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Yaslanma ve yiizme egzersizinin, torasik aorta ve gastroknemius
iletim arterlerinde karbon monoksit gevseme yanitina etkisi

Giinnur KOGER', Seher NASIRCILAR-ULKER?, Yusuf OLGAR?, Nihal OZTURK*, Semir OZDEMIR*

OZET

Amag: Bu calismanin amaci yaslanma ve ylizme
egzersizine bagli olarak sicanlarin torasik aortasinda ve
gastroknemius iletim arterinde karbon monoksit (CO)’e
verilen damar yanitlarinin degisip degismedigini test

etmektir.

Yontem: Calismamizda 4 aylik genc ve 24 aylik yash
Wistar disi sicanlar kullanmildi. Sicanlar rastgele genc-
sedanter (GS), genc-egzersiz (GE), yasli-sedanter (YS)
ve yasli-egzersiz (YE) olmak Uzere dort gruba ayrild.
Egzersiz gruplarina 8 hafta siiresince haftada 5 giin,
glinde 1 saat yuzme egzersizi yaptinldi. Sicanlardan izole
edilen torasik aorta halkalar organ banyosu diizeneginde,
gastroknemius iletim arteri ise telli miyograf diizeneginde
calisildi. Aort ve gastroknemius iletim arteri halkalarinin
fenilefrin (PE) kasilma yanitlarni hemoksijenaz inhibitori
chromium mesoporphyrin inkiibasyonu oOncesi ve
sonrasinda kaydedilerek endojen olarak uretilen CO’in
vaskuler tonusa katkis1 degerlendirildi. CO dondrii (CORM;
monoxide -

carbon - releasing - molecule) kullanilarak

ekzojen gevseme yanitlan degerlendirildi.

CrMP

sonrasinda PE doz yamit egrilerinde hem aortada hem

Bulgular: inkibbasyonu  oncesinde ve

de gastroknemius iletim arterinde gruplar arasinda fark

ABSTRACT

Objective: The purpose of this study is to observe
any aging and swimming exercise associated changes
in the rat thoracic aorta and gastrocinemius feed

artery.

Methods: 4-month and 24-month old female rats
were used and divided into four following groups:
sedentary young, trained young, sedentary old, and
trained old. Swimming exercise was performed for
8 weeks (60 min/day, 5 days/week). Thoracic Aorta
and gastrocinemius feed artery isolated from the rats.
Thoracic Aorta rings were mounted on organ bath
and gastrocinemius feed arteries were mounted on
wire myograph. Contraction responses of all vessel
rings in presence and absence of HO inhibitor (CrMP)
were recorded as an endogenous CO contribution to
vascular tonus. The effect of exogenous CO relaxation
response were assesed by CO releasing molecule
(CORM).

Results: Phenylephrine dose- response curves with
or without CrMP were smilar in all groups both aortic
rings and gastrocnemius feed artery. The maximum PE
contraction responses obtained after CrMP incubation

were significantly higher in the GE, YS and YE groups
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yoktu. CrMP inkiibasyonu sonrasinda alinan maksimum
PE kasilma yanitlann aort halkalarinda GE, YS ve YE
gruplarinda anlamli olarak daha yuksekti (p<0,05),
gastroknemius iletim arterlerinde ise sadece GS ve GE
gruplarinda anlamli olarak yuksekti (p<0,01). CORM’a
verilen maksimum gevseme yanitlarinda gastroknemius
iletim arterinde gruplar arasinda fark yoktu. Aorta
halkalarinda ise maksimum CORM gevseme yanitlar yasl

gruplarda anlamli olarak daha diisuikti (p<0,05).

Sonug: Calismanin sonuglan; gastroknemius iletim
arterinde CO yanitlarina egzersiz ve yaslanmanin etkisi
olmadigini, Aorta halkalarinda ise CO gevseme yanitinin
yaslanmayla birlikte azaldigini ve egzersizin CO gevseme
yanitin1 hem yasli hem de genc sicanlarda arttirnci bir

katkisinin olmadigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Karbon monoksit, hemoksijenaz,

vaskiler tonus, aorta, gastroknemius iletim arteri

(p <0.05) in the aortic rings, and only significantly
higher in the GS and GE groups in the gastrocnemius
feed arteries (p <0,01). There was no differences in the
maximum vasodilatation response of CORM reported
for all groups in gastrocnemius feed artery. However,
in the old groups CORM Emax values were established
significantly lower than that the young groups in the
aortic rings (p<0,05).

Conclusion: As a results of this study; exercise
and aging have no effect on CO responses in the
gastrocnemius feed artery. But the CO relaxation
response is decreased by aging in the thoracic aorta of
elderly rats and exercise does not have an enhancing
contribution for CO relaxation response in both old and

young rats.

Key Words: Carbon monoxide, hemo oxygenase,

vascular tonus, aorta, gastrocnemius feed artery

GIRIS
Endotel
hipertansiyon veya

sadece
hipertansiyon (1,
2), hiperkolesterolemi (3, 4) ve ateroskleroz (4)
gibi hastaliklarin olmayip
ginumuzde vyashibikla da iliskilendirilmektedir (5,
6). Bu patolojik durumlardan bagimsiz olarak da
yastiigin,
endotel disfonksiyonuna yol actigi rapor edilmistir

disfonksiyonu, esansiyel

sekonder

karekteristik ozelligi

torasik aorta ve direnc arterlerinde

(5, 7, 8). Endotel fonksiyonunda yaslanmayla birlikte
goriilen degisikliklerin kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde klinik acidan onemli etkileri olabilir.
Yasa bagli olarak goriilen endotel fonksiyonlarindaki
bozulma / azalma oncelikle endotel hiicrelerinin
salgiladiklan
gevsetici mediatorlerin azalmasi ile kendini gosterir.
Bu durum endotelden salgilanan cesitli vazodilator
maddelerin ve ozellikle nitrik oksidin (NO) hem
hem de bioyararlaniminin

vaskiiler tonusu dizenlemek icin

Uretiminin azalmasi

ile aciklanmaktadir (9). Bunun yaninda yaslanma
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stirecinde NO disinda prostasiklin ve endotel kaynakli
hiperpolarize edici faktor (EDHF) gibi endotel bagimli
gevseticilerin katkisimin azaldig1 bilinmektedir (10,
11).

Son yillarda karbonmonoksit,
katkis1 ve fonksiyonlar1 acisindan NO ile benzerliklere

vaskller tonusa

sahip olmasi nedeniyle uzerinde durulan gevsetici
mediyatorlerden biridir (12). Aym1 zamanda CO,
bircok arastirmada NO icin yedekleme molekilu
(13). CO,
(HO) enziminin hem molekuliini CO, biliverdin ve
demire yikmasi sonucu olusmaktadir. HO enzimi HO-

olarak gosterilmektedir hemoksijenaz

1, HO-2 ve HO-3 olmak lzere Uc¢ izoforma sahiptir.
HO-3 izoformu hakkinda az bilgiye sahip olunmakla
birlikte HO-1 uyanlabilir izoform, HO-2 ise yapisal
izoformdur. HO-1 ve HO-2 izoformlan viicutta yaygin
bir dagiim gosterirler ve hem endotelde hem de
vaskiiler diiz kasta yer almaktadirlar (12). CO’in
ekzojen olarak uygulanmasi pek cok dokudan izole



edilen damarlarda gevsemeye neden oldugu bizim
calismamizda ve baska calismalarda gosterilmistir
(13, 14). Yaslanmayla birlikte azalan diger endotel
bagimli vazodilatorler gibi CO diizeyi de azaliyor mu?
Yoksa yaslanmayla birlikte NO biyoyararlaniminin
azalmasina paralel olarak CO biyoyararlanimi artiyor
mu? Yasl bireylerde, CO’in vaskiiler tonusa katkisinda
ne yonde degisiklik oldugu bilinmemektedir.

Saglikli aktif bir yaslanma icin diizenli egzersiz
cok onemlidir. Epidemiyolojik veriler kardiovaskiiler
hastaliklar acisindan yaslanmanin en buyik risk faktoru
oldugunu ortaya koymaktadir (15) ve diizenli egzersiz
yapildiginda sistolik kan basincinda azalma, endotel
fonksiyonunda iyilesme, koroner arter hastaliklarinda
diuzelme gibi pekcok kardiyoskiler hastalik riskini
azaltigr aralarinda onceki calismalarimizin da oldugu
pekcok arastirmada gosterilmistir (16-19). Duzenli
egzersizler sonucu olusan vaskiiler diuzenlemelerde
HO/CO sistemi
egzersizi sonucu normotansif sicanlarda aort HO-1 ve

de etkilenmektedir. Kosu bandi
HO-2 proteinlerinin ekspresyonu ve HO’nun aracilik
ettigi gevsemenin arttig1 gosterilmistir (20).

Bu verilerin 15181 altinda; Bu ¢alismamizin amaci
yaslanma ve ylizme egzersizine bagli olarak sicanlarin
torasik aortasinda ve gastrokinemius iletim arterinde
karbon monoksit (CO)’e verilen damar yanitlarinin
degisip degismedigini test etmektir.

GEREC ve YONTEM

Hayvanlar

Calismamizda toplam 44 adet; 4 aylik genc ve
24 aylik yashi Wistar disi sicanlar kullanildi. Sicanlar
rastgele, genc - sedander (GS, n=12), genc-egzersiz
(GE, n=12), yashi-sedanter (YS, n=10) ve yashi-egzersiz
(YE n=10) olmak lizere dort gruba ayrildi. Akdeniz
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay
ile XXX Deney Hayvanlar Bakim ve Uretim Unitesinden
temin edilen sicanlar, sicaklig1 23 + 2°C olan ve 12 saat
saat giin 15181 - 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir
odada tutuldu ve kisitlamaksizin (ad libitium) ticari

sican yemi ile su tiketimine birakildilar.
Egzersiz Protokolii

Egzersiz grubunda yer alan hayvanlara, sicakligi 33
+2°C olan su ile doldurulmus cam havuzlarda 8 hafta
suresince, giinde 1 saat haftada 5 guin olacak sekilde
yluzme egzersizi yaptinildi. Bir haftalik adaptasyon
suresince sicanlar once 10 dk yuzdurildiler sonra
yuzme sureleri hergiin 10’ar dk arttirildi. Bir haftalik
alistirma periyodundan sonra hayvanlarimz calisma
boyunca hergiin 1 saat yuzdurildiler.

Organ Banyosu ve Miyograf Calismasi

Eter anetezisi altinda feda edilen hayvanlarin
torasik aortalar ve gastroknemius kas1 izole edilerek
soguk krebs soliisyonunun (110 mM NaCl, 5 mM
KCl, 24 mM NaHCO3, 1 mM KH2PO4, 1 mM MgSO4,
2,5 mM CaCl2, 10 mM glikoz, and 0,02 mM EDTA)
icerisine alind1 Torasik aortaya ait damar halkalan
diseke edilip, 2 mm uzunlugunda kesildikten sonra %
95 0,, % 5 CO, iceren gaz karigimi ile gazlandirnlms
37°C’de pH’s1 7,4 olan 20 ml Krebs soliisyonu iceren
organ banyosuna alindi. Damar halkalar celik tellere
asilarak gergin bir ip araciligiyla izometrik transdusere
(FDT 1 A-10 MAY, Ankara, Tirkiye) baglandi ve daha
onceden belirlenen 1 gr istirahat gerilimi altinda, her
15 dk’da bir yikanarak 60 dk boyunca dinlendirildi.
Daha sonra deney protokollerinin uygulanmasina
gecildi.
uzunlugunda kesildikten sonra organ banyosu ile ayni

Gastroknemius iletim arteri de 2 mm
kosullara sahip miyograf (Model 620M, Danish Myo
Technology, Aarhus N, Danimarka) diizenegine asildi.
Bazal gerimleri hesaplandiktan sonra bu gerimde 1
saat dinlendirildikten sonra deney protokollerinin

uygulanmasina gecildi.

Ortak Deney Protokolii: Bir saatlik dinlenme
periyodu ardindan damarlar icin bir on-uyarilma
sayilan vitalizasyon asamasina gecildi. Bu islem icin
20 mM KCl iceren Krebs solusyonuna, ayrica 10-7 M
konsantrasyon da fenilefrin (PE) ilave edildi. Bu islem
uc sefer tekrarlandi ve damarlar her uygulamadan
sonra normal Krebs soluisyonuyla yikandi. Vitalizasyon
asamasindan sonra 30 dk dinlenmeleri sagland.
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Dinlenme periyodunu takiben damar limeninin
ic yuzini doseyen endotel tabakasinin saglikli olup
olmadig1 arastirildi. 10-6 M PE ile kastirilan damara
(Sigma A6625,
St. Louis, USA) uygulanarak, gevseme cevabinin

ayn1  konsantrasyonda asetilkolin
ylizde olarak biyikligli saptandi. %60 ve (zerinde
gevseme cevab1 veren damarlar endotel pozitif
olarak degerlendirildi. % 60’1n altinda gevseme yaniti
veren damarlar ise deney protokoline alinmadi
(calismamizda kullandigimiz damarlarin hepsi % 70
ile %90 arasinda gevseme gosterdiler).

Deney protokoliiniin bundan sonraki her asamasi
banyo solusyonuna eklenen spesifik olmayan NOS
inhibitori L-NAME (1 mM, Sigma N5751, St. Louis,
USA) varliginda degerlendirildi. Bu CO calismalarinda
ortamdan NO uzaklastinlarak, yalnizca CO’in etkisini
gozlemlemek icin yapilan rutin bir uygulamadir. Bu
asamaya kadar ayni islemlere maruz kalan damarlar
icin bundan sonra asagida tarif edilen protokoller
uygulandi. Birbirini takip eden uygulamalarin
aralarinda 30 dk dinlenme periyodu birakildi.

Endojen CO yantlar: Damarlarin kimilatif
olarak 10-9 - 3x10-5 M dozda PE’e (Sigma P6126) kars
kasilma yanitlan kaydedildi. Daha sonra damarlar 30
dk boyunca HO inhibitori chromium mesoporphyrin
(CrMP; 30 uM, Frontier CrMP459, Utah, USA) ile inkiibe
edildikten sonra PE doz yanitlan tekrar alindi. CrMP
inkiibasyonu sonrasi kasici ajanlara verilen kasilma
yanitinin artisi, CO’in damar tonusuna endojen olarak
katkis1 olarak degerlendirildi.

Ekzojen CO vyamtlan: Oncelikle banyoya
3x10-6 M PE verilerek
yanit1 elde edildi. Ardindan damarlarin kimilatif
(CORM,
carbon monoxide-releasing molecule, [Ru(C0)3Cl(2]2)
(Aldrich 288144, St. Louis, USA) dozlarina (10-9 -
3x10-4 M) verdikleri gevseme yanitlan kaydedildi.

submaksimal kasilma

tricarbonyldichlororuthenium (ll) dimer

istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen sonuclar ortalama +
standart hata olarak verildi. PE ve CORM’un artan
dozlarinda alinan kasilma/gevseme cevaplarinin

Turk Hij Den Biyol Derg

degerlendirilmesinde li¢ yonlii tekrarlayan 6lciimlerin
varyans analizi ve posthoc test olarak ta Sidak testi
kullanildi. CO’nun endojen katkisin1 gostermek icin PE
ve CrMP varliginda PE yanitlarini degerlendirilmesinde
eslestirilmis t testi kullamldi. Maksimum kasilma/
gevseme (Emax) yanitlarimin degerlendirilmesinde
degerlendirilmesinde iki yonli varyans analizi
posthoc test olarak Sidak testi kullamldi. istatistiksel

onemlilik derecesi p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
BULGULAR

Torasik Aorta Yanitlari. PE ve CrMP varliginda
alinan PE doz yanit egrileri, endojen katki yiizdesi
ve maksimum kasilma yanitina ait grafikler Sekil 1’de
gosterilmistir. PE, CrMP varliginda PE doz yanit egrileri
ve maksimum kasilma yanitlar karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi
(Sekil 1A, Sekil 1B). CrMP inkiibasyonu sonrasinda
alinan maksimum PE kasilma yanitlan GE, YS ve YE
gruplarinda anlamli olarak daha yiiksekti (Sekil 1C,
p<0,05). CO donoru CORM verilen gevseme doz yanit
egrileri ve maksimal gevseme degerleri Sekil 2’de
gosterilmistir. CORM’a ait gevseme doz yanit egrileri
kiyaslandiginda gruplar arasinda fark yoktu (Sekil 2A).
CORM’a ait maksimum gevseme yanitlarina egzersizin
anlamli bir katkis1 yokken yasin anlami katkis1 vardi.
Yani maksimum gevseme vyanitlari YS grubunda
GS’den, YE grubunda GE’ den anlamli olarak daha
dusiktu (Sekil 2B, p<0,05).

Gastroknemius iletim Arteri Yanitlari.
Gastroknemius iletim arterine ait tum kasilma ve
gevseme yanitlan Sekil 3 ve Sekil 4’te verilmistir.
Tum gruplarda endojen CO uretiminin vaskuler tonusa
katkis1 acisindan doz-yamit egrilerinde herhangi bir
fark bulunamazken (Sekil 3A ve Sekil 3B), maksimum
PE kasilma yanitlan goz oOniine alindiginda CrMP
inkiibasyonu sonrasinda sadece GS ve GE gruplarinda
anlamli olarak yuksekti (Sekil 3C, p<0,01).

CO uygulamas1 sonucu gevseme yanitlarinda deney

Ekzojen

gruplan arasinda doz-yanit egrilerinde ve CORM’a
verilen maksimum gevseme yanitlarinda istatistiksel
olarak fark tespit edilemedi (Sekil 4A ve Sekil 4B).
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A: CORM doz-cevap egrileri (10-9-3x10-4 M),
B: Torasik aort halkalarinin maksimal gevseme yanitlari (Emax).
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Sekil 3. Gastroknemius iletim arteri halkalarina ait kasilma yanitlan

A: PE (10-9-3x10-5 M) doz-cevap egrisi,

B: HO inhibitord CrMP varliginda PE (10-9-3x10-5 M) doz-yanit egrisi,

C: PE ve CrMP varliginda PE’e verilen maksimum kasilma yamtlari (Emax).
** p<0,01, maksimum PE kasilma yanitlarindan fark
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Sekil 4. Gastroknemius iletim arteri halkalarina ait gevseme yantlan
A: CORM doz-cevap egrileri (10-9-3x10-4 M),
B: Gastroknemius iletim arteri halkalarinin maksimal gevseme yanitlar (Emax).
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TARTISMA

Endotel olarak

vazokonstriktor ve vazodilator nitelikte maddeler

cevresel uyarilara  yanit

sentezleyip, salgilayabilen dinamik bir organdir.
Endotelyal disfonksiyonu genis kapsamli bir terimdir
ve NO iretiminde bozulma ve / veya endotel-
kaynakli Endotelin1 (ET-1), anjiyotensin ve oksidanlar
gibi gevseme ve kasilma faktorlerinde dengesizligi
ifade eder (21,
disfonksiyonunun olasi mekanizmalan arasinda NO

22). Yasliiga bagh gelisen endotel

ve diger endotel kaynakli damar gevsetici faktorlerin
sentezinde azalma sayilabilir. CO, NO ile benzer
fizyolojik ozelliklere sahiptir ve aynm zamanda NO icin
yedekleme molekiill olarak gosterilmektedir (13, 23,
24). Fakat yaslilikta, CO’in damar yanitlarina etkisi
bilinmemektedir.

Calismamizda; torasik aortada genc-sedanter
grup ile kiyasladigimizda CrMP varliginda maksimum
PE kasilma yanitlan genc-egzersiz, yasli-sedanter
ve yasli-egzersiz gruplarinda anlamli olarak artti.
Yaslanmayla birlikte CO’in vazodilator etkisinin
torasik aortada azaldigim, iletim
arterinde ise degismedigini tespit ettik. Egzersizin,
her iki damar segmentinde gevseme yanitin1 arttirici

gastroknemius

bir katkisinin olmadigini saptadik.

Endojen CO vyamtlarim incelemek icin NO
yanitlarin1 incelemede kullanilan asetil kolin gibi
belli bir uyaran yoktur. Damarin cesitli kasic1 veya
gevsetici agonistlere verdigi yamt sonrasi ortama
eklenen HO inhibitorii sonrasi yine ayni1 agoniste
alinan yanit ile aradaki fark endojen CO olusumunu
gostermektedir. Biz calismamizda once damarlarin
PE’e verdigi kiimilatif kasilma yanitlarim sonra HO
enzim inhibitori olan CrMP ile inkiibasyon sonrasi
tekrar PE’e verdigi kasilma yamtlarin kaydettik. iki
uygulama arasindaki kasilma yaniti artistm CO’in o
damar segmentindeki endojen vazoditor katkisi olarak
kabul ettik. Torasik aorta’da endojen CO Uretimi
incelendiginde gruplara arasinda anlamli bir fark

yoktu fakat gruplar kendi icinde degerlendirdigimizde

GE, YS ve YE gruplarinda anlamli endojen artis tespit
ettik. Bu damar segmentinde; CO’in, GS grubunda %
3,03, GE grubunda % 30,25, YS grupta % 26,88 ve YE
grubunda ise % 32,69’luk endojen bir katkisi oldugunu
tespit ettik.

Calismamizda, Torasik aorta ve gastroknemius
iletim arteri halkalarinda genc egzersiz gruplarinda
CrMP
yanitlarinda anlamli artis saptadik. Bu artisi, Meng-

inkibasyonu  sonrasinda PE  kasilma
Wei Sun ve arkadaslar’min (20) egzersiz sonucu
damar halkalarinda tespit ettikleri HO-1 ve HO-2
HO’1n
uyarilabilir formu olan HO-1’in torasik aortada

proteinlerindeki artis ile aciklayabiliriz.
protein ekspresyonunun onceki calismamizda egzersiz
ile birlikte arttig1 gosterildi (19). Bu durum HO-2’ye
gore daha guiclu bir enzim olan HO-1’in artis1 sonucu
(25) torasik aortada endojen CO duretimi artisim
aciklayabilir. Yash gruplarda da CO’in endojen katkisi
anlamli olarak yiiksekti fakat egzersizin ekstra bir
katkis1 olmadi. HO-1 enziminin uyaranlari arasinda
egzersiz disinda oksidan stres, hipoksi, shear stres, 1s1
soku, hidrojen peroksit sayilabilir (26). Yaslanmayla
birlikte oksidan stresin artmasi HO-1 ekspresyonunu
tetikleyerek endojen katkinin artisina neden olmus
olabilir.

CO son yillarda onem kazanan vazodilator
ajanlardan biridir. Damarlar da vazodilator etkisini
siklik guanozin mono fosfat (cGMP) ve kalsiyum
(BKCa )
gostermektedir (27). Calismamizda, CO’in ekzojen

bagimli potasyum kanallan Uizerinden
katkisin1 ortaya koymak icin CORM’a verilen gevseme
yanitlarn kaydedildi. Torasik aortada yaslanmayla
birlikte CO gevseme yamti anlamli olarak azald.
Yapilan calismalar torasik aortada yaslanma ile
soluble guanilat siklaz’in down regiile oldugunu (28,
29), Marijic ve arkadaslarn da BKCa’nin yaslanmayla
birlikte ekspresyonunun azaldigin1 gostermislerdir,
aynt zamanda Zhou ve arkadaslar da yashilikta
BKca

saptamislardir (30, 31). CO’in etki mekanizmalarinda

kanallarinin  fonksiyonlarinin  bozuldugunu

yaslanma ile meydana gelen azalis CO’in vazodilator
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etkisini maskelemis olabilir. Bu da bizim torasik

aortada maksimum CO gevseme vyanitlarinin

azalmasini aciklayabilir.

Cok fazla sayida damar yataginda iletim arterinden
direng arterine kadar CO yamtim inceledigimiz
calismada gastroknemius kasina ait damar yataginda
sadece iletim arterinde endojen katki tespit ettik
(14). L-NAME hipertansif sicanlarla yapmis oldugumuz
calismamizda ise kontrol grubunda gastroknemius
diren¢c arterinde CO yamitinda bir farklilik tespit
edemedigimiz icin simdiki calismamizda egzersizin

damar yanmtlarinda ki adaptasyonel etkisini
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