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Amag: Hipertansiyon, gelisiminde pek ¢ok faktoriin etkili olmasi nedeniyle arastirilmasi zor bir hastaliktir.
Deoksikortikosteron asetat (DOCA)-tuz hipertansiyon modeli, olduk¢a sik kullanilan ve insanlardaki esansiyel
hipertansiyonu basarili bir sekilde taklit edebilen bir deneysel modeldir. Hipertansiyon c¢alismalarinda, hayvan
modelinin se¢imi kadar se¢ilen modelinin ne kadar stireyle uygulanacag: da biiytik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada,
DOCA-tuz hipertansiyon modelinin farkl siirelerde uygulanmasinin, kan basinci ve damar cevaplari iizerine etkileri,
arastirilmistir.

Yontemler: Deneylerde 8 haftalik, erkek Wistar albino si¢anlar kullanilmistir. DOCA-tuz hipertansiyon modelini
olusturmak icin, hayvanlara tek tarafli nefrektomi uygulanmis ardindan haftada iki kez DOCA enjeksiyonu (15 mg/kg,
s.c.) yapilmis ve %1 NaCl ile %0,2 KCl iceren icme suyu verilmistir. Uygulamalara farkl hayvan gruplarina 4 hafta ve 8
hafta boyunca devam edilmis ve kan basinglar1 6l¢iilmiistiir. Siire sonunda, hayvanlarin torasik aortlar1 izole edilmis
ve damar cevaplari izole organ banyosunda kaydedilmistir.

Bulgular: 4 veya 8 hafta DOCA-tuz uygulamasi, hayvanlarin kan basincini yiikseltmis ve aortanin endotele bagimh
gevseme cevaplarini azaltmistir. 4 haftalik DOCA-tuz grubunda aortun KCI kasilma cevaplari degismezken, alfa-1
reseptor agonisti fenilefrin (FE) ile uyarilan kasilma cevaplari azalmistir. 8 haftalik DOCA-tuz grubunda ise, hem KCl
hem de FE ile olusan damar kasilmalar1 azalmistir.

Sonug: DOCA-tuz hipertansiyon modelinin erken doéneminde, endotel islevinde ve reseptdor aracili damar
kasilmalarinda bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Daha uzun siireli uygulama sonucunda ise, kan basinci daha fazla
ylkselmekte, hem endotel hem de damar diiz kasinin islevlerinde bozukluklar goriilmektedir. Elde edilen sonuglar,
deneysel hipertansiyon modelinde farklt DOCA-tuz uygulama stirelerinin, damarlarin islevleri tizerine farklh etkileri
oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: hipertansiyon, DOCA-tuz, kan basinci, endotel.
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The Effect of Different Application Periods of DOCA-salt on Blood Pressure and Vascular
Response in the Experimental Model of Hypertension

Abstract

Objective: Hypertension is a difficult disease to study because of the many factors involved in its development. The
deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt hypertension model is a frequently used experimental model and mimics
essential hypertension in humans. In hypertension studies, it is of great importance to choose how long the model will
be applied as well as the selection of the animal model. In this study, it was investigated whether the administration of
DOCA-salt hypertension model at different times would have different effects on blood pressure and vessel responses.

Method: 8-week-old male Wistar albino rats were used in the experiments. DOCA-salt hypertension model was
induced through unilateral nephrectomy, DOCA injection (15 mg/kg, s.c.) twice a week and 1% NaCl and 0.2% KCl
added to drinking water. The applications were performed for 4 weeks or 8 weeks in different animal groups and
blood pressures were measured. At the end of the period, thoracic aortas of the animals were isolated and the vessel
responses were recorded in the isolated tissue bath.

Results: 4 or 8 weeks DOCA-salt administration resulted in a significant increase in blood pressure and a reduction in
endothelium-dependent relaxation responses. In the 4-week DOCA-salt group, KCl-induced contractile responses
remained unchanged, whereas the alpha-1 receptor agonist phenylephrine (FE)-induced contractile responses were
decreased. In the 8-week DOCA-salt group, both contractile contractions with KCl and FE were reduced.

Conclusion: DOCA-salt hypertension model leads to endothelial dysfunction and impaired receptor-mediated smooth
muscle contractions in the early-stage. The longer-term administration results in higher blood pressure and both
endothelial and vascular smooth muscle dysfunction. These findings suggest that different DOCA-salt application
times may have different effects on smooth muscle functions in experimental hypertension model.

Keywords: hypertension, DOCA-salt, blood pressure, endothelium.

GIRIiS gozlenen  yilksek kan basinci  olarak
tanimlanmaktadirt. Esansiyel hipertansiyonun
etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte,
bir¢ok calismada bu hastaligin sempatik sinir
sisteminin fazla aktivasyonu ve renin-
anjiyotensin sistemi bozuklugundan
kaynaklandigi one striilmiistir2>¢. DOCA-tuz
hipertansiyon modelinin olusumunda bu iki
yolagin da 6nemli rolii vardir. Takeda ve ark.
tarafindan, DOCA-tuz uygulanan siganlarda kan
basinci artisindan 6nce, merkezi kan basinci
regiilasyonunun degistigi ve baroreflekslerin
azaldig1 gosterilmistir. Ayrica bu arastirmalar,
sempatik sinir aktivitesindeki asir1 artisin
hipertansiyon patogenezinde o6nemli rol
Tim  hipertansiyon vakalarinin  yaklasik  oynadigim gosteren ilk ¢alismalar arasinda
%95'ini esansiyel hipertansiyon  yerini almistir’%. Diger taraftan, DOCA
olusturmaktadir®. ~ Esansiyel hipertansiyon, uygulamasinin plazma renin ve anjiyotensin II
renovaskiiler hastalik, bébrek yetmezligi, seviyelerini  azaltirken, beyin  omurilik
feokromositoma, aldosteronizm veya diger swisindaki anjiyotensinojen ve anjiyotensin II
ikincil nedenlerin bulunmadigi durumlarda miktarlarin artirdigl belirtilmistir'®. DOCA-tuz

Diinyadaki en yaygin kronik hastaliklardan biri
olan hipertansiyon, olduk¢a karmasik bir
patogeneze sahiptirl. Bu nedenle, ayr1 ayr
organlar1 veya dokular1 hedef alan yaklasimlar
ve modeller kullanilarak incelenmistir. Spontan
hipertansif sican (SHR) modeli gibi genetik
modellerden, DOCA-tuz modeli gibi uygulamali
modellere kadar pek c¢ok deneysel hayvan
modeli, hipertansiyon arastirmalarinda
kullanilmaktadir23. Deneysel hayvan
modellerine, hipertansiyonun patogenezinin
aydinlatilmas1 ve yeni terapotik stratejilerin
gelistirilmesi acisindan ihtiya¢ duyulmaktadir.
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uygulamasiyla birlikte, hipotalamusta renin-
anjiyotensin sistemi aktive olmaktadirll. Ote
yandan, DOCA hem glukokortikoid hem de
mineralokortikoid ozelliklerine sahiptir.
Bununla birlikte, daha baskin olan
mineralokortikoid potansiyeli aldosterona gore
zayiftir. DOCA-tuz hipertansiyon modeli, hem
su-tuz dengesini bozarak ortaya ¢ikan
hipervolemiye @~ ve hem de  sistemik
mineralokortikoid reseptorlerin uyarilmasina
bagli olarak, kan basincinda yiikselmeye ve
dolasim sisteminin yeniden sekillenmesine
(remodelling) yol ag¢maktadir?3. Dolayisiyla,
DOCA-tuz modeli esansiyel hipertansiyonu iyi
bir sekilde taklit ederek, ana yolaklarin
incelenmesine olanak saglamaktadir.

Bobrek kitlesinin azaltilmasi, tuz aliminin artisi
ve DOCA kombinasyonu, uygulamanin ilk
haftasindan itibaren kan basincinda ytkselise
neden olmaktadir!?-14, DOCA-tuz uygulamasini
3 haftadan daha uzun siire yapan az sayida
calisma oldugu ve bir aydan daha uzun sitireli
uygulamalarda kan basinci degerlerinde farkh
sonuglarin ortaya c¢iktigl 6ne sirilmistiir?. Bu
calismada, DOCA-tuz modelinin kisa ve uzun
stireli uygulanmasi sonucu kan basincindaki ve
damar cevaplarindaki degisimlerin izlenmesi
amaclanmigstir.

YONTEMLER

Hayvanlarin bakimi ve DOCA-tuz
hipertansiyon modelinin uygulanmasi

Tim deneyler, Laboratuvar Hayvanlarinin
Bakimi ve Kullanimi ile ilgili Ulusal Saglik
Enstitiisii Kilavuzuna uygun olarak yapilmistir.
Deney protokolii, Gazi Universitesi Hayvan
Etigi Komitesi tarafindan onaylanmis, etik
kurul onay1 alinmistir (G.U.ET.0952).

Sekiz haftalik erkek Wistar albino sicanlar
(23020 g), Ankara Universitesi Laboratuvar
Hayvanlart  Servisi'nden alinmistir. Tim
hayvanlar sabit sicaklikta (24+1°C), 12 saat
aydinhk / 12 saat karanlik periyodunda
tutulmustur. Sicanlar rastgele dort gruba
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ayrilmistir: i) 4 hafta Kontrol (n=10), ii) 4 hafta
DOCA-tuz (n=10), iii) 8 hafta Kontrol (n=8), iv)
8 hafta DOCA-tuz (n=11).

DOCA-tuz gruplarindaki hayvanlara steril
kosullarda, anestezi altinda (60mg/kg ketamin
ve 10 mg/kg ksilazin) tek tarafli nefrektomi
uygulanmistir. Bu sicanlarin bir hafta boyunca
iyilesmesine  izin  verilmistir.  Iyilesme
siiresinden sonra haftada iki kez 15 mg/kg
dozunda subkiitan DOCA uygulanmis ve i¢cme
sularina %1 NaCl ve %0,2 KCl eklenmistirl4.
DOCA enjeksiyonu ve tuzlu igcme suyu
uygulamalar1 4 ya da 8 hafta boyunca
yapilmistir. Hayvanlara siirekli olarak tuzlu
icme suyu verilmistir. DOCA enjeksiyonu ise
haftada iki giin uygulanmistir1415,

Kan basinci él¢timii

Hayvanlarin sistolik kan basinglar iki haftada
bir “Tailcuff” yontemiyle o6l¢llmiistiir (Non-
invasiv kan basinci 6l¢lim sistemi, NIBP200A,
COMMAT  (BIOPAC), Tirkiye). Sicanlar
Olgimden o6nce 1sitilarak, olglim kutularina
alinmis ve kan basinglar1 kuyruklarindan
Olglilmiistiir. Her 6l¢im zamaninda, her sigan
icin en az bes Olgim yapilmis ve ortalama

degerler sistolik kan basinci olarak alinmistir!2
13

Izole organ banyosu deneyleri

Deney siliresi sonunda hayvanlar anesteziye
edilmis ve torasik aortlar1 dikkatli bir sekilde
cikarilmistir. Torasik aortlar etraf dokulardan
temizlendikten sonra yaklastk 3 mm’lik
halkalara ayrilmis ve izole organ banyosuna
yerlestirilmistir (COMMAT, Ankara, Tirkiye).
Izole organ banyolar1 Krebs cozeltisi ile
doldurulmus (mM: NaCl 119; NaHCOs 25; KCI
4,6; MgCl2 1,2; KH2PO4 1,2; CaClz 2; H20 2,5;
monohidratglukoz 11), %95 02 ve %5 CO2
karisimiyla siirekli olarak havalandirilmis ve
37°C'ye 1sitilmistir. Yaklasik bir saat dengeleme
suresinin ardindan, 90 mM KCl ile kasilma
cevaplar1 alinmistir. 40 dakika yikama sonrasi,
damar halkalar1 fenilefrin (FE) (10¢ M) ile
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kasilmis ve asetilkolin (ACh) (108 - 10-5> M) ile
gevseme doz-cevap egrileri kaydedilmistirl2.

Kimyasallar

Tum kimyasallar Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, USA) sirketinden alinmistir. DOCA, misir
yagl icerisinde, 15 mg/ml derisimde
hazirlanarak uygulanmistir.

Istatistiksel analiz

Tim sonuglar ortalama * standart hata (SEM)
seklinde  gosterilmistir. Damar gevseme
cevaplari, FE kasilma cevabinin ytlizdesi olarak
hesaplanmistir. Kan basinci sonuglarinin ve
damar kasilma cevaplarinin istatistiksel
analizinde Student t testi kullanilmistir. Damar
gevseme cevaplarinda ise gruplar arasi farklilik,
“Repeated-measures Two-way ANOVA” ve

ardindan Bonferroni testi yapilarak tespit
edilmistir. P<0,05 seviyesi anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR

Hem 4 hafta hem de 8 hafta boyunca DOCA-tuz
uygulamasi yapilan gruplarda sistolik kan
basinglar1  kontrole gore anlamli olarak
artmistir (p<0,0001). Ayrica 8 hafta DOCA-tuz
uygulanan gruptaki hayvanlarin kan basinglarsi,

4 hafta DOCA-tuz uygulanan gruptaki
hayvanlarda daha yiiksek  bulunmustur
(p<0,05) (Sekil 1).
200+ '—#*'
= 3 Kontrol
2 ot Hl DOCA-tuz
= 1501
S5
S E 100
xE
g 501
(72}
c T ]
4 hafta 8 hafta

Sekil 1. Farkli DOCA-tuz uygulama siirelerinin sistolik kan
basinc iizerine etkisi. 8 hafta uygulama sonucu elde edilen
sistolik kan basinci artisy, 4 haftaya kiyasla daha fazla olmustur.
Sonuglar ortalama * SEM seklinde gosterilmistir. *p<0,0001
#p<0,05 (n=8-11)

4 haftalik DOCA-tuz grubunda kaydedilen ACh
ile uyarilan endotele bagimhi gevseme
cevaplarinin kontrole gore anlamli olarak
azaldigr bulunmustur (Sekil 2A) (p<0,05).
Benzer sekilde, 8 hafta boyunca DOCA-tuz
uygulamasi yapilan hayvanlarda ACh ile elde
edilen damar gevsemesinin, kontrol grubu
hayvanlara gore daha diisik oldugu
gosterilmistir (Sekil 2B) (p<0,05). 4 hafta ile 8
hafta DOCA-tuz gruplar: karsilastirildiginda ise
anlaml bir fark bulunmamistir (Sekil 2C).

A B

4 hafta 8 hafta

Gevgeme (%)
8 8 &8 8 o
Gevseme (%)
8 8 &8 8 o

ACh [LogM]

ACh [LogM]

Sekil 2. Sican torasik aortasinin endotele bagimli gevseme
cevaplari lizerine 4 ve 8 hafta DOCA-tuz uygulamasinin etkisi.
DOCA-tuz uygulamasinda 4 haftallk (A) ve 8 haftalik (B)
uygulama stireleri, damarda ACh ile uyarilan endotele bagimh
gevsemeleri benzer sekilde azaltmistir (C). Sonuglar ortalama +
SEM seklinde gosterilmistir. *p<0,05 (n=8-11)

4 haftalik DOCA-tuz uygulamasi sonucu, KCI ile
saglanan damar kasilma cevaplari
degismemistir. 8 haftalik DOCA-tuz grubunda
ise bu kasilmalarin azaldigi gozlenmistir
(p<0,05). Ayrica 8 haftalik DOCA-tuz grubunun
KCl kasilma cevaplarinin, 4 haftalik gruptan
daha diisik oldugu bulunmustur (p<0,05)
(Sekil 3A).

Hem 4 haftalik hem de 8 haftalik DOCA-tuz
gruplarinda FE kasilma cevaplarinin, kontrole

gore anlamh olarak azaldig1 gosterilmistir
(p<0,05) (Sekil 3B).
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Sekil 3. Farkli DOCA-tuz uygulama stirelerinin damar kasilma
cevaplar1 iizerine etkisi. DOCA-tuzun 4 hafta uygulanmasinda
sadece FE kasilma cevaplar1 azalirken; 8 hafta DOCA-tuz
uygulanmasi sonucunda, hem KCl (A) hem de FE (B) ile
uyarilan kasilma cevaplar1 azalmistir. Sonuglar ortalama + SEM
seklinde gosterilmistir. *p<0,05 (n=8-11)

TARTISMA

Bu calismada; DOCA-tuz deneysel
hipertansiyon modelinde, 4 veya 8 hafta
boyunca DOCA-tuz uygulamasinin, sistolik kan
basinci ve damar kasilma cevaplari tlizerine
farkli etkileri oldugu, fakat aortun endotele
bagimli gevseme cevaplarini benzer sekilde
azalttigy; ortaya konmustur.

DOCA-tuz hipertansiyon modelinde, bdbrek
kitlesinin azaltilmasi ve DOCA uygulamasi
bunlara ek olarak NaCl/KCl verilmesi kan
basincinda ilk haftalardan itibaren anlamh bir

yukselise = neden olmaktadir. Literatiire
bakildiginda 4 ile 12 hafta arasinda, farklh
uygulama stirelerinin kullanildig:
goriilmektedirl213.15-17, DOCA-tuz

uygulamasinin farkl ¢alismalarda farkl siireler
devam etmis olmasi, elde edilen sonuclar
arasinda bazi tutarsizliklara zemin
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hazirlamaktadir. Bu nedenle, deneysel modelin
uygulanacagi siirenin se¢imi oldukca 6nemlidir.

Sicanlarda 4 haftalilk DOCA-tuz uygulamasi,
sistolik kan basincini anlamli olarak artirmak
icin yeterli olmaktadir!®. Bizim deneylerimizde
de 4 hafta sonunda DOCA-tuz hipertansif
gruptaki sistolik kan basinglar1 anlaml olarak
ylukselmistir. 12 hafta gibi daha uzun siireli
uygulamalarda ise, sistolik kan basincinin 8.
haftaya kadar yilikselmeye devam ettigi
goriilmektedir'217.  Onceki  arastirmalarla
uyumlu olarak bu ¢alismada, 8 hafta DOCA-tuz
uygulamasi1 yapilan siganlardaki sistolik kan
basinglar;, 4  hafta uygulama yapilan
sicanlardan daha yiiksek bulunmustur. Bu
sonuglar dogrultusunda, DOCA-tuz modelinde,
uygulamanin 8. haftasina kadar kan basinc
ylkselisinin devam ettigi sdylenebilir.

Kan damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayan endotel
tabakasi, vaskiiler tonusun ayarlanmasinda
oldukca Onemlidir. Vaskiiler endotel islev
bozuklugu, hipertansiyon gibi cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin baslatilmasinda
ve ilerlemesinde o6nemli rol oynamaktadiris.
DOCA-tuz, anjiyotensin II ile indiiklenen,
spontan hipertansif sigan (SHR) gibi bir¢ok
hayvan modelinde ve insanlarda,
hipertansiyona bagl gelisen endotel islev
bozuklugu gosterilmistirl21419-21, Bu ¢alismada,
hipertansiyon siiresine bagl olarak endotel
islev bozuklugunun derecesi karsilastirilmistir.
Hem 4 hafta hem de 8 hafta uygulanan DOCA-

tuz hipertansiyon grubunda, endotel
islevlerinin bozuldugu bulunmustur. Fakat
endotel islevlerindeki bozulma,
hipertansiyonun  siliresine goére degisim
gostermemistir.

Vaskiiler diiz kas, kasilma kuvvetini belirli bir
seviyede siirdiirme kabiliyeti bakimindan
benzersizdir. Bu kasilma giici diizeyinin
korunmasi, vaskiiler tonusu olusturmaktadir.
Vaskiiler diiz kas kasilmasi, hiicre ici serbest
kalsiyum derisimi ile ve kasilma elemanlarinin
kalsiyuma duyarlhigi ile diizenlenmektedir. KCl
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damar diz kasinda reseptor uyarisindan
bagimsiz olarak, hiicre ici serbest kalsiyum
diizeyini, hiicre zarindaki voltaja bagimh
kalsiyum kanallarinin aktivasyonunu
arttirarak, kasilmalar1 saglamaktadir. DOCA-tuz
uygulamasinin 5 hafta boyunca yapildig1 bir
calismada, hipertansif siganlarda KCl kaynakl
kasilmalarin degismedigi gosterilmistir?2. Bizim
calismamizda da 4  haftaik DOCA-tuz
hipertansif sicanlarda KCl ile saglanan
kasilmalarin degismedigi gozlenmistir. Bunun
yaninda, 8 hafta DOCA-tuz verilen sicanlarda
KCl kasilma cevaplarinin anlamh olarak
azaldigr bulunmustur. KCI ile indiklenen
kasilmadaki degisimin, vaskiiler duyarlikta ve L

tipi kalsiyum kanali ekspresyonu veya
aktivasyonunda degisimler nedeniyle
olabilecegi o6ne siiriilmektedir?3. Sonuglar
reseptor aracisiz kasilmalarin, kisa siireli

hipertansiyondan etkilenmedigini, daha uzun
stireli hipertansiyonda ise, azalabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, altta yatan
mekanizmalarin agiklanabilmesi i¢in daha ileri
arastirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Alfa-1 adrenoreseptor aracili kasilma cevabi ise
hiicre ici depolardan inositoltrifosfat (IP3)
aracili kalsiyum salimi ve hiicre zarindaki
kalsiyum kanallarindan giren Kkalsiyum ile
gerceklesmektedir.  Hiicre i¢i  kalsiyum
homeostazindaki bozulma, hipertansiyona
bagh vaskiiler islev bozuklugunda énemli rol
oynamaktadir?425, Bu c¢alismada, hem kisa
sureli hem de wuzun siireli DOCA-tuz
hipertansiyonu sonucu FE ile uyarilan alfa-1
adrenoreseptor aracili kasilma cevaplarinin
anlaml olarak azaldig1 gosterilmistir. 4 ve 8
hafta hipertansif gruplar arasinda ise, bir fark
bulunamamistir. Alfa-1 adrenoreseptér aracili
kasilma mekanizmalarindaki degisimlerin veya
bozukluklarin, hipertansiyonun erken
donemlerinde basladigr gorilmektedir. Bu
degisimler, hiicre icine Kkalsiyum girisindeki
bozukluklar nedeniyle olabilecegi gibi hiicre ici
depolardan kaynaklanan islev bozukluklari
nedeniyle de olabilmektedir24.

SONUC

Elde edilen sonuglar, DOCA-tuz hipertansiyon
modelinde kan basinct artisinin 8. haftaya
kadar devam ettigi gostermektedir. Reseptor-
aracisiz diiz kas kasilmalari kisa siireli DOCA-
tuz hipertansiyondan etkilenmezken,
hipertansiyonun daha ileri doénemlerinde
azalmistir. Damarda endotele bagimli gevseme
cevaplari ve diiz kasin alfa-1 adrenoreseptor
aracili kasilmalari, DOCA-tuz hipertansiyonun
erken donemlerinde bozulmaya baslamaktadir.
Bu veriler 15181nda, hipertansiyon
calismalarinda siklikla kullanilan DOCA-tuz
deneysel modelinin uygulama stiresinin deney

sonuglarint  etkileyebilecegi  goriilmektedir.
Arastirmanin  tasariminda ve  sonuglarin
yorumlanmasi  asamasinda  hipertansiyon

stiresi goz 6nlinde bulundurulmalidir.
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