun
diger tiim bolgelerine kan akigini saglar. Bunlar, sirasiyla pulmoner dolagim ve sistemik
dolasim olarak adlandirilir.

Basta aort olmak iizere arterler kan akisinin kalpten viicudun tiim bdlgelerine
tasinmasinda gorev alir. Ardindan, bir¢ok dal verip nihayetinde ince bir kilcal ag orgiisii
haline gelirler. Venler ise kan akisini viicudun her yerindeki kilcal damarlardan kalbe geri
dontisiinii saglar. Plazma, kilcal damarlarin duvarlarindan gecerek interstisyel bosluga

geger ve son olarak lenfatik sistemin de katkisiyla sag kalbe geri doner (52).
2.1.1.Kalp

Kalp, diyafram iist komsulugunda ve akcigerler arasinda yer almaktadir. Iki
atriyum ve iki ventrikiil olmak tizere dort anatomik boliimden olusur. Atriyumlar,
ventrikiillere gére hem boyut olarak daha kii¢lik hem de daha ince duvarlara sahiptir. Her
bir anatomik boliimiin miyokard kalinligi, kan1 pompalamak i¢in iistesinden gelmesi
gereken basing ve direng miktari ile dogrudan iliskilidir. Bu durumla iligkili olarak her iki
atriyum ventrikiillere bosaltilan kan igin ge¢is birimleri olduklarindan ince duvarlara
sahiptir. Fizyolojik olarak, atriyumdan ventrikiile geciste karsilasilan cok az direng vardir.
Ancak ventrikiiler miyokard, pulmoner veya sistemik damarlardaki basinglara karsi
pompalama yapacak kadar giiclii olmasi1 gerektiginden sol ventrikiil miyokardiyumu, sag
ventrikiil ile karsilagtirildiginda birkag kat daha kalindir (53).

Kalp duvarinda; perikardiyum, miyokardiyum ve endokardiyum olmak iizere ii¢
katman bulunmaktadir. Perikard, kalbi ¢cevreleyen, fiziksel hareketlere bagli yer¢ekimsel
etkilenmelerden ve kalbi cevre dokulardan bulasabilecek muhtemel enfeksiyoz

patojenlere karsi koruyan membrandz bir kese olarak kabul edilmektedir.



Kalp duvarinin en kalin tabakasi olan miyokard, kalp kasindan olusur ve kalbin
fibroz iskeleti ile baglantilidir. Miyokardiyal hiicreler, kanin kalpten pulmoner ve
sistemik dolagima aktarilabilmesi i¢in gereken kasilma giiciinii saglar. Miyokardiyumun

i¢ tarafinda endokardiyum, bag dokusu ve skuamoz hiicreler bulunur (54).
2.1.2.Aort

Sol ventrikiiliin pompaladigi kan, aort ve dallar1 ile viicuda dagilir. Arterler, kan
ve dokular arasinda besin aligveriginin gerceklestigi kilcal damarlara dallanan kiiciik
arteriyollere dallanir. Kilcal damarlardan gelen kan, daha biiyiik damarlar1 olusturmak
icin birlesen kiigiik ventillere girer ve sonrasinda bu vendz kan akcigerlere gitmek iizere
sag kalbe geri doner (52).

Genel olarak kan damarlar1 histolojik olarak tunika intima (en igteki), tunika media
(orta) ve tunika eksterna veya adventisya (en dis) olmak lizere {i¢ katmandan olusur.
Damar duvarlarinin kalinligi, bu ti¢ katmandan birinin veya daha fazlasinin etkilenmesine
bagh olarak degisir. Ozellikle tunika media ve intima kalinligindaki artisin vaskiiler
patolojiler ile iliskili oldugu bildirilmistir (55).

Aort, elastik bag dokusu, lifli bag dokusu ve diiz kastan olusur. HT basta olmak
lizere bir¢ok hastalikta vaskiiler kompliyans (uyum) olumsuz etkilenir. Bu durum, kalpten
kan pompalanirken aortun gerilme/esneme Ozellikleri ile iliskilidir ve KB’nin
regililasyonunda onemli bir yere sahiptir (56).

Damar endotelinde yer alan endotel hiicreleri, vazodilatorler, vazokonstriktorler,
antikoagiilanlar ve biiylime faktorleri dahil olmak iizere bir dizi temel kimyasal iiretirler.
Buradan anlagilacagi lizere, damar endoteli, sentezledigi ve saliminda rol aldig1 vazoaktif

kimyasallar ile sadece KB degil bircok fizyolojik ve patolojik durumda aktif rol alir (57).
2.2. Hipertansiyon

Karaciger, bobrek ve beyin basta olmak iizere merkez ve u¢ organlarin perfiizyonu
icin arteriyel KB’nin belli diizeylerde korunmasi gereklidir. Genel olarak, arteriyel KB
asagidaki denklemle belirlenir:

Kan basinct (KB) = Kardiyak output x Sistemik vaskiiler direng

KB, farkli kosullarda, organ perflizyonunu devam ettirebilebilmesi i¢in bir¢ok
fizyolojik ve patolojik cevaptan etkilenir. KB’yi belirleyen en 6nemli faktorler, sempatik

sinir sistemi, RAAS ve c¢ogunlukla bobrekler tarafindan diizenlenen plazma hacmidir
(58).



Yetigkinlerde yiiksek KB’nin Onlenmesi, saptanmasi, degerlendirilmesi ve
yonetimine dair standartlarin yayimlandigr 2017 ACC/AHA (11) ve 2018 ESC/ESH (9)
yonergelerinde HT, giiniimiizde en sik goriilen kronik hastalik oldugu ifade edilmis ve
onemli derecede erken morbidite ve mortaliteye sebep oldugu bilinmektedir. Koroner
arter hastaligi (KAH), serebrovaskiiler hastalik (SVH), kalp yetmezligi (KY), kronik
bobrek hastaligi (KBY) ve demans i¢in birincil risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Ayrica, Global Burden of Disease ¢alisma grubunun 1990-2017 yillar1 arasini inceleyen
raporuna gore yliksek KB’nin, kiiresel anlamda 6nde gelen morbidite nedeni oldugu ve
yilda yaklagik 10.4 milyon insanin oliimii ile iligkili oldugu ifade edilmistir. Aym
caligmada, kiiresel anlamda 2010 yilinda yaklasik 1.39 milyar insanin HT’den muzdarip
oldugu bildirilmistir (59).

2.2.1. Tanim

2018 ESC/ESH yonergeleri, HT tanimini1 >140/90 mmHg olarak tanimlamis ancak
130-139/85-89 mmHg araligindaki KB’yi ise yiiksek normal KB olarak tanimlamislardir
(9). Aksine 2017 ACC/AHA rehberi (11), 120-129/<80 mmHg KB seviyeleri i¢in
"yiiksek KB" olarak kabul ederken ESC/ESH rehberi (9) bu kategoriyi "normal KB"
olarak tanimlamaktadir. HT tanimi1 i¢in Amerikan kilavuzunda sinir deger olarak >130/80
mmHg kabul edilirken Avrupa kilavuzunda >140/90 mmHg aralig1r kabul edilmistir
(Tablo 2.1). Bununla birlikte, her iki rehber de KAH, KBY, diyabet ve SVH gibi eslik
eden hastaliga sahip HT’li hastalar i¢in benzer KB hedeflerini (<130/80 mm Hg)
paylagsmaktadir (11, 60).

Tablo 2.1. ESC/ESH ve ACA/AHA giincel hipertansiyon kilavuzlarinin kan basinci esik

degerleri.
ESC/ESH (2018) ACC/AHA (2017)

Hipertansiyon Tanim
>140/90 >130/80

(mmHg)
Ideal: <120/80

Normal Kan Basinci Normal: <120/80
Normal: 120-129/80-84

(mmHg) Yiiksek: 120-129/<80
Yiiksek normal: 130-139/85-89

) ] | Evre 1: 140-159/90-99

Hipertansiyon Evreleri Evre 1: 130-139/80-89
Evre 2: 160-179/100-109

(mmHg) Evre 2: >140/90
Evre 3: >180/110
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2.2.2.Alt Tipleri
Hipertansiyon alt tipleri asagida 6zetlenmistir.
e Esansiyel Hipertansiyon

HT’li bireylerin ¢ogunda, yiiksek KB’nin kesin nedeni belirlenememektedir (61).
Esansiyel (birincil) HT’ye, sempatik sinir sistemi aktivasyonu, RAAS, natriiiretik
peptitler, enflamasyon, endotelyal disfonksiyon, obezite ile iligkili hormonlar ve insiilin
direnci dahil olmak iizere ¢oklu patofizyolojik mekanizmalar aracilik eder (62-64).
Bunun yaninda bu alt tip i¢in sigara, alkol tiiketimi, stres, ileri yas, obezite, yetersiz
egzersiz, ylksek NaCl tiiketimi ve diyette diisiik potasyum aliminin risk faktorii oldugu

kabul edilmektedir (11, 58, 65) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Esansiyel hipertansiyonda sorumlu yolaklar ve risk faktorleri.

Sorumlu Yolaklar Risk Faktorleri
Diyet ile Ca*?, K* ve Mg*? aliminda azalma Genetik
Diyette Na* aliminin artmasi Alkol tiiketimi
Endotelyal disfonksiyon Yas
Insiilin direnci Stres
Natriiiretik hormonlarin disfonksiyonu Cinsiyet
RAAS sisteminin aktivasyonu Yetersiz egzersiz
Renal glomertiler ve tiibiiler enflamasyon Obezite
Sempatik sinir sisteminin aktivasyonu Sigara

Esansiyel HT nin tanimlanmasi, gelisimi ve/veya uzak organ hasarinin 6nceden
tahmin edilebilmesi i¢in plazma renin-Na* profili, vazokonstriktor inhibe edici faktor,
simetrik dimetil arjinin, adrenomedullin, sistatin-C gibi bir¢ok biyobelirte¢ tizerinde
aragtirmalar yapilsa da plazma verilerinden heniiz istenen degerlere ulagilamamistir (66-
70). Ayrica, mevecut farmakolojik tedavilerin esansiyel HT tedavisinde biiyiik olgiide
ampirik kaldigr géz oniine alindiginda hastalik siddetini azaltmada ve/veya hastaligi
ortadan kaldirmaya yo6nelik yeni farmakolojik yaklagimlarin gelistirilmesi halen 6nemini

korumaktadir (71).
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e Sekonder Hipertansiyon

Sekonder HT, genellikle KB’nin artisina sebep olan bir hastalik veya total
periferik vaskiiler direnci (TPD) veya kalp debisini artiran ilaglardan kaynaklanir (72).
Ornegin; renal, endokrin, kardiyovaskiiler veya norojenik sistem kaynakli HT’nin
yaninda ilaglarin veya toksik maddelerin sebep oldugu HT de sekonder HT nin baslica
ilgili sebepleri arasinda yer alir (73-78).

Sekonder HT’nin genetik nedenlerinin genellikle tek gen bozukluklarindan
kaynaklandigi bildirilmistir (79). Bunlar nadir ancak 6nemli sekonder HT nedenleridir
clinkii genetik taninin belirlenmesiyle ilgili hastaliga bagli spesifik patofizyoloji goz
onilinde tutularak uygun farmakolojik tedavi se¢imi yapilabilir (72, 80). Bu genetik
bozukluklarin ortak 6zellikleri, cocuklarda, ergenlerde veya geng eriskinlerde genellikle
HT ile ortaya ¢ikmasinin yaninda ¢ogu monogenik bozuklugun, sodyumun renal tiibiiler
yeniden emilimini artirarak HT’yi tetiklemesidir. Bu nedenle, genellikle daha geng
hastalar ve 6zellikle antihipertansif ilaglarla tedavi edilenler, baskilanmis bir plazma renin
konsantrasyonu veya plazma renin aktivitesi ile iliskilendirilmislerdir (9, 81).

KB’nin regiilasyonu ile iligkili sistemlerde kalic1 yapisal degisiklikler meydana

gelmeden Once neden belirlenir ve ortadan kaldirilirsa, KB ¢ogunlukla normale doner.

¢ Direncli Hipertansiyon

2018 ESC/ESH kilavuzunda tedaviye direngli HT, Onerilen farmakolojik tedavi
stratejisi ile sistolik KB’nin <140 mmHg ve/veya diyastolik <90 mmHg degerlerine
diistiriilememesi olarak tanimlanir (9). Tedaviye direngli HT nin, tedavi edilen HT li
hastalarin yaklasik %10’unda gozlendigi bildirilmistir. Direngli HT si olan hastalar, HT
ile iliskili uzak organ hasari, kronik bobrek yetmezligi ve erken donem kardiyovaskiiler

komplikasyonlar gibi bir¢ok patolojik durum agisindan daha yiiksek risk altindadir.

¢ Gebelik ile fligkili Hipertansiyon

Gebelik ile iligkili HT, gestasyonel HT’den preeklampsiye, HELLP
sendromundan ve eklampsiye kadar bir¢ok farkli patolojik durumu kapsar. Preeklampsi,
gebeliklerin yaklasik %7’sinde goriiliir ve kiiresel ¢apta anne ve fetiis morbidite ve
mortalitesinin ana nedeni olarak bilinmektedir (82). Gestasyonel HT benzer siklikta
goriilmesinin yaninda genellikle daha az komplikasyon ile sonuglanir (83). Bununla

birlikte, ¢ok yiiksek KB’ye yol agabilir ve/veya dogumdan sonra kronik HT olarak
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komplike hale gelebilir. Bu nedenle, bu kadinlarin dogum sirasinda ve sonrasinda yakin

bir takibe ihtiyaci vardir.
e Hipertansif Aciller

Siddetli HT ile iligskili acil durumlart simiflandirmak i¢in bir¢ok tanim
kullanilmistir (9). Hipertansif kriz, siddetli HT’nin (evre 3) HT ile iliskili akut organ
hasarmin saptandigi durumlardir ve bu durum, genellikle yasami tehdit eder ve kontrollii
olarak KB’yi diistirmek icin genellikle sistemik antihipertansif tedavi gerektirir.
Hipertansif aciller asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Malign HT, funduskopik degisiklikler (kanamalar ve/veya papilddem),
mikroanjiyopati, yaygin intravaskiiler pthtilasma ve ensefalopati ile ortaya ¢ikan ve
cogunlukla evre 3 HT ile karakterize (vakalarin yaklasik %15'inde) bir durumdur.
Siklikla, akut kalp yetmezligi ve/veya bobrek fonksiyonunda akut bozulma eslik eder.
"Malign" terimi, tedavi edilmemesi durumunda ¢ok kotii prognozu yansitir (84, 85).
KB’de acil bir diisiis gerektirmesi muhtemel diger klinik durumlarla iligkili siddetli HT si
olan hastaliklara 6rnek olarak akut aort diseksiyonu, akut miyokardiyal iskemi veya akut
kalp yetmezligi verilebilir (86).

Hipertansif atak ise acil servise bagvuran ve HT ile iliskili akut organ hasarina
iligkin kanit olmayan hastalarda yliksek KB’yi tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu

hastalarda KB’ nin diisiiriilmesi gerekse de genellikle hastaneye yatis gerekmemektedir

(9, 87).
2.2.3. Hipertansiyonun Komplikasyonlari

HT, basta kardiyovaskiiler olmak {izere bir¢ok hastaligin risk faktorleri arasindadir
(88). Ornegin, sol ventrikiil hipertrofisi, diisiik veya normal ejeksiyon fraksiyonlu kalp
yetmezligi, iskemik ve hemorajik inme, miyokardiyal enfarktiis gibi iskemik kalp
hastaliklari, kronik bobrek yetmezligi gibi bir¢ok patolojik olay HT varligiyla yakindan
iliskilidir (89-91).

2.2.4. Patofizyolojik Yolaklar

HT’nin patofizyolojisi olduk¢a karmasik ve c¢ok farkli mekanizmalar ile
iligkilendirilmistir (92-94). Tanimlanabilir tek bir neden olmamasinin yaninda normal
KB’nin korunmasinda yer alan fizyolojik mekanizmalardaki anormalliklerin HT

gelisiminde 6nemli rol aldig1 diisiintilebilir. HT, birbiriyle iliskili olan ve daha sonra kisir
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bir geribildirim dongiisii olusturan ¢ok sayida karmagik faktoriin agiga ¢ikan sonucudur

(Sekil 2.1).

RAAS Sodyum

11 Kardiyak <« .
kontraksiyon aktivasyonu tutulmas
T Sl
Asir sodyum S ik
alimy/ Sodyum empa
duyarhilig I ak;f;:)%nu
i i Biiyiime faktorii
- Hipertansiyon [y T
Sivi - T
tutulmasi -~ | Hiicre membran
P ® | degisiklikleri
Insiilin direnci
A\ b/
v
' Endotel
1t Kardiyak Periferal aktivasyon ve
output vazokonstriksiyon disfonksiyonu

Sekil 2.1. Hipertansiyon patofizyolojisi.

e Sempatik Sinir Sisteminin Aktivasyonu

Vazomotor merkezde, fiziksel, duygusal veya zihinsel stres varliginda ortaya
cikan sempatik cevapta arteriyel baroreseptorlerin deaktivasyonu sonucu sempatik sinir
sistemi aktivitesi artar ve periferal vazokonstriksiyona ve dolayisiyla artmig KB’ye yol
acar. Stres, artan sempatik tonusa kars1 artmis bir kardiyovaskiiler reaktivite ortaya ¢ikarir

ve uzun bir siire boyunca KB’nin yiiksek kalmasina yol agabilir (95, 96).
e Total Periferik Vaskiiler Direng

HT patogenezindeki en Onemli sebeplerden biri artan TPD’dir. HT nin ilk
asamalarinda, artan intravaskiiler voliim nedeniyle perfiizyon basincinda artis meydana
gelir. Periferik vazokonstriksiyon ile bu durum kompanse edilmeye ¢alisilir. Zamanla bu
periferik vazokonstriksiyonun kalic1 hale gelmesi, yiiksek KB’nin siirekliligine sebep
olur (97, 98). Otokrin ve parakrin faktorlerde oldugu gibi endotel fonksiyonundaki

degisiklikler de bu artmis vaskiiler tonusun siirekliliginde rol oynadigi bilinmektedir (99).
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e Bobrek Kaynakli Sodyum ve Tuz Tutulumu

Diyet ile asir1 sodyum alimi ve sodyum duyarlilifi, stvi hacmini ve 6n ytkii
artirarak HT ye neden olabilir. Bu durum, kalp debisi ve ayrica vaskiiler reaktivite ve
kontraktilitede artis ile sonuglanir (100). HT nin tuz tiiketiminin az oldugu toplumlarda
nadir goriilmesi diisiik tuzlu diyetin HT ye kars1 koruyabilecegini diisiindiirse de tuzlu
diyetin yaygin oldugu Bati diinyasinda, sadece ligte bir oraninda HT gelistigi gz oniine
alindiginda aradaki farkliligin sodyuma karsi degisken derecelerde duyarliliktan
kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (98). Duyarli kisilerdeki bobreklerin artan sodyum
yiikiinii atamamast ve bu nedenle, dolasimdaki sivi hacmini artiracagl ve dolayisiyla

HT’ye yol agabilecegi bildirilmistir (101).
e Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ROT’a bagli olarak kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktori
olarak kabul edilmektedir. Deneysel kanitlar, serbest oksijen radikallerinin HT’de 6nemli
bir rol oynadigin1 goéstermektedir (102, 103). Bunlar arasinda siiperoksit, hidrojen
peroksit ve peroksinitrit en ¢ok lizerinde calisilan maddelerdir. Bu serbest radikallerin
normal hiicre sinyalini ve homeostazi siirdiirmek i¢in dnemli islevleri olmasina ragmen
seviyeleri viicuttaki antioksidan mekanizmalar1 astiginda serbest oksijen radikalleri
hiicrelere ve dokulara zarar verebilmektedir (104, 105). Baz1t HT formlarinda, artmis
serbest oksijen radikalleri, esas olarak NOX’lardan ve CYP-A’dan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. NOX enzim ailesinin dort tiyesi olan NOX-1, NOX-2, NOX-4 ve NOX-

5, damar yapisinda 6nemli radikal kaynaklari olarak tanimlanmistir (106).
¢ Endotel Disfonksiyonu

HT, endotel aktivasyonu ve disfonksiyonu ile iliskilidir. Bu durum, yiiksek
KB’nin hem nedeni hem de sonucu olarak kabul edilebilir. Endotel, diyabet, sigara,
hiperlipidemi gibi bir¢ok nedenin yaninda yiiksek KB’nin siirekliligi ile de aktive olabilir.
Bu endotel aktivasyonu, daha sonra kendi iginde yiikselen KB’yi devam ettiren
degisikliklere neden olur (107). Bu aktive olmus ve sonrasinda hasar gérmiis endotelin
ana Ozelliklerinden biri nitrik oksit (NO) salimindaki diizensizliktir. NO veya ilk adiyla
endotelden salinan damar gevsetici faktor vaskiiler tonusu azaltmaya yardimci olur.
Endoteldeki hasar, azalmig NO iiretimine neden olarak endotel-iligkili vazodilatasyonun

azalmasina neden olarak yiliksek KB’ye bagli lokal ve sistemik hasarin olugsmasina katk1
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saglar (108). Bu fenomen, izole organ banyosunda damar gevseme cevaplari esas alinarak
da degerlendirilebilmektedir (109).

Oksidatif stres, ROT larin asir1 tiretimi ile endotel hasarina da neden olabilir (110).
Endotel disfonksiyonu da oksidatif stresi artirarak daha fazla endotel hasarmma ve
disfonksiyona yol agabilecek bir kisir dongii olusturabilmektedir. Oksidatif stresin, NO
iretimini azaltabilecegi ve KB’nin yiiksek degerlerde seyretmesine sebep olabilecegi
giincel birgok ¢alismada gosterilmistir (110, 111). Gerek klinik (112, 113) gerek deneysel
HT c¢alismalarinda (114, 115) endotelde meydana gelen bir diger degisiklik, giiglii
vazokonstriktdr etkilere sahip olan ve endotel tarafindan iiretilen molekiiller olan
endotelinlerdeki artistir. Ek olarak, endotelinlerin kardiyomiyositler iizerinde pozitif
inotropik ve pozitif kronotropik etkileri, basta damar olmak tizere birgok doku tizerindeki
proliferatif etkileri, hormon salimmin uyarmalari ve sempatik sistem aktivasyonunun
modiilasyonu gibi etkileri oldugu goéz Oniine alindiginda endotel hasarinin HT
patogenezindeki 6nemi daha iyi anlasilacaktir (116). Bunun yaninda, giiglii vazodilator
etkiye sahip olan bradikininler, yine endotel tarafindan tretilen ACE seviyelerindeki
artigla birlikte azalir (117). Kininlerin plazma konsantrasyonunun, KB’yi etkileyecek
kadar yiiksek olmadigi bildirilmigse de bir¢ok calismada parakrin etkileri ile HT
patofizyolojisinde rol aldiklar1 gosterilmistir. Prostasiklinler gibi diger endotel-kaynakl

vazodilator 6zellikli maddelerin de HT’de azaldig: bildirilmistir (118).
e Basin¢-Natriiirez Geri Bildirim Mekanizmasi

Basing natritirez, arteriyel KB’nin ylikselmesi durumunda bobreklerin daha fazla
tuz ve su salgiladigi durumu ifade eder (119). Bunun nedeni, artmis arteriyel KB’ nin
peritiibiiler kilcal damarlara iletilmesidir ve sonugta bobrek tiibiilleri ve glomertil igindeki
hidrostatik basincin artmasi ve dolayisiyla sodyum ve su geri emiliminin azalmasidir. Bu
durum, damar i¢i hacmin kapiler basinci azaltmasina ve geri dondiirmesine ve ardindan
negatif geri bildirim mekanizmasii onlemek i¢in arter basincinin normale dénmesine
neden olur. Daha yiiksek basinglara uyum saglamak icin bu geri bildirim mekanizmasinin
sifirlanmasi, bir asir1 yiik durumunda bobreklerin artan miktarda sodyum ve su
salgilamasina neden olur ve bu da damar i¢i hacmin artmasina ve dolayisiyla KB’de artiga
yol agabilir (98).

Bu geri bildirim mekanizmasina iligkin muhtemel yolaklar; siirekli artan emilime

bagli olarak kandaki sodyum artig1 ve desensitizasyon ile sonug¢lanmasi, degisen bobrek
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fonksiyonlari, endotel fonksiyonundaki degisiklikler ve genetik yatkinlik oldugu
distintilmektedir (120-122).

2.3. En Yaygin Deneysel Hipertansiyon Modelleri

HT patogenezine ait yeni yolaklarin kesfi ve yeni potansiyel tedavi hedeflerine
ulagmak i¢in zebra baligindan tavsanlara kopeklerden maymunlara kadar birgok hayvan
tiri deneysel caligmalarda kullanilmaktadir. Bu g¢alismalarda, HT nin olusturulmasi
genetik, farmakolojik veya cerrahi yontemler ile miimkiin olabilmektedir. Farmakolojik
yontemler arasinda Ozellikle Ang II, glukokortikoidler, isoproterenol veya
deoksikortikosteron asetat (DOCA) kullanilmaktadir (12). Kullanilan deney
hayvanlarimin agirlik miktarlarina gore yiiksek maliyete sahip olan bu ¢alismalar genetik
HT modelleri ile de bu agidan benzer 6zelliklere sahiptir. Diger yandan, HT nin cerrahi
olarak indiiksiyonu, cerrahi beceri gereksiniminin yaninda maliyet agisindan oldukga
uygun olmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Deneysel HT modelleri agagida

Ozetlenmistir:
2.3.1. Genetik olarak Tetiklenmis Rat Modelleri

Klinikteki farkli etyopatogeneze sahip HT tiirlerinin ¢coklugu, HT nin poligenik
ozelligi ile birlikte diislintildiigiinde tek bir genetik HT modeli olusturmak miimkiin
degildir. Bu nedenle, klinikte goriilen HT tiirii ve patofizyolojisine gére uygun deneysel
genetik olarak indiiklenmis HT modelini tercih etmek daha dogru bir yaklasim olacaktir
(123).

e Dahl’in Tuz Duyarhg

Dahl’in tuza duyarli ratlar1 (DSS), 20. ylizyilin ortalarinda farkl diizeylerdeki Na*
iceren diyetlerin, saf Sprague Dawley irki ratlardaki KB degerleri iizerine etkilerini
inceleyen Lewis Dahl tarafindan gelistirilmistir. Bu ratlarda yiiksek tuz igeren diyet ile
indiiklenmis HT nin tespit edilmesi ile elde edilen hipertansif ratlar kendi aralarinda
melezlestirilerek DSS HT modeli olusturulmustur. Bu genetik modelde, genellikle
HT’nin bobrek, damar sistemi ve tuza duyarlilifin arastirildigi calismalarda sikca

kullanilmaktadir (124).
e Spontan Hipertansif Rat

SHR tiirii, 1960'larda Okamoto ve arkadaslar tarafindan yiliksek KB’ye sahip

erkek ve disi Wistar-Kyoto ratlarin melezlestirilmesiyle elde edilmistir. Genetik
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yatkinlig1 olan hipertansif ratlarin Kyoto ve Yeni Zelanda suslari {izerine yapilan
calismalar, SHR'de, oOzellikle santral sinir sisteminindeki sempatik aktivasyonun
etkilerinin HT patogenezindeki etkilerinin arastirilmasina imkan saglamistir (125). Bu
genetik model, esansiyel HT nin bir rat modeli olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Bunun yaninda, inme egilimli SHR alt tiirleri de gelistirilmis ve inme, vaskiiler hasar,
otonomik regiilasyon, bobrek dokusu tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir¢cok ¢alisma

yapilmustir (126).
2.3.2. Girisimsel Hipertansiyon Modelleri

[k defa Goldblatt ve arkadaslar1 tarafindan 1930'larda (127) renal arterlerin klips
veya ligasyonu ile kan akiminin azaltilmasina bagl olarak olusturulan cerrahi HT modeli
ile baglamig ve HT arastirmalar i¢in yeni bir sayfa acilmistir. Bu ¢alisma ile baslayan
siiregte hem bobrek hem de bobrek arterlerinin HT patofizyolojisindeki karmasik rolii
aydinlatilmaya ¢alisilmistir (128). Ayn1 zamanda basta RAAS basta olmak iizere ¢esitli
farmakolojik yaklagimlarin gelistirilmesine de onemli katkida bulunmustur (129). Bu
caligmay1 takiben, subtotal nefrektomi, suprarenal veya infrarenal kan akiminin
azaltilmasi, bdbrek parankiminin kompresyonunu veya sinoaortik baroreseptor
denervasyonunu uyararak da HT nin cerrahi olarak indiiksiyonu ile farkli deney modelleri
olusturulmustur (12).

Renovaskiiler HT modellerinin ortak patogenezi, damar ve hedef organ hasaridir.
Bu durum, renal perfiizyon basincinin diigmesi, RAAS aktivasyonu sonucu olusan
vazokonstriksiyon ve sistemik Na* ve su tutulumu ile agiklanmigtir (130). Sistemik HT;
progresif endotel disfonksiyonu ve ug¢ organ hasarina neden olurken bobreklere kan
akisinin uzun siireli azalmas1 da doku iskemisine ve ardindan hipoksi ile tetiklenen
faktorler ve enflamasyonu aktive eden oksidatif stresin artisi ile sonuglanir ve vaskiiler

yeniden sekillenme, fibrozis ve bobrek fonksiyon kaybina neden olabilir (131).
2.3.3. Farmakolojik Yontemlerle Olusturulan Hipertansiyon Modelleri
e Anjiyotensin II ile indiiklenmis Hipertansiyon

1980'ler; ACE inhibitorlerinin kesfi, Ang II reseptorlerinin tanimlanmasi ve Ang
II analoglarinin ve blokerlerinin kesfi ve ilgili amino asitlerinin kimyasal yapilarinin
ortaya ¢ikarilmasi ile HT alanindaki bilimsel ¢aligmalar agisindan olduk¢a 6nemli bir
doniim noktasidir (132). RAAS, viicutta sodyum ve su homeostazinda olduk¢a dnemlidir

(133). Ang II ile indiikklenmis HT modeli, 6zellikle kemirgenlerde en yaygin olarak
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kullanilan deneysel HT modelleri arasindadir. Bu model, klinikk HT’nin hem
hemodinamik 6zelliklerinin yani sira vaskiiler endotel hasari, oksidatif stres, kardiyak ve
vaskiiler hipertrofi ve RAAS aktivasyonundan dolay1 sik tercih edilmektedir (12).
RAAS’mm esansiyel HT’deki rolii ve etkileri, deneysel calismalarda yaygin olarak
kullanilan Ang Il dozlar1 ile elde edilen yiiksek KB degerleri ile ve patofizyolojik yolaklar
incelendiginde 6zellikle Evre 2 ve 3 HT ile oldukg¢a benzerdir (134-136).

Ang II'nin vazokonstriktif etkisi, cogunlukla sistemik arteriyollerde gerceklesir.
Burada, Ang II, G proteinine bagl reseptorlere baglanir ve gii¢lii arteriolar
vazokonstriksiyon ile sonuglanan ikincil bir haberci kaskadi olusturur. Bu, TPD’yi
artirarak KB’de artis ile sonuclanir. Ang II, ayrica adrenal korteks, ozellikle zona
glomeruloza’dan aldosteron salimini uyarir. Aldosteron, nefronun distal tiibiil ve toplama
kanalinda sodyum geri emilimini ve potasyum atilimini artiran bir steroid hormondur.
Aldosteron, liimende yer alan Na* kanallarinin ve bazolateral Na-K ATPaz’1 uyararak
caligir. Net etki, sodyum reabsorpsiyon diizeyindeki artistir. Ang 1I'nin vazokonstriktif ve
sol ventrikiil kasilma miktarin1 artirarak yaptigi KB yiiksekligi hizli etkileri olarak
tanimlanirken aldosteronun etkilerinin baslamasi saatler veya giinler alabileceginden
yavag presor etki olarak ifade edilmektedir (137). Bunlarin disinda Ang II, arka
hipofizden antidiiiretik hormon (ADH) salimini uyarir. ADH veya vazopressin, toplayici
kanaldaki aquaporin kanallari tizerinden bobrekte suyun yeniden emilimini artirir (138).
Son olarak, Ang II, baroreseptor refleksinin duyarliligini azaltir. Bu, RAAS'In amacina
ters diisecek olan KB’deki bir artiga baroreseptor tepkisini azaltir (139).

Ciuceis ve arkadaglari, 220-225 g agirhgindaki erkek Sprague Dawley irki ratlara
120 ng/kg/dk hizinda 2 hafta boyunca Ang II infiizyonu ile deneysel HT modeli
olusturarak ve PPARa agonisti fenofibrat ve PPARy agonisti rosiglitazonun etkililigini
aragtirmiglardir. Ang II ile indiiklenmis HT grubunda ortalama KB 130 mmHg olarak
tespit edilmistir. Bunun yaninda Ang II ile indiiklenmis ratlarin damarlariin Kontrol
grubuna kiyaslandiginda asetilkoline (Ach) verdigi gevseme cevabinin anlamli olarak
azaldig1 saptanmistir (p<0.01). Benzer sekilde vaskiiler enflamasyon parametrelerinden
NF-kB ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1)’in de Ang II ile indiiklenen
HT grubunda belirgin sekilde etkilendigi gosterilmistir (140).

Hong ve arkadaslari, erkek Sprague Dawley irki ratlara ozmotik pompa ile 2 hafta
boyunca 80 ng/kg/dk inflizyon hizinda Ang II uygulamislardir. Kontrol grubuna
kiyaslandiginda Ang II inflizyonu alan grupta KB’deki artisin yaninda vaskiiler ve
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miyokardiyal enflamasyon ve kardiyak fibrozis gelistigi gosterilmistir. Bu durum
fibronektin, kollajen birikimi, makrofaj infiltrasyonu, MCP-1 ekspresyon artisi ve
ekokardiyografik analizlerle tespit edilmistir (141).

Dange ve arkadaslarinin ¢alismasinda benzer sekilde Sprague Dawley k1 erkek
ratlara 2 hafta boyunca 80 ng/kg/dk inflizyon hizinda Ang II uygulamasi sonucunda
miyokardiyal dokudaki tiimdr nekroz faktorii-o. (TNF-a), IL-1B, indiiklenebilir nitrik
oksit sentetaz (INOS) ve NF-«kB diizeylerinin istatistiksel olarak arttigi gosterilmistir
(142).

¢ Mineralokortikoid-Tuz Bagimh Hipertansiyon

Yaklasik 70 yil 6nce Hans Selye tarafindan (143) adrenal hormonlarin damar ve
bir¢cok dokuda graniilasyon dokusunun olusmasindaki rolii tanimlanmistir. Ancak, Brilla
ve Weber tarafindan 1992°de uygunsuz aldosteron-tuz HT modeli gelistirilebilmis ve
mineralokortikoidler iizerindeki c¢alismalar yayginlasmaya baslamistir  (144).
Mineralokortikoid ve diyet ile yiliksek tuz alimi kombinasyonunun, 6zellikle klinikte
diisiik renin diizeyleri ile seyreden HT ye benzerlik géstermesi bu deney modelinin en
onemli Ozelligidir (145). Sekonder HT sebeplerinden biri olan hiperaldosteronizmi
olmayan hastalarda bile, direngli HT gelismesi durumunda mineralokortikoid reseptor
blokajinin faydali olabilecegine dair ¢alismalar bu deney modeli ile ortaya ¢ikmustir (12).

Diyette yiiksek miktarlarda tuz alimina genellikle DOCA kombinasyonu,
mineralokortikoid-tuz HT modeli i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemdir.
Deoksikortikosteronun hem glikokortikoid hem de mineralokortikoid 6zelliklere sahip
olmasinin yaninda sodyum atilimini onlemesi bu deney modeli agisindan oldukca
onemlidir. Diger yandan, mineralokortikoidler aldosteronlara gére daha zayif etkili
olmalarina ragmen mineralokortikoid bagimli HT nin en yaygimn klinik formu olan

hiperaldosteronizm agisindan bu deney modelini 6nemli kilar (146).
e GFR-Bagimh Hipertansiyon

Bilateral nefrektomi yapilan kdpeklerde HT olusumu ilk olarak 1936'da Harrison
ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir (147). Bu calisma sonrasinda kronik bdbrek
yetmezligi ile HT prevalansi arasindaki iliski, GFR-bagimli (renoprival) modellerin
yayginlasmasina neden olmustur. Ornegin, terminal dénem bobrek yetmezligi olan
hastalarin biiyiik bir ¢ogunluguna HT eslik etmektedir. Bu nedenle kronik bdbrek

yetmezligine giden hastalardaki HT etyopatogenezinin arastirilmasi i¢in uygun bir deney
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modeli olarak kabul edilmektedir. Ek olarak, nefron sayisindaki ve islevselligindeki
azalmadan dolay1 Na* ve CI" atihimindaki azalma da yine KBY klinigindeki yaygin 6demi
aciklamaktadir (12).

e Nitrik Oksit Inhibisyonu ile Olusturulan Hipertansiyon

NO, lokal ve sistemik vazokonstriktorlerin etkilerini KB ve organ perfiizyonlari
acisindan diizenler. Buradan yola ¢ikarak NO inhibisyonunun vazokonstriktorlerin KB
tizerindeki etkilerinin belirginlesmesi esasina dayanarak yeni bir deneysel HT modeli
olusturulmustur. 1990'da Gardiner ve arkadaslari, ratlarda NO sentaz inhibitorii olan L-
NG-monometil arjinin sitrat (L-NMMA)’nin kisa siireli etkisinde KB’da artisa neden
oldugunu gostermislerdir (148). Ardindan, Ribeiro ve arkadaslari, Wistar ratlara bir L-
arginin nitro tiirevi olan NO inhibitorii L-NAME uygulamis ve sistolik KB’nin yaklasik
olarak 50-60 mmHg artmasimnin yaninda bu ratlarda renal vazokonstriksiyon ve
hipoperfiizyon gelistigini bildirmislerdir (149). Bu deney modeliyle endotel hasarinin
yaninda uzun donem kardiyak, vaskiiler ve renal fibrozis agisindan énemli olabilecek

birgok patogenez ¢alismasi yapilmistir (103, 150).
2.4. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi

RAAS aktivasyonu, endotel hiicre disfonksiyonu, vaskiiler ve kardiyak yeniden
sekillenme, sol ventrikiil hipertrofisi, aorttaki internal elastik laminanin genislemesi,
vaskiiler diiz kas hipertrofisi, afferent arteriyollerdeki konstriksiyon ve renal Na*
tutulumu gibi HT patofizyolojisinde rol alan bir¢ok faktér ile dogrudan iligkili
oldugundan KB iizerinde oldukca 6nemli etkilere sahiptir (Sekil 2.2).

RAAS'"m giiniimiizde anlagilmasi lokal (doku) RAAS" igerir; Ang II sentezi igin
alternatif yollar (ACE ve renin bagimsiz); ACE/Ang II/ATIR ekseninin vazokonstriktor
etkilerine kars1 gelen bir ACE-2/Ang (1-7)/Mas reseptor ekseni; beyin fonksiyonlarinda
ve biliste 6nemli olan bir Ang IV/AT4 reseptor ekseni; Ang (1-9), Ang Ill, Ang (3-7),
Ang A ve ALA gibi ¢oklu biyolojik olarak aktif Ang peptitleri; Ang i¢in ¢oklu reseptorler
(ATI1, AT2, Ang II tip 4 (AT4), Mas ve MrgD); ve prorenin reseptorii (PRR) olarak
tanimlanmistir. Bu yolaklarin aktivasyonu kardiyovaskiiler ve renal hastalikta

patofizyolojik sonuglarin temelini olusturur (20, 151).
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Vaskiiler remodeling Natriiirezis

Sekil 2.2. Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi elementleri.

2.4.1.Renin

1940 yilinda, Braun-Menéndez ve arkadaslari, renin’in eskiden “hipertensin”
olarak adlandirilan ve yeni ismi “anjiyotonin” olan gercek bir presor peptit Ang I’in
olusumunu katalize eden bir enzim oldugunu bildirmislerdir (152). Renin’in temel iki
gorevi, anjiyotensinojeni Ang I'e doniistiirmek ve prorenin'in renin reseptoriinii (PRR)
uyarmaktir. Jukstaglomeriiler (JG) hiicrelerde depolanan renin, renal afferent arteriyol
basincinda meydana gelecek bir azalmanin yaninda makula densa tarafindan algilanan
Na" miktarindaki azalma ve Bi-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi durumunda salimi
artar ve KB artmaya bagslar. Giincel ¢calismalar, PRR'nin Ang II'nin etkilerinden bagimsiz

bir sekilde de HT nin olusumunda ve komplikasyonlarinda rol aldigin1 gostermistir (153).
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2.4.2.Anjiyotensin 11

Ang I, iki proteolitik basamakta anjiyotensinojenden sentezlenir (154). Once
bobreklerde JG hiicrelerden dolagima saliverilen renin, karaciger tarafindan tiretilen ve
dolasima salinan bir a-2-globulin olan anjiyotensinojenin amino ucundan dekapeptit Ang
I’i ayirir. Daha sonra endotelyal hiicre zar1 lizerinde bulunan ACE, Ang I’in karboksi
terminal dipeptitini uzaklastirarak Ang II’yi olusturur. Bu enzimatik basamaklar Sekil
2.2'de 6zetlenmistir. Ang I, etkisini G protein bitisik ATIR ve AT2R’ye baglanarak
gosterir. Bunun yaninda RAAS’1in parakrin, otokrin ve endokrin sistemler arasinda da
baglantilar1 vardir (155).

Ang II’nin subpressor dozlarda infiizyon seklinde uygulanmasi, birkag giin
igerisinde KB’de artigla sonuglandigi birgok ¢alismada gosterilmistir (141, 156). Ang
II’nin yavas pressor yanitta kalp ve aort dokularinda fibrozis veya hipertrofi gibi yapisal
degisikliklerin olugsmasi daha giigtiir. Medyan etkin konsantrasyonu (ECse) 0.3 nM olan
Ang 11, norepinefrin (NE)’e gore ¢cok daha potent bir yapiya sahiptir. Genel olarak Ang
II’'nin intravendz veya infiizyon seklinde uygulanmasi, ortalama KB’yi artirdigindan
Klinik pratikte sepsis basta olmak {izere siddetli hipotansiyonun seyrettigi klinik
durumlarda hidrasyon sonrasinda NE, dopamin gibi pozitif inotropik ilaglara alternatif
olarak kullanilmaya baslanmistir. Ang 1l, Kardiyomiyositlerdeki voltaja bagli Ca*?
kanallar1 araciligiyla kardiyak kontraktiliteyi ve sempatik sinir u¢larindan NE salimin
artirdigi, NE geri alimini azalttig1 ve adrenal medulladan katekolamin salimini artirarak
kalp atim hizin1 (KH) da doz bagimli olarak artirdigi bilinmektedir. Arteriyel KB’deki
Ang II’ye bagli olusan bu artis, fizyolojik olarak barorefleks duyarlilig1 gibi negatif geri
bildirim mekanizmalar ile sempatik tonusun azalmasi ve vagal tonusun artmasi ile
sonuglanmasi beklenirken Ang 11, bu refleksin duyarliligini da azaltarak ortalama KB’nin
yiiksek seyretmesini saglar. Ancak, fizyolojik yolaklar ve Ang II’'nin doz bagiml
etkilerini g6z oniine aldigimizda, kardiyak kontraktilite, KH ve ejeksiyon fraksiyonunu
artirabilecegi, azaltabilecegi veya etkilemeyebilecegi unutulmamalidir. Yavas presor
yanitta ise bobrek hasarina sekonder proksimal tiibiilden sodyum geri aliminda artis ve
adrenal korteksten aldosteron saliminda artis olmasi gibi daha ¢ok giinler igerisinde
ortaya ¢ikan etkiler goriiliir. Ortalama KB iizerindeki etkilerine ilaveten Ang 11, kardiyak
ve vaskiiler hipertrofi, damar ECM kompozisyonunda bozulma, kardiyomiyosit

dejenerasyonu ve fibrozise de yol agabilmektedir (157, 158) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Ang II’nin yavas ve hizli presor etkileri. Sekil, Acet H.A. ve Parlakpinar H.
(2020) ACET Kardiyovaskiiler Sistem Farmakolojisi, 1. Baski. Malatya, Inénii
Universitesi Yaymevi kitabindan uyarlanmistir.

Ang I, sistemik vaskiiler yapilar iizerinde direkt ve indirekt yolakla TPD’yi artirir.
Direkt vazokonstriksiyon, damar diiz kas hiicreleri tizerinde bulunan ve AT1R bitisik Gq-
PLC-IPs-Ca*? yolagini uyararak prekapiller arteriyolleri ve postkapiller veniilleri daraltir.
Direkt vazokonstriksiyon, yavas pressor yanit olarak belirgin olarak renal arterlerde
gortliir (159). Bununla birlikte, Ang II ile indiiklenmis deneysel HT ¢alismalarinda doz
ve siire bagimli olarak enflamasyon, glomeriiler hasar, biiyiime faktorleri, apopitoz ve

oksidatif stres agisindan da artis saptanmustir (Tablo 2.3) (12, 24, 160).
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Tablo 2.3. Ang II’nin farkli dokular tizerindeki etkileri.

Aldosteron sentez ve saliminda artig

Interstisyel 6dem ve fibrozis

Apopitozis

Kardiyak hipertrofi

Endotel aktivasyonu ve disfonksiyonu

Oksidatif stres

Glomeriler fibrozis

Renal Na" geri emiliminde artig

Hiperkoagiilasyon

Vaskiiler hipertrofi

Enflamasyon

Vazokonstriksiyon

2.4.3. Anjiyotensin II Tip 1 ve Tip 2 Reseptor

Ang Il tip 1 reseptoriiniin (AT1R) aracilik ettigi etkileri ile Ang II, TPD’nin yani
sira artmis renovaskiiler direng ve tuz duyarliliginin bir araci olan mediiller akista
azalmaya neden olan gii¢lii bir vaskiiler diiz kas vazokonstriktoriidiir. Ek olarak, renal,
kardiyak ve vaskiiler hasara profibrotik ve proenflamatuvar degisiklikler ile sebep
olabilecegi bildirilmistir. ATIR’nin aksine Ang II tip 2 reseptorii (AT2R) ise
vazodilatasyon, natrilirez ve antiproliferatif etkileri sayesinde kardiyovaskiiler sistem
tizerinde koruyucu etkilere aracilik ettigi bilinmektedir. AT1a reseptorleri vaskiiler diiz
kaslarda bol miktarda bulunurken, AT1b reseptorleri agirlikli olarak hipofiz bezi, adrenal
ve periventrikiiler serebral alanlarda bulunur. Bu nedenle, AT1a reseptorlerinin vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 ve AT1b reseptorlerinin hormonal
kontrol ve ozmotik regiilasyondan sorumlu oldugu varsayilmaktadir. AT1'in aksine,
AT2R’nin dogumdan sonra ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi ve ekspresyonunun

sadece adrenal medulla, kalp, over ve uterusta ile sinirli oldugu bildirilmistir (161).
2.4.4.Mas Reseptor

Yaffe ve Schatz tarafindan 1984 yilinda yayimlanan g¢alismada, proteinlerin
mitokondriye aktariminda gorev alan bir mutant kesfedilmis ve “mitocondrial assembly
1”7 (Masl) olarak isimlendirilmistir (162). Ardindan, Young ve arkadaslari, 1986'da
proto-onkogen olarak tanimlanan bir insan epidermoid karsinom hiicre dizisinin
DNA'sindan Mas olarak tanimladiklar1 yeni bir gen izole etmislerdir (163). Bu kesif
siireci, 1988'de Witte ve arkadaslarinin, mitokondriyal siire¢lerde rol alan ve hiicre
canliligr icin gerekli olan bir proteazin katalitik alt birimini kodlayan Masl geni

(YLR163C) ile devam etmistir. Baslangicta Mas proteininin islevi kesin ve detayl1 olarak
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bilinmese de 2000'lerin basinda Ang (1-7) sinyallerini saglayan G protein bagli reseptor
(GPCR) olarak tanimlanmistir (164).

e Mas Reseptor Agonisti Olarak AVE(0991

AVEQ0991 (5-formil-4-metoksi-2-fenil-1-[[4-[2-etil-aminokarbonilsiilfonamido-
5-izobutil-3-tienil]-fenil]-metil]-imidiazol), Mas reseptoriine baglanarak damarlar,
bobrekler ve kalp tizerine koruyucu etkileri olan nonpeptit yapida ve oral olarak aktif bir
bilesiktir (22). Pinheiro ve ark., AVE0991’in hipervolemi olusturulmus C57/BL6
farelerde, iiriner osmolarite artisinin neden oldugu tliriner hacmi 6nemli 6l¢iide azalttigini
gostermislerdir (21). Ancak Mas reseptorleri baskilanmis farelerde AVE(0991’in
antiditiiretik etkisi goriillmemistir. Ek olarak, AVE0991, SHR’lerde ek olarak L-NAME
ile indiiklenmis HT modelinde, u¢ organ hasarma karst koruyucu etkililik gostermistir
(165). AVE0991 uygulamasinin izole edilmis SHR’lerde sol ventrikiil kontraktilitesini ve
iskemi-reperfiizyon sonrasi koroner kan akigini regiile ettigi, L-NAME ile indiiklenen KB
artisin1 Onledigi, mezenterik arterde vazokontriktér cevabi azalttifi, iiriner protein
atilimini azalttig1 ve bobrekler, kalp, mezenterik arter ve KB’deki degisiklikler ile ortaya
¢ikan morfolojik hasarlardan korudugu bildirilmistir (166). Faria-Silva ve ark., Ang-(1—
7) ile birlikte AVE0991’in de Wistar ratlarda Ach aracili vazodilatasyon olusturdugunu
gostermislerdir. Bu etkiler Mas antagonisti A-779 ve L-NAME tarafindan baskilanmigtir
ve bu potansiyalize etkiler nitroprussit ile gozlenmemistir. Bu bulgular, Mas
stimiilasyonunun NO salimin1 kolaylastirarak endotel fonksiyonunu iyilestirdigini
gostermektedir (19). Bir diger ¢alismada, AVE0991’in 1000 ng/kg/dk Ang II inflizyonu
uygulanan ApoE geni silinmis farelerde, MCP-1, TNF-a, MMP-2 ve MMP-9 diizeylerini
azaltarak abdominal aort anevrizmasi gelisme insidansini azalttigi bildirilmistir (167).
Ebermann ve arkadaglar1 tarafindan streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik ratlarda,
AVE0991’in etkilenmis sistolik KB, sol ventrikiil kasilma cevabi gostergesi olan dP/dtmax
ve sol ventrikill gevseme cevabi belirteci olan dP/dtmin’yi anlamli olarak iyilestirdigi
gosterilmistir (168). Yine Sprague Dawley irki ratlardan izole edilen kardiyomiyositlere
10® mol/L Ang II uygulanmis ve AVE0991’in miyokardiyal hipertrofi iizerindeki
hiicresel cevaplarmin arastirildigr c¢alismada, koruyucu etkililigin TGF-B1/Smad2

yolagini inhibe etmesiyle ortaya ¢iktig1 saptanmistir (169).
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2.4.5.Mas Reseptor iliskili G-protein Bagh Reseptor Membran D

MrgD, 2001 yilinda kemirgen ve insan genomlarinda yeni bir GPCR olarak
tanimlanmistir (170). HGPCR45 (171) veya TGR7 (172) olarak da isimlendirilmistir.

Habiyakare ve arkadaslarmin tavsanlar tizerinde MrgD agonisti ALA’nin
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, MrgD ekspresyonunun arteriyel diiz kas
hiicrelerinde, eNOS-pozitif endotel hiicrelerinde ve aterosklerotik plaklarda artig
gosterdigi tespit edilmistir (173). Baska bir ¢alismada ise MrgD’nin viicutta en sik
damarlarda ve kardiyomiyositlerde bulundugu gosterilmistir (174). Bu tespitler,
MrgD’nin kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan onemli bir yere sahip oldugunu
gostermektedir. Ornegin, SHR’lerde kardiyak hipertrofi olusturulan deneysel HT
modelinde ALA, MrgD iizerinden bu etkiye kars1 etkili bulunmustur (175).

e MrgD Agonisti olarak Alamandin

ALA, Ang (1-7)’den Aspl rezidisiniin N-terminalindeki Alal rezidiisiine
dekarboksilasyonu sonucu olusur. ALA, Ang (1-7)’ye benzer vazodilator ve antifibrotik
etkilerini MrgD iizerinden gosterir (176). ALA’ya bagli MrgD aktivasyonunun KB
lizerine etkisini gdsteren birkag ¢aligma yayimlanmustir. Ornegin; renovaskiiler
hipertansif ratlarda ALA infiizyonu, iki fazli bir hemodinamik etki gostermistir.
Normotansif ratlarda ATIR aracili sinyal, renovaskiiler HT modelinde (2K1C) ise
PD123319'a duyarli bir reseptor aktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (177).
PD123319, spesifik bir AT2R inhibitorii olarak biliniyor olsa da knock-out hayvanlarin
kullanildig: deneylerde MrgD’yi de inhibe ettigi gosterilmistir (178). ALA’nin in vivo -
siklodekstrinli oral dozlari, SHR’lerde uzun siireli bir antihipertansif etkinin yaninda
izoprotenerol uygulamasina karsi antifibrotik etki gostermistir (176). ALA nin S’AMP ile
aktive edilen protein kinaz (AMPK)/NO yolunu i¢eren MrgD aktivasyonu yoluyla Ang
IT ile indiiklenen kardiyomiyosit hipertrofisini 6nledigi gosterilmistir (179). Normotansif
Sprague Dawley irki ratlarda, ALA uygulamasi, in vivo olarak MrgD aktivasyonu yoluyla
ANP plazma seviyesini artirmis ve apopitozu azaltmistir. Bunun yaninda antioksidan
protein ekspresyonunu artirirken, postiskemik sol ventrikiil basincini regiile etmis ve
enfarkt alanin1 azaltmistir (180). Benzer sekilde, 50 mcg//kg/giin infiizyon hizinda 6 hafta
ALA uygulanan SHR’lerde sistolik KB’nin diismesinin yaninda ANP’nin mRNA
seviyelerinde sagladig1 azalma ile kardiyak hipertrofiyi baskiladigi gosterilmistir (175).
Huang ve arkadaslarinin, karbon tetraklorid ile olusturulmus hepatik fibrozis modelinde,

25 mcg/kg/sa inflizyon hizinda uygulanan ALA’nin oksidatif stres belirtegleri olan H20>
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ve NOX-4 diizeylerini baskiladig1 gosterilmistir (181). Transvers aortik konstriksiyon
modeli ile arteriyel remodeling olusturulan C57BL/6J farelerde, 30 mcg/kg/giin oral
olarak verilen ALA’nin asendan aorttaki tunika media kalinligini, tunika adventisyadaki
enflamatuvar hiicre gociinii, total kolajen miktarini, TGF-B, TNF-o ve IL-1p diizeylerini
azaltarak vaskiiler koruyucu etki gostermistir (182). Yine ayn1 deney modelinde kardiyak
remodeling tizerine ayn1 doz ve siirede uygulanan ALA’nin etkilerinin arastirildigi bir
baska calismada ise ALA’nin ERK12 yolagi ve AMPK yolag: iizerindeki etkileri ile
kardiyomiyosit hipertrofisini ve kardiyak fibrozisi onledigini, bir 6nceki ¢alisma ile
uyumlu olarak sol ventrikiildeki total kolajen miktari, TGF-B ve MMP-2 diizeylerini
anlamli olarak iyilestirerek kardiyak remodelingi onledigi gosterilmistir (183). Li ve
arkadaslarmin, sepsis iliskili kardiyak disfonksiyon modelinde, ALA’nin eNOS ve iNOS
ekspresyonlarini artirarak KB degerlerini iyilestirdigi ve lipopolisakkarit ile indiiklenmis
miyokardiyal enflamasyon, apopitoz ve otofajiyi azalttig1 saptanmigtir (184). Song ve
Yang’in miyokardiyal iskemi-reperfiizyon modelinde ALA’nin koruyucu etkililigini
arastirdig1 ¢aligmalarinda, ALA nin iskemi-reperfiizyon hasarin1 C-Jun-N-terminal kinaz
ve NF-xB ekspresyonlarint ve TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeylerini azaltarak hem kalp
dokusundaki histopatolojik hasart hem de hemodinamik parametreleri iyilestirdigi tespit

edilmistir (185).

Spesifik Mas ve MrgD agonistleri kullanilarak giiniimiizde Ang (1-7)/Mas ve Ang
(1-7)/MrgD yolag lizerinde etkili ilaglarin kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak tizere

terapotik etkileri ile ilgili calismalar devam etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamizda, etkililikleri arastirilan ilaglarin heniiz klinikte

kullanilmamalarindan dolay1 deneysel ¢calisma ile kanit diizeyi olusturulmasi amaglandi.
3.1. Deney Hayvanlarimin Ozellikleri ve Yasam Kosullar

Anabilim dalimizda daha 6nceki kardiyovaskiiler ¢alismalarimiz (186, 187) erkek
ratlarda yapilmig olup oOlgiilen KB ve KH gibi hemodinamik parametrelerin
laboratuvarimizdaki ortalama degerlere uygunlugu, deney modelimiz hakkinda bizi
yonlendirmis olup Ostrojenin antioksidan vb. 6zellikleri ile kardiyovaskiiler sistemde
koruyucu etkilerinden dolay1 erkek ratlar tercih edilmistir (188).

Deneylere baslamadan énce, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu’na bagvuru yapildi ve 02.04.2020 tarihli toplantida 2020/5-3 karar say1 ve
9739 HAYBIS kayit no ile etik kurul onay1 alindi. Deneylerde indnii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezince iiretilen Sprague Dawley irki, 3-4 aylik,
300-400 g agirhiginda 40 adet erkek rat kullanildi. Ratlar, sicaklik (22+1°C) ve nem
(%55+5) kontrollii odalarda 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii altindaki yasam
odalarinda barindirildi. Ratlarin beslenmesinde 8 mm’lik standart pelet yem kullanildi ve

igcme suyuna erigimi ad libitum olarak saglandi.
3.2. Calisma Tasarim

40 adet 3-4 aylik Sprague Dawley irki erkek rat, basit randomizasyon teknigi ile 5
gruba (n=8) ayrildi. Gruplar ve uygulama prosediirleri asagida verilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Deney akis semasi
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Kontrol grubu (n=8): Deney 6ncesinde mini ozmotik pompalar (Alzet® 2004
model) Ang II ¢oziiciisii SF ile dolduruldu. Ozmotik pompalar, 48 saat 37°C etiivde
bekletildikten sonra intraperitoneal (ip) 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin
uygulanan ratlarda interskapular bolgeye yerlestirildi ve 1, 15 ve 29. giinlerde kuyruktan
hemodinamik 6l¢timler yapildi. Deneyin 15. giiniinden itibaren ratlara 0.4 ml %3’liik
DMSO ip olarak uygulandi. 29. giinde kalp ve damar dokular1 ile kan numuneleri alinarak
calisma sonlandirildi. Ratlar bu siire igerisinde normal i¢gme suyu ve standart yem ile
beslendi.

Ang Il grubu (n=8): Deney 6ncesinde mini ozmotik pompalar (Alzet® 2004
model) Ang II igeren ¢ozelti ile dolduruldu. Ozmotik pompalar, 48 saat 37°C etiivde
bekletildikten sonra ip 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi altinda
interskapular bolgeye yerlestirildi ve 1, 15 ve 29. giinlerde kuyruktan hemodinamik
Olctimler yapildi. Deneyin 15. giiniinden itibaren ratlara 0.4 ml %3’liik DMSO ip olarak
uygulandi. 29. giinde kalp ve damar dokulari ile kan numuneleri alinarak c¢alisma
sonlandirildi. Ratlar bu siire igerisinde normal igme suyu ve standart yem ile beslendi.

Ang II1+ALA grubu (n=8): Deney 6ncesinde mini ozmotik pompalar (Alzet®
2004 model) Ang Il igeren ¢ozelti ile dolduruldu. Ozmotik pompalar, 48 saat 37°C etiivde
bekletildikten sonra ip 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi altinda
interskapular bolgeye yerlestirildi ve 1, 15 ve 29. giinlerde kuyruktan hemodinamik
Ol¢iimler yapildi. Deneyin 15. giinlinden itibaren 0.4 mL %3’lik DMSO igerisinde
¢oziinen ALA (50 mcg/kg) 2 hafta boyunca ip yolla verildi. 29. giinde kalp ve damar
dokular1 ile kan numuneleri alinarak calisma sonlandirildi. Ratlar bu siire igerisinde
normal igme suyu ve standart yem ile beslendi.

Ang II+AVE 0991 grubu (n=8): Deney oncesinde mini ozmotik pompalar
(Alzet® 2004 model) Ang II igeren ¢ozelti ile dolduruldu. Ozmotik pompalar, 48 saat
37°C etiivde bekletildikten sonra ip 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi
altinda interskapular bolgeye yerlestirildi ve 1, 15 ve 29. giinlerde kuyruktan
hemodinamik 6l¢iimler yapildi. Deneyin 15.giiniinden itibaren 0.4 mL %3’liik DMSO
iceren SF igerisinde ¢oziinen AVE0991 (576 mcg/kg) 2 hafta boyunca ip yolla verildi.
29. giinde kalp ve damar dokulari ile kan numuneleri alinarak ¢alisma sonlandirildi.
Ratlar bu siire i¢erisinde normal igme suyu ve standart yem ile beslendi.

Ang I1+ALA+AVE 0991 grubu (n=8): Deney 6ncesinde mini ozmotik pompalar
(Alzet® 2004 model) Ang II igeren ¢dzelti ile dolduruldu. Ozmotik pompalar, 48 saat
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37°C etiivde bekletildikten sonra ip 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi
altinda interskapular bolgeye yerlestirildi ve 1, 15 ve 29. giinlerde kuyruktan
hemodinamik 6l¢iimler yapildi. Deneyin 15. giiniinden itibaren 0.4 mL %3’liik DMSO
iceren SF icerisinde ¢oziinen AVE0991 (576 mcg/kg) ve 0.4 mL SF igerisinde ¢ozlinen
ALA (50 mecg/kg) 2 hafta boyunca ip yolla verildi. 29. giinde kalp ve damar dokulari ile
kan numuneleri alinarak ¢alisma sonlandirildi. Ratlar bu siire i¢erisinde normal icme suyu

ve standart yem ile beslendi.
3.2.1.Deney Hayvanlarinin ve Kalp Agirlik Olgiimlerinin Yapilmasi

Deney baslangicinda her gruptaki rat, kuyruguna konulan boyali isaretler ile
numaralandirildi. Bdylelikle ¢alismamizda her bir rata ait bireysel degisimlerin de kayit
altina alinmasi saglandi. Deneyin 1, 15 ve 29. giinlerinde deney hayvanlarinin agirliklart
ve deney sonlandirma asamasinda kan ornegi alindiktan sonra SF igerisinde pihtilardan

arindirilan kalp ve torasik aort dokusu kurutulup kalp agirliklar dl¢iildii.

3.3. Anjiyotensin II Infiizyonu ile indiiklenmis Deneysel Hipertansiyon Modelinin

Olusturulmasi

Ratlara, 80 ng/kg/dk salim yapacak miktarda Onceden hazirlanmig Ang II
(Angiotensin Il (human), vasoconstrictor peptide, ab120183, Abcam, Cambridge, UK)
¢dzeltisi mini ozmotik pompalara (Alzet® mini-ozmotik pompa, model 2004, Durect
Corporation, Cupertino, CA, USA) dolduruldu. Sekil 3.1'de gosterildigi gibi Ang II salimi

28 giin boyunca stirdiirtldii.
3.3.1. Ozmotik Pompalara Konulacak ila¢ Dozlarimin Hesaplanmasi

Ozmotik pompalar, iretici firmanin yonergelerine gore hazirlandi ve
dolulugundan emin olmak igin rezervuarin tagsmasi esas alindi. Ozmotik pompanin
istenen diizeyde Ang II salabilmesi i¢in gerekli olan konsantrasyon (Cangn) asagidaki
denklem kullanilarak hesaplandi:

Istenen doz (mcg/kg/saat)x Rat agirhigi(kg)
Cangn (meg/mcl) = OSH(mcl/saat)

Hedeflenen doz 4.8 mcg/kg/saat (80 ng/kg/dk) oldugunda, ortalama salim hiz1
(OSH) 0.23+0.02 mcl/saat idi ve ratin agirlig1 (kg) implantasyon isleminden 2 giin 6nce
yani ozmotik pompanin dolumunun gergeklestigi giin olgiildi. Kiitle salim hizi, tretici
tarafindan onerildigi sekilde asagidaki formiile gére hesaplandi.

Ko = QxCy
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Bu formiilde "Ko", kiitle salim hizi (mcg/saat) iken "Q", hacim salim hizi
(mcl/saat) ve "Cq" ise tasit ¢oziicli igindeki ajanin konsantrasyonudur (mcg/mcl). Son
olarak, ozmotik pompanin diizenli salim yapabilecegi maksimum siire ise su sekilde
hesaplandi:

D = (V/Q)x(0.95)

"D" siire (saat) oldugunda, "V" mini ozmotik pompanin rezervuar hacmidir (mcl)
ve "Q" salim hizidir (mcl/sa). Bu nedenle, 237 mcL ortalama dolum hacmi ve
0.23mcL/saat OSH'ye dayali olarak, ilacin etkisiz hale gelecegi maksimum siire yaklasik
979 saattir (40.8 giin). Ozmotik pompanin doldurulmasi ile deneyin bitimi arasinda gecen
toplam siirenin 30 giin oldugu g6z oniine alindiginda ek bir igleme ihtiya¢ duyulmadi.

Ozmotik pompalar dik pozisyonda tutularak, soliisyonu mini pompanin igine
enjekte etmek i¢in 1 mL hacimli insiilin enjektorleri kullanildi. Uretici tarafindan ozmotik
pompalar ile birlikte gonderilen steril, kiint u¢lu enjektor ile pompa rezervuarinin dolumu
yapild1 ve i¢indeki tiim havanin yer degistirdiginden emin olmak i¢in tagsmasi esas alindi.
Son olarak, tasan Ang II ¢ozeltisi, kuru bir bez ile yavasca emildi. Ardindan akig
modiilatorii  yerlestirildi. Mini ozmotik pompalar, {iretici firmanin yonergeleri
dogrultusunda salim noktalar1 yukar1 bakacak sekilde, steril 2 ml’lik ependorf tiipler
icerisine konuldu. Ardindan ependorf tlipli, ozmotik pompanin yari yiiksekligine kadar
steril SF ile dolduruldu ve 48 saat sonra implante edilmek iizere 37°C’lik etiive konuldu.

Mini ozmotik pompalar, cerrahi implantasyona kadar ayn1 ependorf i¢inde tutuldu.
3.3.2. Ozmotik Pompalarin Yerlestirilmesi

Ratlara cerrahi islem yapilmadan once ip yolla 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg
ketamin anestezisi uygulandi. Anestezi kontrolii, ayak kistirma refleksi ile yapildi.
Ardindan iki skapula arasi elektrikli tirag makinesi ile yavasca tiras edilerek cerrahi alan
ac1ga ¢ikarildi ve batikon ile temizlendi. Ardindan skapula kemikleri ile ayn1 hizada yatay
insizyonel cilt kesisi yapildi. Deri ve kas diizlemi, mini ozmotik pompanin yerlestirildigi
bir deri alt1 cep olusturmak icin cerrahi makasla kiint diseksiyonla ayrildi ve ozmotik
pompa yerlestirildi. Kesi, 4.0 poliglaktin kapli vikril siitiirler (W9442, Ethicon®)
kullanilarak kapatildi (Sekil 3.2). Ratlar, implantasyon sonrasinda lokal veya sistemik

komplikasyon olusma ihtimaline karsin deney siiresince yakin gézlemde tutuldu.
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Sekil 3.2. Deney hayvanlarina ozmotik pompalarin yerlestirilmesi iglemi.

3.4. Hemodinamik Olgiimler

Sistolik KB ve KH, non-invazif KB sistemi (MAY NIBP-250, Commat Ltd Inc.,
Ankara, Tiirkiye) kullanilarak kuyruk manset pletismografisi ile olgiildii. Kuyruk
mansetinin yaninda kizilotesi sensor (RXTCUF-SENSOR13, Biopac System Inc.)
kullanildi. Her bir rat i¢in ardisik en az 10 okumanin son 5 verisinin ortalama degeri
alinarak ilgili degerler elde edildi. Ratlara, deneyler yapilmadan dnce 7 giin boyunca bu

isleme alismalar1 saglandi (189). Hemodinamik 6l¢iimler, 1, 15 ve 29. giinlerde yapildi.
3.4.1. Kan Basma Ol¢iimii Hazirhklar

Deneye basglamadan once, ratlar1 KB 06l¢iim kosullarina kosullandirmak ig¢in
deneyden 7 giin Once baslayarak ratlar her giin giinde bir kez uygun ebattaki tutacagin
(restainer) i¢ine konuldu ve gergek Ol¢lim yapilacakmis gibi her seferinde 1sitma islemi

tekrarlandi. Isitma iglemi, iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda 1sitma kabininde
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30-40 dk siire ile tutacagin i¢inde 32°C’de bekletilerek yapildi. Dogru non-invazif KB
Olciimii i¢in, hayvan veya kuyrugunun uygun sicakliga eristigi, KB oOl¢iimiiniin
yapilabilmesiyle teyit edildi. Kuyruk isitma kabininin i¢inde ancak tutacagin disinda
tutuldu. Hayvanin sinirl hareket edebilecegi bir konum elde edebilmek i¢in tutacagin
uzunlugu ayarlandi. Uretici firmanin ydnergeleri dogrultusunda hayvanin kilosu ile
uyumlu segilen kuyruk mansonu, kuyruk orta noktasi ile kuyruk baslangi¢ bolgesi
arasinda konumlandirildi. Isitma kabininde belirtilen siire sonunda tutacak i¢indeki rat ile
birlikte 1s1tma kabininden ¢ikarildi. Olgiimlere baslamadan énce hayvanin sicak ortamin

etkisiyle gorece sakin ve hareketsiz kalmis olmasina dikkat edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Deney siirecinde kan basinci 6l¢glim anina iligkin gorsel.

3.4.2. NIBP250 Cihazi ile Hemodinamik Parametrelerin Ol¢iimii

Uretici firmanin yonergeleri dogrultusunda sensoér ve manset baglantilar1 takili
iken cihaz aktif duruma getirildi. Temel isleyis olarak, sistolik KB 6l¢iimii fonksiyonu
baslatildiginda cihaz, otomatik olarak sizint1 valfini kapatir ve mansonu sisirmeye baslar.
Ardindan, basing maksimum seviyeye ulastiktan sonra pompa durur ve basinci bosaltmak
icin sizint1 valfini agar. Basing tamamen kaybolduktan sonra ise KB ol¢iim islemi
tamamlanmis olur. Kuyruk mansonu sisirilirken 250 mmHg basinci standart {ist deger
olarak kullanildi.
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3.4.3. NIBP250 ile Elde Edilen Verilerin Analizi

Elde edilen her bir veri, NIBP250 cihaz yazilimindaki otomatik tepe algilama

sistemi (peak-by-peak) aktifken degerlendirildi (Sekil 3.4). Bu sistem, her nabzin tepe

noktasini beyaz bir ¢arpi ile isaretler ve ana ekranda "peak-by-peak" segenegi segilerek

etkinlestirilir. Bu 6zellik, bireysel tanimlamay1 olduk¢a kolaylastirmaktadir. Sistolik KB

ve kalp atim hiz1 (KH) degerlerini belirlemek icin:

Ana ekranda "peak-by-peak™ segenegi aktif edildi.

[Ik nabzin beyaz carpisini bulmak i¢in sag imle¢ diigmesi kullanildi ve ekranda
"sistolik" diigmesine basilarak sistemin sistolik KB degerini kaydedip goriintiilemesi
saglandi.

En ytiksek zirveye sahip atima gitmek i¢in yine imle¢ diigmesi kullanildi ve ardindan
"diyastolik" diigmesine basilarak sistemin, diyastolik KB degerini kaydedip
goriintiilemesi saglandi.

Sistolik ve diyastolik KB degerleri girilince sistem tarafindan otomatik KH degerleri

ekranda gosterildiginden anlik kayit altina alindi.
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Sekil 3.4. NIBP cihaz ile 6l¢lilmiis hemodinamik sonuglara ait ¢ikt1 6rnegi.
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3.5. Deney Gruplarmnin Su Tiiketiminin Takibi

Deneyin son 7 giinii, ratlarin giinliik ortalama tiikettikleri su miktarlart her giin

sabah 8’da kontrol edilerek veriler kayit altina alindi.
3.6. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Cikarilip Hazirlanmasi

Deneyin sonlandirilmasi amaciyla ip yolla yiiksek doz anestezi (225 mg/kg
ketamin ve 24 mg/kg ksilazin) verildi. Parmak kistirma hareketleri ile derin anestezinin
kontrolii yapildiktan sonra kalp ve damar dokular1 ile kan numuneleri alinarak ¢aligma
sonlandirildi. Karin boslugundan baglayip gogiis kafesi agilarak torasik aort dikkatlice
diseke edilerek bekletilmeden ayni giin hazirlanmis Krebs-Henseleit soliisyonu igeren
petri kabina konuldu. Aort, perivaskiiler dokulardan dikkatlice temizlendikten sonra
arkustan sonraki 3-5 mm uzunlugunda halka kesilerek izole organ banyosuna alindi.
Asendan ve arkus aorta, biyokimyasal incelemelerde kullanilmak tiizere pihtilardan
arindirildiktan sonra -80°C’ye alindi. Desendan torasik aort ve kalp kesitleri ise

histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit i¢ine alinarak tespit edildi.

3.7. izole Organ Banyosunun Hazirlanmasi ve Kasilma-Gevseme Cevaplarin

Degerlendirilmesi
3.7.1. Krebs-Henseleit Soliisyonunun Hazirlanmasi

Oda sicakliginda 2 L distile suya, manyetik karistirict diizenegi ¢alisir durumda
iken 13.8 g NaCl, 0.7 g KCI, 0.32 g KH2POg4, 0.592 g MgS04-2H20, 4.2 g NaHCOs3, 3.96
g glikoz eklendikten sonra 5 dk karbojen (%95 O2+%5 COy) ile gazlandirildi. Ardindan
0.74 g CaCl>-2H20 eklenerek soliisyon hazirland1 ve ¢eperleri onceden 37°C’ye 1sitilmig
izole organ banyo haznesine eklendi. Her 15 dk’da izole organ banyo haznelerindeki
Krebs-Henseleit soliisyonu yenilendi ve ¢alisma siiresince pH 7.4 degerini korumak i¢in

stirekli karbojen ile gazlandirildi (Tablo 3.1) (190).
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Tablo 3.1. Krebs-Henseleit ¢ozeltisi igerigi.

Molekiil agirhgi 2 L distile suya eklenen toplam

Madde Final mM
(9/mol) miktar ()
NaCl 58.44 13.8 118
KCI 74.55 0.7 4.7
KH2PO4 136.1 0.32 1.2
MgSO4-7H20 246.5 0.592 1.2
NaHCO3 84.21 4.2 25
Glikoz 180.156 3.96 11
CaCl2-2H20 147.01 0.74 2.5

3.7.2. Kasilma-Gevseme Cevaplarinin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi

Deney sonunda, yiiksek doz anestezi uygulanan ratlarin diseke edilen torasik aort
dokular1 hizlica bal mumu yatagindaki Krebs-Henseleit sollisyonu iceren yatay kaplara
alinarak dikkatlice perivaskiiler dokulardan temizlendi. Arkus aortanin bitimi-desendan
torasik aortun baslangicindan itibaren yaklasik 3-5 mm uzunlugundaki halkalar,
liimeninden birbirine paralel iki paslanmaz c¢engelden gegirilerek igerisinde 37°C’ye
sitilmig ve karbojen ile gazlandirilan Krebs-Henseleit soliisyonu bulunan 25 ml’lik izole
organ banyosuna asildi. Alt cengel izole organ banyosunun baglanti kismina tutturulurken
ist ¢engel de izometrik kasilma cevaplarini kaydetmek i¢in force-displacement
transducerlerine (FDT-10-A, May) baglandi. Kayitlar veri igleme cihazi (Model MP100-
A, BIOPAC, Goleta, CA, USA) ile yapildi. izole organ banyosuna asilan torasik aorta
halkalar1 3000 mg’lik bazal gerim altinda 1 saat boyunca dinlendirildi. Izole organ
banyosundaki Krebs-Henseleit soliisyonu, metabolik son {iriinlerin birikimini 6nlemek
i¢in her 15-20 dk’da bir yenilendi (Sekil 3.5). In vitro torasik aorta ¢alismalari endotel
varliginda ¢alisildi.
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Sekil 3.5. izole organ banyosu sistemi.

3.7.3. Fenilefrin Kasilma Cevaplari

Aort halkalarinin kasilma cevaplari, artan Phe konsantrasyonlar1 (3x10°-10*
mol/L) ile degerlendirildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Izole organ banyolarmna eklenen fenilefrin konsantrasyonlar1 ve hazirlanma

bilgileri.

Banyoya Eklenen Phe Miktar1 Banyodaki Final Konsantrasyon

75 mcl, 1x10° M
250 mcl, 1x10° M
75 mcl, 1x10° M
250 mcl, 1x10° M
75 mel, 1x10“4 M
250 mcl, 1x10* M
75 mel, 1x10° M
250 mcl, 1x10° M
75 mcl, 1x102 M

250 mcl, 1x102 M

3.7.4. Asetilkolin Gevseme Cevaplari

3x10° M

Artan dozlarda Phe uygulamasiyla elde edilen egriden submaksimal doz

belirlendi. Sonrasinda submax Phe dozu ile kasilma yapildiktan sonra artan

konsantrasyonda (10°-10"° mol/L) Ach uygulamalariyla doz bagimli gevseme cevaplart

alind1 (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Izole organ banyolarina eklenen Ach konsantrasyonlar ve hazirlanma bilgileri.

Banyoya Eklenen Ach Miktar1 Banyodaki Final Konsantrasyon

250 mcl, 1x107" M 1x10° M
250 mcl, 1x10° M 1108 M
250 mcl, 1x10° M 1x107" M
250 mcl, 1x10“ M 1x10° M
250 mcl, 1x10° M 1x10° M
250 mcl, 1x102 M 1x10“4 M

3.8. Doku Homojenatlarinin Olusturulmasi ve Biyokimyasal Analizleri
3.8.1. Kalp ve Aort Dokularinin Homojenizasyonu

Kitlerin {retici firmalarinin ydnergeleri dogrultusunda kalp ve aort doku

homojenatlar olusturulurken asagidaki basamaklar takip edildi:

30 ml fosfat tamponlu salin (50 mM, pH=7.4) igerisine 1:20 oranda 150 mcl
proteaz inhibitorii (Protease inhibitor cocktail-EDTA free, Abcam; ab201111)
eklenerek doku homojenat tamponu olusturuldu. Bu tampondan 750 mcl alinarak
ayr plastik tiiplere konuldu.
Sol ventrikiil orta kisimdan aliman 25 mg kalp dokusu, hazirlanan 750 mcl’lik
tampona eklendi. 13500 rpm’de 30 sn boyunca (toplamda 4 defa) (Ultra-Turrax
T25, IKA-Werke) santrifiij edildi.
o 1. tur homojenizasyondan sonra LOX i¢in 50 mcl ayr1 bir ependorfa
alinarak iizerine 450 mcl ekstraksiyon tamponu (6 M iire, 10 mM trips pH
7.4) eklendi. 25 mg doku igin 0,25 ml olacak sekilde 10X RIPA (10X
RIPA buffer, Abcam; ab156034) tamponu 1X konsantrasyona diliie edildi.
LOX i¢in hazirlanan doku homojenati, 15 sn boyunca 13500 rpm’de 1 tur
daha santrifiij edildi.
Ardindan hazirlanan doku homojenatlar1 +4°C’de 10 dk boyunca 15000 rpm’de
santrifiij edildi. 150 mcl’lik 3 ependorfa boliindii. Geriye kalan 50 mcl’lik
slipernatan igerisinden total protein tayini yapildi. Diliisyon orami her bir

homojenat i¢in belirlenip sonraki giin kullanilmak iizere +4°C’de bekletildi.
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3.8.2. ACE-2, CYP-A, MMP-2, MMP-9 ve NOX-4 Belirteclerinin ELISA

Yontemiyle Tayin Edilmesi ve Analizi

Kitlere ait iiretici firmanin (Bioassay Technology Lab., Shanghai, Cin) yonergeleri

dogrultusunda:

Tiim reaktifler hazirlandi.

Her biri kuyucuga kit igerisinde bulunan standarttan 50 mcl eklendi.

Ardindan her bir kuyucuga 40 mcl siipernatan eklendi. Uzerine 10 mcl spesifik
antikor eklendi.

Tiim kuyucuklara 50 mcl streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP) eklenip iyice
karistirildi. 37°C’de 60 dk inkiibe edildi.

Kuyucuklar bosaltildiktan sonra 5 kez kit igerisinde gelen yikama tamponu ile
yikandi.

Yikama sonrasinda tiim kuyucuklara 6nce 50 mcl substrat A, sonra 50 mcl
substrat B eklenip 37°C’de 10 dk inkiibe edildi.

Son olarak tiim kuyucuklara 50 mcl stop soliisyonu eklenerek 450 nm’de optik
dansite olciildii.

o Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak standart egrileri olusturuldu ve
bu egri tizerinden ACE-2 (Rat Angiotensin Converting Enzyme 2 ELISA Kit, Cat.
No: E0968Ra, Shanghai, Cin), CYP-A (Rat Cyclophilin A, ELISA Kit, Cat. No:
E1936Ra, Shanghai, Cin), MMP-2 (Rat Matrix Metalloproteinase 2/Gelatinase A,
MMP-2 ELISA Kit, Cat. No: E0315Ra, Shanghai, Cin) MMP-9 (Rat Matrix
Metalloproteinase 9/Gelatinase B, MMP-9 ELISA Kit, Cat. No: E0321Ra,
Shanghai, Cin) ve NOX-4 (Rat NADPH Oxidase 4, NOX4 ELISA Kit, Cat. No:
E1298Ra, Shanghai, Cin) belirteglerinin konsantrasyon degerleri hesaplandi.
Olusturulan standart egriye gore deney gruplarindaki her bir dokuda ait
konsantrasyon degerleri, Microsoft Excel for Mac v.16.48 programinda
“=TREND(A1:A5;B1:B5;C)” formiilii kullanilarak elde edildi. Formiilde yer alan
Al1-AS5 wverileri iiretici firma tarafindan kit protokoliinde sunulan 6nceden
belirlenmis absorbans verilerini, (B1-B5) verileri ACE-2 (Sekil 3.6), CYP-A
(Sekil 3.7), MMP-2 (Sekil 3.8), MMP-9 (Sekil 3.9) ve NOX-4 (Sekil 3.10)
belirteclerine ait konsantrasyonlarint ve C ilgili dokuya ait absorbans degerini

ifade etmektedir.
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y =34.857x + 6.1899
R?=0.9665

Konsantrasyon (ng/mg protein)
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Absorbans
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Sekil 3.6. ACE-2 absorbans-konsantrasyon standart egrisi.

y =4.4619x + 0.7165
R?=0.997
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Sekil 3.7. CYP-A absorbans-konsantrasyon standart egrisi.
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Sekil 3.8. MMP-2 absorbans-konsantrasyon standart egrisi.
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Sekil 3.9. MMP-9 absorbans-konsantrasyon standart egrisi.
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Sekil 3.10. NOX-4 absorbans-konsantrasyon standart egrisi.

3.8.3. LOX Belirtecinin ELISA Yéntemiyle Tayin Edilmesi ve Analizi

Kit (Lysyl Oxidase Activity Assay Kit (Fluorometric), ab112139, Abcam,
Cambridge, UK) igerisinde gelen 250x HRP substrat stok soliisyonundan 20 mcl, 50
U/mL HRP stok soliisyonundan 20 mcl ve assay tamponundan 5 ml eklenerek 5.04
ml reaksiyon karigimi hazirlandi.

Toplam hacmi 100 mcl yapmak i¢in her kuyuya 50 mcl LOX karisimi eklendi.
Karigtirildiktan sonra 1siktan koruyarak 37°C'de 10-40 dk inkiibe edildi.
Semikantitatif degerleri elde etmek igin kontrol olarak sadece stop soliisyonu eklendi.
Ardindan gruplara ait kalp ve damar dokularindan hazirlanan ¢ozeltiler kuyucuklara
eklendi. Stop soliisyonu eklenen kuyucuklarda elde edilen degerler bazal deger olarak
1 kat kabul edildi. Sonraki kuyucuklardan elde edilen degerler stop soliisyonu
degerleri ile oranlanarak hesaplandi. Mikroplate okuyucuda (Biotek, Synergy HI
microplate reader, Cin) floresan artislari analiz edildi.

Floresan kirilmalar kit tretici firmanin yonergeleri dogrultusunda “Ex/Em=530-

570/590-600 nm (maksimum Ex / Em = 540/590 nm, 570 nm)” degerlendirildi.

3.8.4. MCP-1 Belirtecinin ELISA Yéntemiyle Tayin Edilmesi ve Analizi

Kit (Rat MCP1 ELISA Kit (CCL2), ab100778, Abcam, Cambridge, UK) igerisindeki
standartlar ve drnekler her bir kuyucuga 100 mcl eklendi. Uzeri 6rtiiliip 2.5 saat oda

1sisinda ¢alkalanarak inkiibe edildi.
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Ardindan 4 kez yikama tamponu ile yikanip iyice kurutuldu.

Sonrasinda 100 mcl MCP-tespit antikoru her kuyucuga eklendi ve 1 saat oda 1sisinda
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda 4 kez yikama yapildi.

100 mcl streptavidin soliisyonu her kuyucuga eklendi ve 45 dk oda 1s1sinda bekletildi.
Tekrar 4 kez yikama yapild.

100 mcl TMB substrat1 eklendi ve 30 dk oda 1sisinda karanlik ortamda inkiibasyona
birakildu.

50 mcl stop soliisyonu eklenerek 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

Olgiilen absorbans degerleri kullamilarak standart egri olusturuldu ve bu egri
tizerinden konsantrasyon degerleri hesaplandi. Olusturulan standart egriye gore deney
gruplarindaki her bir dokuya ait konsantrasyon degerleri, Microsoft Excel for Mac
v.16.48 programinda “=TREND(A1:A4;B1:B4;C)” formiilii kullanilarak elde edildi.
Formiilde yer alan A1-A4 verileri iiretici firma tarafindan kit protokoliinde sunulan
onceden belirlenmis absorbans verilerini, (B1-B4) verileri MCP-1 belirteclerine ait

konsantrasyonlarini ve C ilgili dokuya ait absorbans degerini ifade etmektedir (Sekil

3.11).

S 50 - y = 0.0742x + 0.0615
[<5)
§ 18 - R2=0.9986
a 16 -
D 14 i
e
S 12
£ 10 -
c 8
S 6
S 4
£z
8 0 T T 1
§ 0 0.5 1 15
Absorbans

Sekil 3.11. MCP-1 absorbans-konsantrasyon standart egrisi.
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3.9. Histopatolojik Analizler

Deney sonunda kalp ve damar dokulart %10’luk formaldehit igerisine alinarak
tespit edildi. Doku tespiti islemlerinden sonra hazirlanan parafin bloklardan, 4-5 um
kalinliginda kesitler alindi. Kalp kesitleri genel morfolojik yapinin belirlenmesi igin
hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu ile boyandi. Damar kesitlerine, genel
morfolojik yapmin belirlenmesi i¢in H-E boyama metodu ve elastik lamellerin
belirlenmesi i¢in orsein boyama metodu uygulandi (187).

Kalp kesitleri, miyokardiyumda interstisyel o6dem ve kardiyomiyosit
dejenerasyonu (yogun eozinofilik sitoplazma, piknotik niikleus) yoniinden incelendi.
x40’lik biiyiitmede rastgele secilen 10 alan histopatolojik degisikliklerin siddetine gore
saglam; 0, hafif; 1, orta; 2 ve siddetli; 3 olacak sekilde skorland1 (191).

Damar icin yapilan degerlendirmede; tiim alan incelenerek damar duvarinda
izlenen histopatolojik degisiklikler (diiz kas hiicrelerinde miyofibril kaybi, elastik lif
dejenerasyonu) siddetine gore saglam; 0, hafif; 1, orta; 2 ve siddetli; 3 olacak sekilde
x40’lik bliylitmede skorlandi. Ayrica, H-E boyama metodu uygulanan her kesitten
x20’lik biiyiitmede, rastgele 10 alan segilerek tunika intima-medya (TIM) kalinlig
olgtildii (192).

Analizler, Leica DFC-280 aragtirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz
Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.10. Orneklem Biiyiikliigii ve Gii¢c Analizlerinin Hesaplanmas: ve Istatistiksel

Analiz

Ayn1 deney modelinin kullanildig1 caligmalarda elde edilen sistolik KB degerleri
ve ESC/ESH’nin 2018 HT kilavuzundaki (9) hedef sistolik KB degerleri kullanilarak
hesaplanan 6rneklem biiytikliigii testinde tip 1 hata miktar1 (alfa) 0.05, testin giicii (1-
beta) 0.8, ve etki biiyiikliigii 0.78 iken bu test kullanilarak anlamli bir fark bulunabilmesi
i¢in gerekli olan minimum 6rneklem biiyiikliigii her bir grup i¢in 8 olmak iizere toplamda
40 olarak hesaplandi. Hesaplamalar, Inonii Universitesinin web tabanl &rneklem
biiyiikliigii ve gii¢ hesaplamalar1 uygulamasiyla yapildi (193).

Histopatolojik veriler haric istatistiksel analizler Jamovi programi ile yapilirken
damar kasilma-gevseme cevaplarin analizleri ise GraphPad Prism ver.8 kullanilarak
yapildi. Gruplar arasinda coklu karsilagtirma icin Welch diizeltmeli tek yonlii bir
ANOVA sonrasinda post-hoc Dunnett T3 testleri kullanildi. Veriler ortalama (%95
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Giiven Aralig1, Alt Simir-Ust Sinir) olarak sunuldu. Calismada, p degeri <0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi (191).

Histopatolojik verilere ait istatistiksel analizler i¢in SPSS istatistiksel yazilim
programi (SPSS for Windows version 22) kullanildi. Normal dagilim gosteren veriler,
gruplar arast ANOVA ve ikili gruplar arasi karsilagtirmalarda post-hoc Tukey testi ile
analiz edildi. Normal dagilim gostermeyen veriler i¢in parametrik olmayan testlerden
Kruskal Wallis varyans analizi tim degiskenler yoniinden gruplarin genel
karsilastirilmasinda kullanildi ve ikili gruplar arasi1 karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmesiyle Mann-Whitney-U testi ile yapildi. Veriler medyan (minimum-maksimum)
ve aritmetik ortalama+standart sapma olarak ifade edildi. Calismada, p degerinin 0.05’in

altinda oldugu durumlarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu kabul edildi

(187).
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarimin Viicut ve Kalp Agirhiklar:

Deney oOncesinde ratlar, basit randomizasyon teknigi ile gruplara dagitildi.
Dagitildiktan sonra Olgiilen rat agirliklart incelendiginde gruplar arasinda deney
oncesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05). Deneyin
sonlandirilmast asamasinda 6lgiilen rat agirliklarinda da gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05). Kontrol grubundaki ratlarin, 28 giinliik
deney siiresi boyunca grup ortalamasi olarak yaklasik 15 g agirlik kazanmalari, benzer
miktarlarda Ang II+ALA, Ang [I+AVE0991 ve Ang [I+ALA+AVEQ0991 gruplarinda da
gerceklesmis olup Ang II grubunda benzer durum goriilmedi. Son olarak, deney sonu
¢ikarilan tiim kalp dokusuna ait agirliklar ile kalp/rat viicut agirliklar1 gostergelerinde de

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Veriler Tablo 4.1°de sunuldu.

Tablo 4.1. Deney gruplarindaki rat viicut ve kalp agirliklarinin karsilastirilmasi.

Rat agirhg: Rat agirhg1  Kalp agirhgr  Kalp/Rat agirhgi
Degiskenler
(1.giin, mg) (29.giin, mg) (mg) (x1000)
Kontrol 370 (359-380) 386 (372-399) 1.30(1.2-1.4) 3.4 (3.2-3.5)
Ang Il 363 (353-372) 361 (351-372) 1.23(1.2-1.3) 3.4 (3.2-3.6)
Ang I1+ALA 368 (356-380) 379 (365-393) 1.30(1.2-1.4) 3.5(3.1-3.8)
Ang 11+
357 (343-370) 377 (365-390) 1.27 (1.2-1.3) 3.4 (3.2-3.5)
AVEQ0991
Ang I+ ALA
362 (350-375) 384 (373-396) 1.27 (1.2-1.3) 3.3(3.2-3.4)
+AVEQ0991

Veriler “ortalama (%95 Giiven Arahgi, Alt Sinir-Ust Smir)” olarak verilmistir.
Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.

4.2. Deney Gruplarimmin Su Tiiketim Miktarlar:

Deneyin 22-28. giinleri arasinda her bir kafes igerisindeki dort rata ait toplam su
tiikketimi giinliik olarak 6lciildii. Olgiimler belirtilen giin araliklarinda ayni saatte yapild.

Deney oncesi ve sonundaki rat agirliklarindaki artis ile de uyumlu olarak gruplardaki 7
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giinliik ortalama su tliketim miktarlar1 dikkate alindiginda Ang II grubunun belirgin
olarak daha az su tiikettigi goriildii (Tablo 4.2). Her bir kafeste 4 ratin bulunmasindan
dolay1 bireysel su tiiketim miktar1 igin istatistiksel analiz yapilamadan grup ortalama su

tuketim miktar1 sunuldu.

Tablo 4.2. Deneyde son 7 giine ait grup rat agirligina gore diizeltilmis su tiiketim
miktarlar.

7 gunliik ortalama

Degiskenler su tiikketim miktar: (ml)
Kontrol 467 (415-518)
Ang Il 405 (379-432)
Ang II+ALA 459 (420-497)
Ang I1+AVE0991 472 (437-507)
Ang I1+ALA+AVEQ0991 442 (417-467)

Veriler “ortalama (%95 Giiven Araligi, Alt Smir-Ust Sinir)” olarak verilmistir.
Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.

4.3. Hemodinamik Cevaplar

Sprague Dawley 1rki ratlara, 28 giin boyunca 80 ng/kg/dk infiizyon hizinda Ang |1
verildi. KB degerleri, kuyruk mangsonu pletismografisi ile dl¢iildii. Gruplar arasinda
calisma baslangicinda sistolik KB ve KH’de istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi
(p>0.05). Kontrol grubuna ait veriler incelendiginde, her iki belirte¢ agisindan da deney
stiresince yapilan o6l¢iimlerde benzer sonuglar elde edildi (p>0.05). Ang II uygulanan
gruplarda (Ang II, Ang II+ALA, Ang II+AVE(0991 ve Ang [I+ALA+AVE0991) 15. giin
Olctlilen ortalama sistolik KB degerleri sirastyla 173, 172, 172 ve 171 mmHg olarak
istatistiksel anlamli bir farkliliga ulastigir goriildii (p<0.05). 15. glinden sonra sonra
baslanan ALA, AVE(0991 ve kombinasyonlarinin sistolik KB {izerindeki etkileri Tablo
4.3’te ve Sekil 4.1°de gosterildigi gibi deney sonunda tedavi uygulanan gruplarda
ortalama sistolik KB’ler sirasiyla 136, 143 ve 119 mmHg olarak 6l¢iildii. Ang II+ALA
grubunda uygulanan 50 mg/kg ALA’nin Ang II+AVE0991 grubundaki 576 mcg/kg
AVE0991’e gore KB’yi istatistiksel olarak daha fazla diistirdiigii gézlendi (p<0.05). ALA
ve AVE0991’in kombine kullanildig1 grupta (Ang II+ALA+AVEQ0991) sistolik KB Ang
II+ALA ve Ang II+AVE(0991 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
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fazla diistiigii (p<0.05) ve Kontrol grubu verilerine benzer diizeylere ulagtigi goriildii

(p>0.05).

KH ile ilgili veriler incelendiginde ise Ang II uygulamasina bagli olarak ¢alisma

stiresince yapilan farkli 6lgtimler arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.3. Sistolik kan basinci ve kalp atim hizinin gruplarda zamanla degisimi.

Degisken 1. giin 15. giin 29. giin

Sistolik kan basinc1 (mmHg)
Kontrol 118 (117-120) 119 (117-121) 119 (117-121)
Ang Il 120 (118-122) 173 (170-176)? 168 (166-171)?
Ang I1+ALA 120 (118-122) 172 (169-176)* 136 (134-139)2P

Ang I1+AVE0991

119 (117-122)

172 (169-175)°

143 (141-145)2bC

Ang I1+ALA+AVEQ0991

119 (117-121)

171 (169-173)°

119 (117-121)Pcd

Kalp atim hiz1 (atim/dKk)

Kontrol

314 (308-319)

323 (316-329)

311 (303-319)

Ang 11

318 (312-323)

330 (325-336)

318 (310-326)

Ang II+ALA

315 (309-320)

326 (321-331)

317 (307-327)

Ang I1+AVE0991

316 (311-321)

322 (317-327)

315 (305-325)

Ang I1+ALA+AVEQ0991

320 (315-325)

325 (319-330)

320 (310-329)

Veriler “ortalama (%95 Giiven Araligi, Alt Smir-Ust Sinir)” olarak verilmistir.
2 p<0.05 vs. Kontrol grubu, °: p<0.05 vs. Ang Il grubu, ¢: p<0.05 vs. Ang lI+ALA grubu, % p<0.05 vs. Ang

I1+ALA+AVE0991 grubu.

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.
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Sekil 4.1. Bireysel hemodinamik parametrelere ait degerler.

2 p<0.05 vs. Kontrol grubu, ®: p<0.05 vs. Ang 11 grubu, & p<0.05 vs. Ang II+ALA grubu, % p<0.05 vs. Ang
II+ALA+AVE0991 grubu. Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.
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4.4. Torasik Aort Kasilma-Gevseme Cevaplari
4.4.1.Fenilefrin Kasilma Cevaplan

Phe uygulamasi, torasik aort dokularinlarda uygulanan konsantrasyonlara bagli
olarak kasilmalar olusturdu. Gruplara ait Phe kasilma cevaplari, agirlik cinsinden mg
olarak (Tablo 4.4) ve yiizde olarak (Tablo 4.5) ayr1 ayr1 sunuldu. Sadece Ang Il uygulanan
grupta, sadece en diisiik konsantrasyon olan 3x10° M/L uygulandiginda diger gruplarin
ayni konsantrasyonlardaki kasilma miktar1 (mg) ve yiizdeleri agisindan diger gruplara
gore anlamli bir yiikselme gozlendi (p<0.05). Bununla birlikte, ayni grupta Phe’nin ilk 3
konsantrasyon degerlerinde uygulanmasi egriyi sola kaydirsa da (Sekil 4.2) istatistiksel
olarak anlamli bir farklili§a ulasmadi (p>0.05). Ang [I+ALA+AVE0991 grubundaki
kasilma degerleri tiim Phe konsantrasyonlarinda Ang II grubu ile kiyaslandiginda daha
az kasilma ile sonuglanirken ancak sadece 10® ve 3x10® Phe konsantrasyonlarinda mg
olarak kasilma miktari, Ang II grubuna kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptand1 (p<0.05). Ang II+AVE0991 grubunda, Ang II grubunda oldugu gibi
egrinin tim Phe konsantrasyonlarda sola kaymis olmasi dikkat ¢ekici olsa da gruplar
arasinda mg ve yiizde olarak karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga

ulagmadi (p>0.05).
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Tablo 4.4. Fenilefrin kasilma cevaplari (mg).

Konsantrasyonlar Ang I+  Ang I+ Ang 11+
(M/L) Kontrol - Ang Il ALA  AVE0991 ALA+AVE0991
1.00E-09 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
3.00E-09 189491  536+155%  203+46  341+81 73+310¢
1.00E-08 737£157  1077£160  549+108 1191£101¢  306+85P¢
3.00E-08 1340£150 1268+162 939+105 1462+105°  706+12124
1.00E-07 1763+138  1445+138 1235+113  1640+129 1197+141
3.00E-07 19794140 1598+138 1444+109 1781+153 1450+159
1.00E-06 2229+164 1772+134 1613+110  1851+150 1491+165
3.00E-06 2358+176 1873+134 1671+110 1915+156 1550+179
1.00E-05 2437+194 1926+133 1698+108 1931+155 1587+176
3.00E-05 24644203 1946+135 1736+102 1946+153 1610+178
1.00E-04 24934212 1966+135 1746+103 1951151 1621+178

Veriler “ortalamatstandart hata” olarak verilmistir.
2 p<0.05 vs. Kontrol grubu, ®: p<0.05 vs. Ang Il grubu, ¢ p<0.05 vs. Ang I1I+ALA grubu, % p<0.05 vs.
Ang [1+AVE0991 grubu.

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.

53



Tablo 4.5. Fenilefrin kasilma cevaplari (%).

Konsantrasyonlar Ang I+  Angll+ Ang 11+
(M/L) Kontrol = Ang 1l ALA  AVE0991 ALA+AVE0991
1.00E-09 0+0 0+0 00 00 0+0
3.00E-09 7.6£3.6  273+£7.9° 11.682.6 17.5+4.1 4.5+1.90¢
1.00E-08 20.6+6.3 54.848.2 31462  61.0+£5.2 18.9+5.2
3.00E-08 53.7£6.0  64.5£82  53.8+6.0 74.9+5.4 43.6+7.5
1.00E-07 70.7£5.5  73.5£7.0  70.7+6.5  84.0£6.6 73.8+8.7
3.00E-07 79.4+5.6  81.3+7.0 82.7+63  91.3%7.8 89.4+9.8
1.00E-06 89.4£6.6  90.1+6.8  92.4+63  94.9+7.7 91.9+10.2
3.00E-06 94.6+7.1 953+6.8 95763  98.2+8.0 95.6+11.0
1.00E-05 97.7+7.8  98.0£6.8 97.3£62  99.0+8.0 97.9+10.9
3.00E-05 98.8+8.1  99.0£6.9 99.4+58  99.8+7.8 99.3+11.0
1.00E-04 100£8.5  100+£6.9  100£5.9  100+7.8 100+11.0

Veriler “ortalamatstandart hata” olarak verilmistir.
3 p<0.05 vs. Kontrol grubu, ®: p<0.05 vs. Ang Il grubu, ¢ p<0.05 vs. Ang I1+ALA grubu.

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.
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Sekil 4.2. Fenilefrin konsantrasyon-cevap egrisi.

a: Belirtilen konsantrasyon degerinde Kontrol grubu ile Ang II grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulundu (p<0.05).

b: Belirtilen konsantrasyon degerinde Ang II grubu ile Ang IItALA+AVE0991 grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulundu (p<0.05).

c: Belirtilen konsantrasyon degerinde Ang II+ALA grubu ile Ang II+ALA+AVE0991 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.05).

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin, Phe: Fenilefrin.

4.4.2.Fenilefrin pD; ve Maksimal Kasilma Cevaplari

pD2 degerleri karsilastirildiginda Ang II+AVE0991 grubunda, Ang II grubu harig¢
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde daha yiiksek oldugu gézlendi
(p<0.05). Emax degerleri karsilastirildiginda ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0.05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Fenilefrin i¢in pD2 ve Emax degerleri.

Ang 11+ Ang 1+ Ang I+

Degiskenler Kontrol Ang 11
ALA AVE0991  ALA+AVE(0991

pD2 7.47+0.08 7.83+0.10 7.52+0.07 8.01+0.07%P 7.41£0.09¢

Emax 2493+212  1966+135 1746+103  1951+151 1621£178

Veriler “ortalamaz+standart hata” olarak verilmistir.
2: p<0.05 vs. Kontrol grubu, ®: p<0.05 vs. Ang I1+ALA grubu, ¢ p<0.05 vs. Ang l1+AVEQ0991 grubu.
Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.

4.4.3. Asetilkolin Gevseme Cevaplari

[zole organ banyosunun baslangic  asamasinda  uygulanan  farkli
konsantrasyonlardaki Phe uygulamalari ile elde edilen kasilma cevaplarindan hesaplanan
submaksimal dozlar ile ©6n kasilma saglandi ve Tablo 3.3’te belirtilen Ach
konsantrasyonlar uygulanarak gevseme cevaplart kayit altina alindi. Gevseme cevaplari
agirlik olarak mg (Tablo 4.7) ve ylizde olarak (Tablo 4.8) ayri tablolarda verildi.
Submaksimal doza verilen cevaplar karsilastirildiginda Ang II+ALA ve Ang
II+ALA+AVEQ991 gruplarindaki cevaplarin diger gruplara kiyaslandiginda diisiik
oldugu gozlendi (p>0.05). Artan konsantrasyonlarda uygulanan Ach’ye bagli olarak mg
olarak cevaplarda 107, 10, 10" ve 10** konsantrasyonlarda Ang I1+ALA grubundaki ve
108, 107, 10®, 10 ve 10™* konsantrasyonlarda ise Ang II+ALA+AVE0991 grubundaki
cevaplarin Ang II grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildi
(p<0.05). Ach gevseme cevaplart ylizde olarak karsilastinldiginda ise ayni
konsantrasyonlarda Ang II grubundaki gevseme cevaplarin diger gruplara gore daha az
oldugu (p>0.05), terapétik ilag uygulanan gruplarda ise gevseme cevaplarinin Ang II

grubuna gore daha fazla oldugu tespit edildi (p>0.05) (Sekil 4.3).
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Tablo 4.7. Ach gevseme cevaplari (mg).

Konsantrasyonlar Ang I+  Angll+ Ang 11+
Kontrol Ang 11

(M/L) ALA AVEQ0991 ALA+AVE0991

Submax 2148+348 2173+191 1586148 2140+267 1557+180

1.00E-09 2003+£364 2066+183 1463+132 1937+235 1297+173

1.00E-08 1801£355 2005+177 1320154 17514+208 1098+1612

1.00E-07 1506+339 1808+143 941+119% 1305+164 749+1222

1.00E-06 1215+338  1490+£76  502+156% 848+1242 3364982

1.00E-05 9974300  1047+76  315+133%  626+123 2384912

1.00E-04 821+244 901+86 3061278 574+123 2254812

Veriler “ortalama+standart hata” olarak verilmistir.

2 p<0.05 vs. Ang Il grubu.

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin I, ALA: Alamandin.

Tablo 4.8. Ach gevseme cevaplari (%).

Konsantrasyonlar Ang ll+  Ang I+ Ang 11+
Kontrol Ang 11

(M/L) ALA AVEQ0991 ALA+AVE0991

Submax 100£26.0 100+15.0 100£12.0 100+£17.0 100£13.0

1.00E-09 89.1£27.0 91.5+£14.0 90.4+10.0 87.0£15.0 80.5+13.0

1.00E-08 73.8427.0 86.8£14.0 79.2+£12.0 75.2+13.0 65.6+12.0

1.00E-07 51.6£26.0 71.3%11.0 49.6£9.0 46.7+10.0 39.449.0

1.00E-06 29.7425.0 46.3+6.0 15.3£12.0 17.5+8.0 8.3+£7.02

1.00E-05 13.2+23.0 11.5£6.0  0.7+10.0 3.3£8.0 0.9+7.0

1.00E-04 0+18.0 0£7.0 0£10.0 0£8.0 0+6.0

Veriler “ortalama+standart hata” olarak verilmistir.
2 p<0.05 vs. Ang Il grubu.

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.
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Sekil 4.3. Ach konsantrasyon-cevap egrisi.

a: Belirtilen konsantrasyon degerinde Ang II grubu ile Ang II+ALA+AVE0991 grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.05).
Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin, Ach: Asetilkolin.

4.4.4. Asetilkolin pD; ve Maksimal Gevseme Cevaplari

Izole organ banyosu siirecinde Ach’nin torasik aortta meydana getirdigi
maksimum gevseme cevabini tanimlayan Emax degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.9). Maksimum gevseme cevabinin yarisina
ulastiran pD2 degerleri incelendiginde, Ang II grubunda Kontrol grubuna goére belirgin
bir azalma gozlenirken; Ang II+ALA, Ang II+AVE0991 ve Ang II+ALA+AVE0991
gruplarinda ise Ang II grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig bulundu (p<0.05).
Ang II+ALA+AVEQ0991 grubundaki pD: degeri, Ang II+ALA ve Ang II+AVE0991

gruplarina gore artmigsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga ulagmadi

(p>0.05).
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Tablo 4.9. Ach i¢in pD2 ve Emax degerleri.

Ang 11+ Ang I+ Ang 1+
Degiskenler  Kontrol Ang 11
ALA AVE0991 ALA+AVE0991
pD2 6.93+0.58  6.29+£0.22  7.08+0.21*  7.17+0.23% 7.52+0.202
Emax 1327+135  1273+190  1280+136 1566186 1331£150

Veriler “ortalamaz+standart hata” olarak verilmistir.
2 p<0.05 vs. Ang Il grubu.
Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.

4.5. Kalp ve Damar Dokularinin Biyokimyasal Analiz Sonuclari
4.5.1. ACE-2 Diizeyleri

Calismamizda, ALA ve AVE0991 uygulamalarinin ACE-2 diizeyleri iizerindeki
etkilerini gérmek amaciyla kalp ve torasik aort dokularindan ELISA ile ACE-2 diizeyi
tayini yapildi (Tablo 4.10). Kardiyak ACE-2 diizeyleri, Ang II grubunda Kontrol grubuna
gore benzerdi (p>0.05). Ang II+ALA, Ang II+AVE0991 ve Ang II+ALA+AVE(0991
grubunda kalp dokusundaki ACE-2 diizeylerinde Ang II grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlenmedi (p>0.05).

Torasik aort dokusunda ise Ang Il grubundaki ACE-2 diizeyleri, Kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma ile sonuglandi (p<<0.05). Bu azalma, AVE0991
ve ALA+AVE(0991 uygulamalariyla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde Kontrol
grubuna ait degerlere ulast1 (p<0.05).

Tablo 4.10. Kalp ve damar dokusunda ACE-2 diizeyleri.

Kardiyak ACE-2 Aort ACE-2
Degiskenler ) .

(ng/mg protein) (ng/mg protein)
Kontrol 14.6 (14.0-15.3) 17.9 (17.3-18.4)
Ang Il 14.3 (13.9-14.8) 15.5 (15.1-15.9)?
Ang II+ALA 15.6 (15.0-16.2) 16.4 (15.5-17.4)

Ang 11+AVE0991

15.1 (14.4-15.8)

17.7 (17.2-18.3)°

Ang I1+ALA+AVEQ0991

15.3 (14.3-16.3)

20.7 (19.6-21.8)°

Veriler “ortalama (%95 Giiven Arahgi, Alt Sinir-Ust Smir)” olarak verilmistir.

3: p<0.05 vs. Kontrol grubu, °: p<0.05 vs. Ang Il grubu.
Kisaltmalar: ACE-2: Anjiyotensin doniistiiriici enzim-2, Ang Il: Anjiyotensin 11, ALA: Alamandin.




4.5.2.CYP-A Diizeyleri

Enflamasyon ve oksidatif stres mevcudiyetinde endotel ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri tarafindan salinan ve hiicre-i¢i bir protein olan CYP-A’nin ALA ve AVE(0991
uygulamalarma verdigi cevap ELISA tayini yapilarak arastirildi (Tablo 4.11). Ang 11
uygulamasina bagli olarak Ang II grubundaki kalp ve torasik aort dokularindaki CYP-A
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artmis bulundu (p<0.05). Sadece ALA ve
AVEQ0991 uygulamalarina bagh olarak her iki dokudaki CYP-A diizeyleri, Ang II
grubuna gore anlamli bir sekilde azaldi (p<0.05). Kalp dokusundaki CYP-A diizeyleri
Kontrol grubu degerlerine benzer iken (p>0.05) aort dokusundaki CYP-A diizeyleri
istatistiksel olarak daha yiiksek degerlerde tespit edildi (p<0.05). ALA ve AVE(0991’in
kombine uygulandigi Ang I[I+ALA+AVE0991 grubunda kalp ve damar dokularindaki
CYP-A diizeylerinde belirgin bir azalma ile tespit edilmesinin yaninda bu azalma kalp
dokusunda Ang II grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir farkliliga ulasmamis olup

(p>0.05) aort dokusunda ise anlamli bir farkliliga ulast1 (p<0.05).

Tablo 4.11. Kalp ve damar dokusunda CYP-A diizeyleri.

Kardiyak CYP-A Aort CYP-A
Degiskenler ) )

(ng/mg protein) (ng/mg protein)
Kontrol 1.53 (1.45-1.60) 1.83 (1.68-1.99)
Ang 11 1.78 (1.68-1.87)? 2.84 (2.69-2.99)?
Ang I1+ALA 1.55 (1.49-1.62)" 2.20 (2.08-2.33)2P
Ang I1+AVE0991 1.51 (1.44-1.59)° 2.33 (2.17-2.48)*P
Ang I1+ALA+AVE0991 1.62 (1.54-1.70) 2.38 (2.16-2.59)°

Veriler “ortalama (%95 Giiven Arahgi, Alt Sinir-Ust Smir)” olarak verilmistir.
2 p<0.05 vs. Kontrol grubu, °: p<0.05 vs. Ang Il grubu.
Kisaltmalar: CYP-A: Siklofilin-A, Ang II: Anjiyotensin I, ALA: Alamandin.

4.5.3.NOX-4 Diizeyleri

NOX-4, basta vaskiiler dokularda olmak iizere beyin, kalp gibi bircok dokudaki
baslica oksidatif stres kaynaklarindan biridir. Gerek sadece Ang II uygulanan HT
grubunda gerekse ALA, AVE0991 ve kombinasyonlarinin uygulandigi gruplarda NOX-
4 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Kalp ve damar dokusunda NOX-4 diizeyleri.

Kardiyak NOX-4 Aort NOX-4
Degiskenler . .

(ng/mg protein) (ng/mg protein)
Kontrol 8.19 (7.6-8.7) 8.38 (7.5-9.3)
Ang 11 8.84 (6.4-11.3) 10.91 (8.6-13.2)
Ang II+ALA 7.86 (6.8-9.0) 9.53 (8.4-10.6)
Ang I1+AVEQ991 8.19 (6.7-9.6) 9.84 (8.6-11.1)
Ang I1+ALA+AVE0991 7.47 (6.7-8.2) 10.43 (8.3-12.5)

Veriler “ortalama (%95 Giiven Araligi, Alt Smir-Ust Sinir)” olarak verilmistir.

Verilerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Kisaltmalar: NOX-4: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz-4, Ang II: Anjiyotensin Il, ALA:

Alamandin.

4.5.4.L.OX Diizeyleri

Ekstraseliiler matriks proteinlerinin ¢apraz bagl kararli durumlarini saglayan ve
saglam damar yapisinda onemli bir rolii olan LOX enziminin semi-kantitatif 6l¢iim
sonuclar1 Tablo 4.13’te paylasildi. Calismamizda, 80 ng/kg/dk Ang Il inflizyon dozunun
LOX aktivitelerinde Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige
sebep olmadigi goriildii (p>0.05). Benzer sekilde, Ang II+ALA, Ang I[I+AVE0991 ve
Ang [I+ALA+AVEQ0991 gruplarinda da Ang II grubuna gore benzer degerler saptandi

(p>0.05).

Tablo 4.13. Kalp ve damar dokularindaki semi-kantitatif LOX diizeyleri.

Kardiyak LOX Aort LOX
Degiskenler

(rolatif aktivite) (rolatif aktivite)
Kontrol 3.34 (3.1-3.6) 2.54 (2.2-2.9)
Ang 11 3.60 (3.2-4.0) 2.76 (2.4-3.1)
Ang I1+ALA 4.09 (3.6-4.5) 3.29 (2.7-3.8)
Ang I1+AVE0991 3.84 (3.6-4.1) 3.64 (2.9-4.3)
Ang I1+ALA+AVEQ0991 3.49 (3.1-3.8) 3.37 (2.8-3.9)

Veriler “ortalama (%95 Giiven Arahigi, Alt Sinir-Ust Smir)” olarak verilmistir.

Verilerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Kisaltmalar: LOX: Lizil oksidaz, Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.




4.5.5.MCP-1 Diizeyleri

Kalp ve aort dokularindaki MCP-1 diizeylerindeki artis, HT basta olmak {izere
bircok kardiyolojik hastaliklarda sorumlu mekanizmalardan biri olarak kabul
edilmektedir. Calismamizda, Ang II grubuna ait kalp dokularindaki MCP-1 diizeyleri
belirgin sekilde artmis olarak bulundu (p<0.05). Ang I[I+ALA, Ang I[I+AVE0991 ve Ang
II+ALA+AVE0991 gruplarindaki kardiyak MCP-1 diizeyleri Ang II grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gdsterdi (p<0.05). Ang [I+AVE0991 ve
Ang II+ALA+AVEQ0991 gruplarindaki azalma, Kontrol ve Ang II+ALA gruplar ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga ulasti (p<0.05) (Tablo 4.14).
Torasik aort dokularindaki MCP-1 diizeylerinin tayini, homojenizasyon siirecindeki

yasanan yontemsel sorunlardan dolay1 yapilamadi.

Tablo 4.14. Kalp dokusunda MCP-1 diizeyleri.

Kardiyak MCP-1

Degisken (pg/mg protein)
Kontrol 1.49 (1.2-1.7)
Ang Il 3.18 (2.7-3.6)
Ang l1+ALA 1.77 (1.4-2.2)°
Ang 11+AVE0991 0.80 (0.5-1.1)*"¢
Ang lI+ALA+AVE0991 0.73 (0.5-0.9)*"¢

Veriler “ortalama (%95 Giiven Araligi, Alt Smir-Ust Sinir)” olarak verilmistir.
3 p<0.05 vs. Kontrol grubu, ®: p<0.05 vs. Ang Il grubu, ¢ p<0.05 vs. Ang I1+ALA grubu.
Kisaltmalar: MCP-1: Monosit kemoatraktan protein-1, Ang Il: Anjiyotensin Il; ALA: Alamandin.

4.5.6.MMP-2 Diizeyleri

Kalp ve aort dokularinda 6nemli bir jelatinaz olan MMP-2"nin kalp ve torasik aort
dokularindaki diizeyleri ELISA yontemi ile tayin edildi. Ang II grubundaki kardiyak
MMP-2 diizeyleri, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma
gostermis olup (p<0.05) bu azalma Ang I[+AVE0991 ve Ang II+ALA+AVE(0991
gruplarinda daha belirgin idi (p<0.05). Diger yandan torasik aort dokularindaki MMP-2
diizeyleri incelendiginde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15. Kalp ve damar dokusunda MMP-2 diizeyleri.

Kardiyak MMP-2 Aort MMP-2

Degiskenler ) ]
(ng/mg protein) (ng/mg protein)

Kontrol 8.92 (8.6-9.3) 8.54 (7.8-9.2)
Ang Il 8.04 (7.7-8.3)* 8.38 (7.6-9.1)
Ang I1+ALA 8.25 (7.7-8.8) 9.09 (8.6-9.6)
Ang I1+AVE0991 7.68 (7.5-7.9)2P 9.03 (8.4-9.7)
Ang I1+ALA+AVE0991 7.54 (7.1-8.0) 9.03 (8.2-9.9)

Veriler “ortalama (%95 Giiven Arahgi, Alt Sinir-Ust Smir)” olarak verilmistir.
2 p<0.05 vs. Kontrol grubu, °: p<0.05 vs. Ang Il grubu.
Kisaltmalar: MMP-2: Matriks metalloproteaz-2, Ang Il: Anjiyotensin 1l, ALA: Alamandin.

4.5.7.MMP-9 Diizeyleri

Kalp ve torasik aort dokular1 incelendiginde MMP-9 degerleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Kalp ve damar dokusunda MMP-9 diizeyleri.

Kardiyak MMP-9 Aort MMP-9
Degiskenler . .
(ng/mg protein) (ng/mg protein)

Kontrol 1.55 (1.5-1.6) 1.68 (1.6-1.8)
Ang 11 1.55 (1.5-1.6) 1.86 (1.7-2.0)
Ang I1+ALA 1.45 (1.4-1.5) 1.85 (1.8-1.9)
Ang I1+AVEQ0991 1.56 (1.4-1.7) 1.86 (1.8-1.9)
Ang I1+ALA+AVE0991 1.48 (1.4-1.6) 1.95 (1.8-2.1)

Veriler “ortalama (%95 Giiven Arahgi, Alt Sinir-Ust Smir)” olarak verilmistir.
Verilerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamigtir (p>0.05).
Kisaltmalar: MMP-9: Matriks metalloproteaz-9, Ang Il: Anjiyotensin Il, ALA: Alamandin.

4.6. Histopatolojik Bulgular
4.6.1.Kalp

Kalp kesitleri miyokardiyumda interstisyel o6dem ve kardiyomiyosit

dejenerasyonu yoniinden degerlendirildi. Kontrol grubunda hafif diizeydeki degisiklikler
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disinda miyokardiyum normal histolojik goriiniimde izlendi (Sekil 4.4A). Diger yandan,
Ang Il grubunda basta interstisyel 6dem olmak {izere yer yer kardiyomiyosit
dejenerasyonunun varligi dikkat ¢ekti. Ang Il grubunda izlenen bu degisikliklerin (Sekil
4.4B) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yliksek oldugu tespit edildi (p<0.0001).

Ang II+AVE0991 ve Ang II+AVE0991+ALA gruplarinda histopatolojik
degisikliklerin Ang II grubu ile karsilastrildiginda belirgin olarak azaldigi izlendi
(p<0.05) (Sekil 4.4C ve E). Ote yandan, ALA grubunda interstisyel ddem ve
kardiyomiyosit dejenerasyonunun Ang II grubuna benzer sekilde devam ettigi gozlendi
(Sekil 4.4D). Ang II+ALA grubunda izlenen histopatolojik degisikliklerin Ang
[I+AVE0991 ve Ang II+AVE0991+ALA gruplarina gore istatistiksel olarak yiiksek
oldugu saptandi (p<0.05). Histopatolojik degisiklikler yoniinden Ang II+AVE0991 ve
Ang I[I+AVE0991+ALA gruplarinin ise benzer oldugu tespit edildi.

Miyokardiyumun histopatolojik degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.17’de sunuldu.

Tablo 4.17. Miyokardiyal dokuya ait histopatolojik skorlar.

Gruplar Histopatolojik skor
Ortanca (min-maks)
Kontrol 0 (0-1)
Ang I 2 (0-3)
Ang II+ALA 2 (0-3)
Ang 11+AVE0991 1 (0-3)>¢
Ang I1+ALA+AVE0991 1 (0-3)>¢

Veriler “ortanca (minimum-maksimum)” olarak verilmistir.

2 p<0.0001 vs. Kontrol grubu, ®: p<0.05 vs. Ang Il grubu, & p<0.05
vs. Ang lI+ALA grubu.

Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin.
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[I+ALA+AVE0991 (E) gruplarinda miyokardiyal dokunun goriiniimii.

Ang II grubunda belirgin sekilde interstisyel ddem (oklar) izlenmekte. Ang II+ALA grubunda interstisyel
6demin (oklar) Ang IT grubuna benzer sekilde devam ettigi, Ang [I+AVE0991 ve Ang [I+ALA+AVE(0991
gruplarinda ise Ang II grubuna gore belirgin olarak azaldigi (oklar) dikkati ¢gekmekte. H-E; x20.
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4.6.2.Damar

Tim gruplarda damar duvari, bazi kas hiicrelerinde hafif diizeydeki miyofibril
kaybr disinda normal histolojik goriiniimde izlendi (Sekil 4.5). Ortalama TiM
kalinliklarinin da tiim gruplarda benzer oldugu tespit edildi (Sekil 4.6).

Sekil 4.5. Kontrol (A), Ang Il (B), Ang 1I+AVEQ0991 (C), Ang II+ALA (D) ve Ang
II+ALA+AVE0991 (E) gruplarinda damar duvarinin goriiniimdi.

Kesikli cizgiler TIM e isaret ediyor. H-E, x 20.
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Sekil 4.6. Kontrol (A), Ang Il (B), Ang lI+AVE0991 (C), Ang II+ALA (D) ve Ang
[I+ALA+AVE0991 (E) gruplarinda damar duvarinin goriiniimii.

Oklar elastik lamellere isaret ediyor. Orsein x20.

Damar duvarinin histopatolojik degerlendirme sonuclar1 ve TIM kalinliklar1 Tablo
4.18’de verildi.
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Tablo 4.18. Damar dokusuna ait histopatolojik skorlar ve TIM kalinlig:.

Gruplar Histopatolojik skor TIM (um)
Ortanca (min-maks) Ortalama+Std Sapma

Kontrol 0 (0-1) 100.6+18.0

Ang I 0 (0-1) 99.7+10.3

Ang I1+ALA 0 (0-1) 98.0+10.7

Ang 11+AVE0991 0 (0-0) 97.5+12.7

Ang 11+ALA+AVE0991 0 (0-1) 100.1+14.1

Veriler “ortanca (minimum-maksimum)” olarak verilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamuistir (p>0.05).
Kisaltmalar: Ang II: Anjiyotensin II, ALA: Alamandin, TIM: Tunika intima-media
kalinlig1.




5. TARTISMA

HT, diinya capinda tiim nedenlere bagli oliimler incelendiginde 6nde gelen
Onlenebilir risk faktoridiir (88). Mills ve arkadaslarinin 90 farkli iilkeden 135 ¢alismay1
dahil ederek yaptiklar1 ¢alismada, 2010 yilinda yaklasik 1.38 milyar insanin (kiiresel
yetiskin niifusun %31.1'1), HT’ye sahip oldugu ongorilmiistir (194). HT prevalansi,
niifusun yaglanmasi, diyet tercihleri ve sedanter yagam tarzi gibi risk faktorleri nedeniyle
de kiiresel olarak yayginligi1 artmaktadir (59). Mevcut tedavi yontemlerine ek olarak yeni
tedavi hedeflerinin belirlenebilmesi, ampirik tedaviden 6te hastalik patofizyolojisini de
diizeltmeye yonelik yeni farmakolojik tedavilerin belirlenebilmesi igin farkli deneysel
calisma protokolleri devam etmektedir.

Ang II, FDA tarafindan 2017 yilinin sonunda septik soklu hastalarda KB’yi
yiikseltmek igin kullanilmasi amaciyla onaylanmistir (195). Bilindigi {izere, bu hasta
profilinde mevcut durumda yeterli sivi destegi saglandiktan sonra norepinefrin (NE),
epinefrin, Phe, dopamin ve vazopressin gibi ilaglar kullanilmaktadir (196). Sentetik insan
Ang II'si (Giapreza, La Jolla Pharmaceuticals) ATHOS-3 klinik ¢calismasindan elde edilen
veriler sonrasinda onaylanmustir (197, 198). Bu ¢alismada, Ang II dozunun 20 ng/kg/dk
ile baglanarak 80 ng/kg/dk dozunu ge¢meyecek sekilde titre edilmesi 6nerilmektedir. Ang
IT alan hastalarin, plasebo alan hastalarda goriilenden 75 mmHg'lik bir ortalama arter
basincina veya ortalama arter basincinda 10 mmHg'lik bir artisa ulasma olasiliginin
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Calismamizda, hedeflenen yiiksek sistolik KB degerlerini elde edebilmek i¢in Ang
IT (80 ng/kg/dk) ile indiiklenmis HT modeli tercih edilmistir. Ang II ile indiiklenmis HT
modeli, ilag¢ ile indiiklenmis HT modelleri arasinda en yaygin kullanilan modellerden
biridir (12). Ancak KB iizerindeki etkileri, doz ve siire bagimli uygulamasiyla farklilik
gostermektedir. Ornegin, 80 ng/kg/dk infiizyon hizinda 14 giin boyunca uygulanan Ang
Il uygulamasi sonrasi sistolik KB’nin, 115 mmHg’dan 186 mmHg’ya yiikseldigi
bildirilmistir (199). Bir baska ¢alismada, 4.2 ng/kg/dk inflizyon hizinda 3 hafta boyunca
Ang II verilmis ve KB 115 mmHg’dan 145 mmHg diizeyine yiikselmistir (136). Bir diger
calismada, 200 ng/kg/dk infiizyon hizinda 2 hafta boyunca osmotik pompa ile Ang II
uygulanan Sprague Dawley irki ratlarda sistolik KB degerleri Kontrol grubunda 144
mmHg iken Ang II grubunda 201 mmHg olarak Ol¢iilmiistiir (200). Phillips ve
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arkadaslarinin, Ang II ile olusturulmus deneysel anevrizma modelinde 1000 ng/kg/dk
inflizyon hizinda verilmis ve 14. giin dlgiilen sistolik KB degeri 210 mmHg olarak
saptanmustir (201).

Ang IT uygulamasinin, dogrudan KB artisina yol agan etki mekanizmalari arasinda
TPD, aldosteron salimi ve indirekt olarak kardiyak output iizerindeki artig etkisi olarak
Ozetlenebilir. Daha 6nce de belirtildigi lizere; ortalama KB, kardiyak output ve TPD’nin
carpimi ile elde edilmektedir. Kardiyak output ise KH ve atim hacmi (stroke voliim)
carpimi sonucu elde edilir. Calismamizda, Ang II uygulanan ratlarda yiikselen sistolik
KB ve KH’de istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis ile gerceklestiginden kalbin
kronotropisinden bagimsiz bir etki ile olustugu goézlendi. Bu durum, KB’deki artisa sebep
olan mekanizmanin atim hacmi ve/veya artmis TPD kaynakli oldugunu gostermektedir.
Ang II’'nin atim hacmi {lizerindeki etkisi, kalpteki sempatik sinir uglarindan ve adrenal
medulladan NE salimini artirarak gergeklesir (202-204). Hiicresel olarak ise Ang II,
ATIR iizerinden Gq, Gi ve Go proteinlerini aktive eder. Agonist-bagli reseptoér, G
proteininin o-alt biriminde GTPmin GDP’ye doniisiimiine neden olur. GTP-Gqa
kompleksi daha sonra fosfolipaz C'yi uyarirken Gj proteini, adenilat siklazi inhibe eder;
Go proteini néronal w-konotoksin duyarl: kalsiyum kanallarini inhibe eder ve bogmaca
toksinine duyarli G proteinleri, L-tipi Ca*? kanallarmi agar. a-alt biriminin intrinsik
GTPaz aktivitesi, GTP'yi inaktif GDP'ye hidrolize ederek aktivasyon dongiisiinii
sonlandirir.  Sonug olarak, doz-bagimli vazokonstriksiyon, enflamasyon, vaskiiler
proliferasyon ve kardiyak remodeling gibi etkiler ortaya ¢ikar (205).

Ang II+ALA+AVE(0991 grubunda sistolik KB’nin, Ang I[[+ALA ve Ang
II+AVEQ0991 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla diismiis
olmasi, MrgD’nin Mas reseptoriine ilaveten ek bir KB diisiisii sagladigini1 géstermektedir.
Bu durumun bir diger muhtemel nedeni, Jesus ve arkadaglarinin yaptig1 caligma (179) ile
uyumlu olarak ALA’nin AVE0991’den farkli olarak AMPK/NO yolagini da aktive
etmesinden kaynaklanabilir. S6z konusu calismada, MrgD’nin ALA ile iliskili
AMPK/NO yolag: aktivasyonunun AVE0991’in Mas reseptoriinden bagimsiz olarak
gerceklestigi; Mas geni silinmis miyositlerde ALA’nin AMPK/NO yolaginin korunmus
olmas1 ve Mas antagonisti A-779’un ALA’nin bu etkisini ortadan kaldiramamasi olarak
aciklanmistir. Caligsmamizdaki tiim veriler birlikte incelendiginde ALA’nin RAAS i¢inde
MrgD iizerinden yeni ve onemli bir koruyucu yolak ile iligkili oldugu hipotezini ve

Lautner ve arkadaglarinin ALA’y1 kesfi ile baslayan siireci destekler niteliktedir (176).
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Anke ve arkadaglari, erkek Sprague Dawley irki ratlarda, plazma Ang II diizeyi ile
su icme cevabi arasindaki iliskisini arastirdiklar1 calismada, 100 ng/kg/dk infiizyon
hizindan yiiksek Ang IT uygulanan gruplarda su i¢gme refleksinin arttigini ancak 25, 50 ve
75 ng/kg/dk dozlarda belirgin olarak etkilenmedigini bildirmistir (206). Calismamizda,
deney sonu 6l¢iilen su tiikketim miktarlar1 dl¢iildigiinde Ang II grubunda diger gruplara
gore daha az su tiketim miktar1 muhtemelen Ang II uygulamasina bagli ATIR
aktivasyonu ile artan aldosteron miktarina bagl olarak Na* tutulumunun artmasi ve buna
bagl olarak H,O’nun atilimindaki azalma ile iligkili olabilir. Zhuo ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢aligmada, 80 ng/kg/dk infiizyon hizinda Ang II uygulamasinin 14. giin sonunda
24 saatlik idrardaki idrar Na* diizeyi, Kontrol grubunda 1.91 mmol iken 1.64 mmol’e
gerilemistir (199). Bu da c¢alismamizdaki KB artisinda Ang II uygulamasina bagl
aldosteron salimindaki artisin da katkisinin olma ihtimalini géstermektedir.

Calismamizda, Phe kasilma cevaplart incelendiginde Ang II+AVE0991
grubundaki pD> degerinin Ang II grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gostermesinin muhtemel bir agiklamasi AVE0991°in Ang II varliginda parsiyel agonistik
etki gostermesi olabilir. Bu hipotezin dogrulanmasi amaciyla, Ang II+AVE(0991
uygulamasi ile SHR, DOCA-+tuz gibi farkli bir deneysel HT modeli ile ayn1 ¢calismada
benzer kosullar saglanarak yapilmasi ve Phe cevaplarimin karsilagtirilmasina ihtiyag
vardir. Ornegin, ¢alismamizdaki AVE0991’in daha 6nce bildirilmemis bu parsiyel
agonist 6zelligini teyit edecek bulgu, bahsedilen farkli deney modellerindeki torasik aort
kasilma cevaplari ile elde edilen pD2 degerlerinin daha diisiik ¢ikmasi olacaktir. Mesela,
intrinsik sempatomimetik aktiviteye sahip olan pindolol, asebutolol veya penbutolol gibi
beta blokerler; epinefrin ve NE’nin etkilerini taklit ederler. Bu da klasik olarak beta
blokerlerden beklenen etkinin aksine istirahat halindeki KB ve KH tizerinde farkl: etkileri
olusmasina sebep olmaktadir.

Calismamizdaki, Ach bagimli gevseme cevaplart incelendiginde hem ALA hem
de AVE0991’in aortta gevseme cevabr olusturdugu, kombine verildigi Ang
[I+ALA+AVE0991grubunda ise bu cevap ile iligkili pD2 degerinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Lautner ve arkadaglarinin yaptigi1 calismada, ALA’nin hem FVB/N
farelerde hem de Wistar ratlarda endotel bagimli aort gevsemesi olusturdugu bildirilmistir
(176). Aynmi ¢alismada, L-NAME ile eszamanli veya endotel hasar1 varliginda ALA
verildiginde gevseme cevabinin olusmadig1 gosterilerek etki mekanizmasinin NO aracili

oldugu ifade edilmistir. ALA nin endotel bagimli NO aracili gevseme cevabi, Habiyakare
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ve arkadaglari tarafindan tavsan torasik aortunda da gosterilmistir (173). Bu
mekanizmanin AVE0991’in meydana getirdigi aort gevseme cevabinda da rol aldig:
birgok ¢alismada gosterilmis (22, 207) ve L-NAME ile verildiginde gevseme cevabinin
olusmadig1 saptanmistir (165).

ACE-2, damar endoteli disinda kardiyomiyositler ve kardiyak fibroblastlarda da
bulunur (208). ACE-2 gen ve enziminin hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda
kardiyovaskiiler sistem ag¢isindan oldukc¢a 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir
(209). Crackower ve arkadaslarinin ACE-2 geni silinmis fareler iizerinde yaptigi
caligmada, ACE-2 proteininin yoklugundan dolay1 kalbin kasilma fonksiyonlarinda
bozulma, Ang II diizeylerinde ve hipoksi ile indiiklen gen ekspresyonlarinda artis
gerceklestigi bildirilmistir (210). Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan klinik
caligmalarda da ACE-2 diizeylerinin HT, kalp yetmezligi, obezite ve bag doku hastaligi
gibi birgok hastalikta degisebilecegi gosterilmistir (211, 212). Hekmat ve arkadaslarinin
yaptig1 renovaskiiler HT modeli calismasinda, 2 hafta boyunca 600 mcg/kg/giin ALA
inflizyonu uygulanmigs ve ACE-2 gen ekspresyonunun ¢aligmadaki normotansif
seviyelere diistiigii bildirilmistir. Ancak ayni calismada ALA’nin ACE-2’nin protein
diizeylerinde herhangi bir degisiklige sebep olmadigi gosterilmistir (213). Literatiirde
AVEQ0991 ve ACE-2 iliskisinin aragtirildig1 Klein ve arkadaslarinin deneysel karaciger
siroz ¢alismasinda, AVE0991’in hemodinamik etkileri incelenmis ve AVE0991’in
karacigerdeki ACE-2 diizeylerini azalttig1 bildirilmistir (214). Caligmamiz, AVE0991 ile
ACE-2 protein diizeyleri arasindaki iligkiyi HT varliginda ortaya koyan ilk ¢alisma
olmasi acisindan da onemlidir.

Calismamizda Ang II ile olusturulan HT grubunda, Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda kalp dokularindaki ACE-2 protein diizeyleri benzer diizeylerde iken
aort dokularinda bu degerler istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdi. Ang II+ALA
grubunda Ang II grubu ile karsilastirildiginda goérece bir artis olsa da Ang [I+AVE(0991
ve Ang II+ALA+AVE0991 gruplarindaki gibi anlamli bir artis ile sonuglanmadi. Ilgili
calismada kullanilan HT modelinin, ALA dozunun ve uygulama ydnteminin
calismamizdan farkli olmasinin yaninda bir gen ekspresyon seviyesinin protein seviyesi
ile her zaman orantili olmayabileceginden de kaynaklanabilir. Transkripsiyon,
translasyon veya protein yikimi gibi bir¢ok faktoriin protein konsantrasyonlarini
etkileyecegi iyi bilinen bir gercektir (215). Bu nedenle 28 giinlik HT modelimizde, artan

Ang II konsantrasyonlarinin, ACE-2 proteininin lizozomlar tarafindan pargalanmasi ile
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azalmis olabilecegi kanaatindeyiz. Ozellikle AVE0991 ve ALA+AVE(0991
kombinasyonunun ACE-2 degerlerini artirdigt goéz Oniine alindiginda, RAAS’in
kardiyoprotektif yolagimin aktivasyonu ile HT tedavisinde 6nemli bir terapétik etki elde
edilebilecektir.

Oksidatif stres, artan ROT iiretimi nedeniyle HT dahil bir¢cok kardiyovaskiiler
hastaligin patogenezinde onemli bir rol alir. Calismamizda HT olusturmak igin
kullandigimiz Ang II’nin, nétrofilleri ve makrofajlarin etkilenen dokulara gogiinii
uyarmasinin yaninda IL-6, TNF-a gibi sitokinleri uyararak enflamasyonu ve ROT aracili
oksidatif hasar olusturdugu birgok ¢alismada gosterilmistir (216, 217). NOX’larin, Ang
II'ye cevap olarak damar endoteli ve diiz kas hiicrelerinde ROT tiretimini diizenleyen ana
enzim sistemi oldugu kabul edilmektedir (218). Ancak Soe ve arkadaslari, yaptiklari
calismada CYP-A’nin NOX-bagimli oksidatif stres yolaginda onciil ve gerekli oldugunu
gostermeleri (219), CYP-A’nin sadece HT degil oksidatif stresin patogenezinde rol aldigi
hastaliklarda 6nemli bir terapdtik hedef de olabilecegini gdstermistir (30, 220). Ornegin,
NOX sitozolik (p47phox, p67phox, racl) ve membran (NOX ailesi) alt birimlerinden
olustugu ve diizenleyici alt birim p47phox'un plazma zarina (6zellikle kaveolaya)
yerlesmesi ve tam aktivasyonu i¢cin NOX’un diger alt birimleriyle birlesmesi
gerektiginden yola ¢ikarak CYP-A geni silinmis damar diiz kas hiicrelerine lentiviriis
aracilifiyla CYP-A aktarilmis ve Ang Il uygulamasina bagli ROT {iretiminin belirgin
olarak arttig1 gozlenmis. Ardindan CYP-A aracili ROT iiretiminde p47phox'un roliinii
belirlemek igin hemaglutinin-p47phox CYP-A geni silinmis damar diiz kas hiicrelerine
uygulandiginda ROT iiretimini artirmadigt goriilmiis. Ancak, p47phox ve CYP-A’nin
birlikte aktarildig diiz kas hiicrelerinde, ROT iiretiminin, CYP-A aktarilmis hiicrelere
kiyasla belirgin bir sekilde arttig1, bunun da CYP-A'nin damar diiz kas hiicrelerinde Ang
IT ile indiiklenen ROS iiretimi i¢in onciil ve gerekli oldugunu gostermistir. Ayrica,
NOX’un p47phox ve CYP-A tarafindan diizenlenen ROT iiretiminde yer alan ana enzim
oldugunu kanitlamak i¢in, NOX inhibisyonunun, Ang II kaynakli ROS {iretimini 6nemli
Olgiide azalttigr gosterilmistir (219). Calismamizda, Ang II grubunda kalp ve aort
dokularindaki CYP-A diizeylerinin Kontrol grubuna gdre anlamli olarak artis gostermesi,
HT olusumunda oksidatif stres yolaginin uyarildigini gosterse de hem kalp hem de damar
dokularindaki NOX-4 diizeylerinde herhangi bir artis saglamamis olmasi ¢alismamizdaki
HT patofizyolojisinde NOX-4 bagimsiz bir etkinin olustugunu gostermektedir. NOX-
4’tin yaninda NOX-2 basta olmak {izere diger alt tiplerinin de HT patogenezinde rol aldig1
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birgok ¢alismada gosterilmistir (221-223). Yapilacak ileri ¢aligsmalarda, diger alt tiplerin
diizeylerinin incelenmesi, 80 ng/kg/dk inflizyon hizindaki Ang II uygulamasinda ortaya
cikan oksidatif stres mekanizmasini aydinlatacaktir. Hem kardiyak hem aort dokusundaki
CYP-A diizeylerinde Ang II+ALA, Ang II+AVE0991 ve Ang II+ALA+AVE(0991
gruplarinda Ang Il grubuna gore daha diisiik olmasi, ALA ve AVE0991’in CYP-A
diizeylerini azalttigin1 gosteren literatiirdeki ilk calisma olmasi agisindan da oldukca
Oonemlidir.

Yine, Ang Il uygulamasina bagli NOX aktivasyonu sonucu artan ROT {iretiminin,
MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarini da artirarak HT ve kardiyak fibrozis patogenezinde
rol alabilecegi gosterilmistir (12, 132, 224, 225). Ancak ¢alismamizda, literatiirden farkli
olarak Ang II uygulanan grupta kalp ve aort dokularindaki MMP-2, MMP-9 ve NOX-4
diizeylerinde anlamli bir yilikselme tespit edilmemistir. Bu durumun muhtemel bir
aciklamasi, ¢alismamizda kullanilan Ang II dozunun -her ne kadar ilgili modelin
olusturdugu literatiirlere dayanarak se¢ilmis olsa da- (199) bir¢ok ¢alismadakine gore ¢ok
diisiik olmasi diistiniilebilir (222, 226-228). Nitekim ¢aligmamizda yer alan tiim gruplarin
aort dokular1 incelendiginde vaskiiler hipertrofi gostergesi olarak TIM kalinliklar1 ve
elastin yapilarinin da benzer olmasi bu durumu desteklemektedir.

LOX, lizin ve hidroksilizin kalintilarinin oksidatif deaminasyonuyla kollajen ve
elastin liflerinde molekiil i¢i ve molekiiller aras1 kovalent ¢apraz baglantilarin olusumunu
saglayarak ECM kompozisyonunda énemli bir rol oynar (229). Bu nedenle HT den kalp
yetmezligine kadar bir¢cok kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda ve takip
slireglerinde tizerinde aragtirmalar devam etmektedir (230-232). LOX, yan iiriin olarak
H20: treterek ayni1 zamanda vaskiiler ve kardiyak dokulardaki oksitatif streste artisa
sebep oldugu gosterilmistir (233, 234). Calismamizda, LOX tayini kalp ve aort
dokularinda, kit i¢erisindeki bazal LOX miktar1 igeren kontrole gore semikantitatif olarak
yapildi. Bu 6l¢iim sonucunda kit yonergeleri ile orantili olarak Kontrol grubunun kalp
dokularinda bazal degerlere gore 3 katlik bir artis goézlendi. Ancak calismamizdaki
gruplardan elde ettigimiz kalp ve damar dokularinda LOX verileri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklibk saptanmadi. Bu baglamda,
caligmamizdaki verinin aksine literatiirde SHR’lerde LOX diizeylerinin normotansif
Wistar ratlar ile karsilastirildiginda anlamli olarak arttigi gézlenmistir (235). Bir diger
calismada, yiiksek doz Ang II ile indiiklenmis HT ¢alismasinda, LOX'un farelerde in vivo

olarak vaskiiler kompliyans1 azaltarak HT gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir.
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Ayni ¢alismada, HT grubundaki vaskiiler remodelingin LOX inhibisyonu ile azaldigi
gosterilmistir (236). Calismamizdaki veriler bir biitiin olarak incelendiginde, gruplardaki
aort yapisinin ve elastin diizeylerinin Kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi gz oniine
alindiginda LOX-bagimli oksidatif stres yolagmin ve ECM kompozisyonunun
etkilenmemesinin, ¢alismamizda kullandigimiz Ang II dozu ve deney modeli ile iligki
olabilecegi kanaatindeyiz. Ancak bu iliskinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in yapilacak
ileri bilimsel ¢alismalara da ihtiyag¢ vardir.

Ang Il inflizyonunun, ROT tiretimini artirmasinin yaninda kalp dokusunda ve aort
tunika adventisyasinda gerek adezyon molekiillerinin gerekse monositlerden MCP-1 gibi
kemokinlerin ekspresyonunu artirarak monosit kemotaksisini indiikledigi bilinmektedir
(237). Koyanagi ve arkadaslarinin Wistar-Kyoto ratlara L-NAME verilerek olusturulan
HT ile ortaya cikan kardiyovaskiiler remodeling c¢aligmasinda, MCP-1’e spesifik
monoklonal nétralize edici antikorun uygulanmasiyla ratlarin kalp dokularinda makrofaj
birikimini etkili bir sekilde onledigi gosterilmistir (238). Behr ve arkadaslari, inme
egilimli SHR ve yiiksek tuzlu, ytliksek yagli diyet ile indiiklenmis rat kardiyak hipertrofi
calismasinda, ATIR blokeri eprosartan uygulamasinin MCP-1’i mRNA ve protein
diizeyindeki ekspresyonunu baskilayarak sol ventrikiilin monosit ve makrofaj
infiltrasyonunu azaltarak kardiyak hipertrofiyi belirgin sekilde azalttigi ve
ekokardiyografik belirteclerde belirgin iyilesme sagladigi saptanmistir (239).
Caligmamizda da literatiir ile uyumlu olarak Ang II grubunda kardiyak MCP-1
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. Her ne kadar, MCP-1 ve
makrofaj diizeylerinin kardiyak hasar ile iligkili oldugu bilgiler mevcut olsa da hipertansif
ratlarda MCP-1’in azalmasi ile iligkili makrofajdan yoksun kalp dokusunda CD4" T
lenfosit infiltrasyonunun arttig1 ve yaygin kardiyomiyosit kayb1 goriilmesi ile hipertansif
kardiyomiyopati ve son donem kalp yetmezliginin gelismesini hizlandirabilecegi de
bildirilmistir (240). HT’de makrofaj aktivasyonunun kardiyak hasar sonrasi rejenerasyon
siireclerinde de rol oynadig1 bu nedenle akut ve kronik hastalik siireglerinde diizeylerinin
degisebilecegi bildirilmistir (241). Literatiirde ¢calismamizdaki verilerle uyumlu olarak
AVE0991’in farkli deney modellerinde MCP-1 diizeylerini azalttigina dair bir¢ok
calisma mevcuttur. Ornegin, AVE0991’in ovalbumin ile indiiklenmis asttm modelinde c-
Jun-N-terminal kinaz yolag1 iizerinden MCP-1’1 azaltarak brons epitelinde artan
enflamasyonu ve makrofaj gociinii azalttigi gosterilmistir (242). Bir diger ¢alismada ise

ApOoE geni silinmig farelere verilen 1000 ng/kg/dk Ang II infiizyonu sonras1 abdominal
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aorttaki makrofaj gociinde anlamli bir azalma hem MCP-1 diizeylerinde hem de
histopatolojik olarak gosterilmistir (243). Jawien ve arkadaslari, aterosklerotik C57BL/6
farelerde, AVE0991’in MCP-1, IL-6 ve IL-12’i baskilayarak enflamasyonu giiclii bir
sekilde baskiladigim1 bildirmistir (244). ALA’nin transvers aortik konstriksiyon
modelinde asendan aorttaki enflamasyonu ve makrofaj go¢iinii TNF-a, IL-1B ve MCP-
1’1 azaltarak sagladigi raporlanmistir (182). Bir diger c¢alismada ise Balb/c farelere
intraplevral Escherichia coli enjeksiyonu ile olusturulan in vivo plévrezi modelinde ve
hiicre kiiltlirii calismasinda ALA’nin doz bagimli olarak MCP-1’in gen ve protein
diizeyinde ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir (245). Calismamizda Ang II+ALA,
Ang II+AVE0991 ve Ang [I+ALA+AVE(0991 gruplarinda MCP-1 diizeylerinin Ang Il
grubuna gore anlamli olarak azalmis olmasi ¢alismamizdaki diger veriler ile de
ortigsmektedir. Calismamiz, ALA’nin HT varhginda kardiyak MCP-1 proteinin
diizeylerini azalttiginin gosterildigi ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nemlidir.

Ang I'nin kalp dokusu iizerindeki histopatolojik etkileri, doz ve siire bagiml
olarak farklilik gdstermektedir. Ornegin, sol ventrikiil hipertrofisi (246), kardiyak fibrozis
(247), interstisyel 6dem, kardiyomiyosit dejenerasyonu, enflamasyon ve hemoraji (248,
249) birgok farkli galismalarda bildirilmistir. Calismamizda yer alan Ang II doz ve
uygulama siiresi goz Oniinde alindiginda, literatiir ile uyumlu olarak kardiyomiyosit
dejenerasyonu ve interstisyel 6demde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi. Ancak
calismamizin aksine Hekmat ve arkadaslarinin yaptiklar1 renovaskiiler HT modeli
calismasinda (250), 600 mcg/kg/giin inflizyon hizinda verilen ALA’nin kalp dokusundaki
kardiyomiyosit dejenerasyonunu onledigi bildirilmistir. Bunun muhtemel bir nedeni,
ALA’nin doz bagimli degisen cevabi ve siirekli infiizyon yoluyla verilmis olmasi olabilir.
AVE0991’in Ang II ile indiiklenmis kardiyak hipertrofi ve renovaskiiler HT modeli
caligmalarinda kardiyomiyosit dejenerasyonunu anlamli olarak azalttig1 literatiirde birgok
calismada gosterilmistir (251, 252).

Ang II’'nin aort dokusu iizerindeki etkileri de benzer sekilde uygulanan dozlama
gore degisiklik gostermektedir. Ornegin, 28 giin siireyle 1000 ng/kg/dk infiizyon hizinda
Ang II uygulandiginda aort dokusunda fibrozis, elastin kaybi, kolajen birikimi ve
vaskiiler hipertrofi gelistigi bildirilmistir (253). Gomolak ve Didion’un 50, 100, 200, 400,
or 1000 ng/kg/dk inflizyon hizinda, 14 ve 28 giin boyunca Ang Il uygulanmasinin torasik
aort tizerindeki histopatolojik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada (254), 200 ng/kg/dk ve
tizeri uygulamalarda 14. giinde vaskiiler hipertrofi gelistigi ancak 50 ve 100 ng/kg/dk
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uygulamalarda vaskiiler yapmin korundugu gosterilmistir. Calismamizda, vaskiiler
hipertrofi gostergesi olarak 6lgiilen TIM kalinhiginin Ang II uygulamasina bagl olarak

etkilenmemis olmasi, literatiir ile uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Terapotik etkilerini arastirdigimiz MrgD agonisti ALA ve Mas reseptdr agonisti
AVE0991 kombinasyonunun, basta sistolik KB olmak tizere Ang II ile indiiklenmis HT
ve patogenezinde yer alan CYP-A bagimli oksidatif stres, aort dokusundaki ACE-2
diizeyleri, kalp dokusundaki MCP-1 diizeyleri, kalp dokularindaki kardiyomiyosit
dejenerasyonu ve interstisyel 6dem ve damar-gevseme cevaplarindaki olumlu etkileri géz
Oniine alindiginda faydali bulunmustur.

Calismamizdaki deney protokoliiniin 28 giin olmasi, Ang II uygulamasinin 1.
giinden itibaren baslamasi, etkililikleri arastirilan ilaclarin 14 giin boyunca verilmis
olmasi, sistolik KB’nin yiikseldigi klinik durumlara uyarlanabilirligini artirmaktadir.
Deneysel HT ¢aligsmalarina ait giincel literatiir verileri incelendiginde siklikla proflaktik
yaklagimlar iizerinde duruldugu goriilmektedir. Ancak bu calismalardan elde edilen
verilerin klinik uyarlanabilirligi oldukga diisiik kalmaktadir. Ornegin, HT patogenezinde
yer alan oksidatif stres, RAAS aktivasyonu, NO saliminda azalma, endotel hasar1 gibi
yolaklar aktive edilir edilmez antioksidan, NO donérii veya direkt RAAS iizerinden
etkililigi bilinen bir ilacin antihipertansif etkinin arastirildig1 pek ¢ok calisma mevcuttur.
Bu durum, klinik uyarlanabilirlik agisindan incelendiginde c¢alismamizi ve deney
protokoliimiizii 6Gnemli kilmaktadir.

Benzer galisma protokoliimiiziin, 200 ng/kg/dk, 450 ng/kg/dk veya 1000 ng/kg/dk
gibi daha yiiksek dozlarda Ang II uygulamasi ile HT patogenezinde yer alan ilgili
yolaklarin daha siddetli aktivasyonu ile antihipertansif etkililigi arastirilan ilaglarin etki
mekanizmalarinin daha belirgin bir sekilde tanimlanmasi miimkiin olacaktir. Bu da Ang
I’'nin doz bagimli etkilerinin daha i1yi tanmimlanmasini ve septik sok gibi klinik
kullaniminda karsilagilabilecek durumlarin 6ngoriilebilmesine de imkan saglayacaktir.

Etkililigini arastirdigimiz ALA ile ilgili deneysel calismalar oldukca smirh
olmasia ragmen gerek antihipertansif etki gerekse enflamasyon, fibrozis ve oksidatif
stres belirtegleri tizerindeki olumlu etkileri gosterilmistir. Calismamizda kullandigimiz
50 mcg/kg dozun artirilmasiin yaninda oldukg¢a kisa yarilanma siiresi de goz Oniine
alindiginda amaca uygun olacak sekilde daha uzun yarilanma 6mriine sahip telmisartan,
benazepril gibi ilaglar ile kombine olarak denenmesi durumunda da istenilen KB

hedeflerine ulasma noktasinda etkili olacag1 kanaatindeyiz. Benzer sekilde, kardiyak
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dekompansasyonun veya sivi yiiklenmesinin eslik ettigi HT modellerinde ditiretik
nitelikte bir ilag ile kombine olarak faydali olacagini dngérmekteyiz. Bir diger alternatif
ise HT patogenezinde olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan oksidatif stres mekanizmalari
tizerinde giiclii bir etki saglayacak melatonin veya resveratrol gibi yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip ilaglar ile birlikte denenmesi de bilimsel literatiire katk: saglayacaktir.
Yapilacak ileri ¢alismalarda, metabolik kafesin kullanilmasi, endotel bagimsiz
damar gevseme cevaplari ile NO aracisiz damar gevseme mekanizmalarinin arastirilmasi
AVE0991 ve ALA’ya yonelik bilgi birikiminin gelismesini saglayacaktir.
Calismamizdaki bir diger O6nemli kimyasal olan Mas reseptdr agonisti
AVE0991’in bilinen antihipertansif ve terapotik etkililigi, literatiir ile uyumlu bir sekilde

dogrulanmustir.
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