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1. OZET

Nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu sonucu olugan kan basinci (KB) artiglar
ve plazma NO degerleri degisimleri arasindaki iligkiler heniiz agikga
belirlenmemistir. Bu ¢alismamin amaci; 1) normal ve NOS enzim inhibitérii N,
Nitro-L-arjinin (L-NNA) uygulanmis siganlarda KB ve plazma NOy diizeylerini
belirlemek ve KB ile plazma NO;+NOs; (NOy) diizeyleri arasindaki iligkiyi
degerlendirmek, 2) NOy 6lgiimlerinde spektrofotometrik ve elektrokimyasal
Olgiimleri karsilastirmaktir.
Yetigkin erkek Wistar siganlar 4 gruba ayrildi. 1) Kontrol grubu (K, n=10), 2) Akut
doz L-NNA ana grubu (aL-NNA, n=19). Bu ana grubun deneklerine tek doz L-NNA
(25 mg/kg i.p.) uygulamasindan 1, 3 ve 24 saat sonra KB 6lgiimii yapildi ve kan
ornekleri alindi, 3) Kronik diigik doz L-NNA ana grubu (dL-NNA, n=19). Bu
grubun deneklerine 2 hafta siireyle L-NNA (igme suyunda =16 mg/kg) uyguland: ve
sire sonunda, L-NNA uygulamasinin sona erdirilmesinden hemen sonra, 24 ve 48
saat sonra KB &l¢ilimii yapildi ve kan 6rnekleri alindi, 4) Kronik yiiksek doz L-NNA
grubu (yL-NNA, n=28) Bu grubun deneklerine 2 hafta siireyle L-NNA uygulandi
(igme suyunda =47 mg/kg) siire sonunda hemen KB 6l¢iimii yapildi ve kan 6rnekleri
alindi. Kronik diisik ve yiiksek doz L-NNA wuygulanan gruplarda L-NNA
uygulamadan 6nce ve L-NNA uygulamasimin 7 ve 14 (incii giinlerinde tail-cuff
yontemi ile KB 6l¢iildii.

dL-NNA ve yL-NNA grublarinda 14.giin KB ve plazma NOx diizeyleri anlamh
olarak yiiksek iken, NOy diizeyleri dL-NNA grubunda ilag uygulamasi sona
erdikten 24 ve 48 saat sonra anlamli olarak diistiktii. aL.-NNA ana grubunda tek doz
L-NNA uygulamasi 1 ve 3.cii saatte KB’ 11 artirirken plazma NOx diizeylerini ise 3.

saatte anlamli olarak diiglirmiistiir. Yirmidort saat sonra ise hem KB hemde NOx



degerleri geri donmiistiir. NOx degerlerinde, spektrofotometrik ve NO metrik

Olglimler arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi.

Anahtar kelimeler: L-NNA, Kan basinci, Plazma NO,, Spektrofotometre, NO metre,



2. ABSTRACT

The relationship between the nitric oxide synthase (NOS) inhibition mediated
blood pressure (BP) elevation and changes in plasma nitric oxide (NO) levels is not
determined yet. Aims of this study were 1) to determine BP and plasma NO levels
in normal and the NOS inhibitor N, Nitro-L-arjinin (L-NNA) administered rats and
evaluate the relationship between the changes in BP and NO;+ NO;” (NO,) levels
and 2) to compare the results of NO level measusements obtained by
spectrophotometer and NO meter.

Adult male Wistar rats were divided into four groups: First group served as
controls (n=10). 2) Rats in the acute dose of L-NNA main group (aL-NNA, n=19)
were administered a single dose of L-NNA (25 mg/kg i.p.) and BP were measured 1
hour 3 hour and 24 hour, later respectively and blood samples were collected. 3)
Animals in the chronic low dose of L-NNA main group (IL-NNA, n=19) were
administered L-NNA (=16 mg/kg in drinking water) for 2 weeks and after final dose,
BP was measured immediately after the final dose, 24 hours and 48 hours after and
blood samples were also collected. 4) Chronic high dose of L-NNA group (hL-NNA)
was given L-NNA as 47 mg/kg/day in drinking water for 2 week (n=28), and after
the final dose, BP was immediately measured and blood samples obtained. In
chronic low dose and chronic high dose groups, BP measured before L-NNA
administration and 7™ and 14" days after L-NNA administration with tail-cuff
method, respectively.

In IL-NNA and hL-NNA groups, while BP and plasma NO levels significantly
higher on the day 14, NOy levels significantly lower 24 and 48 hours after

administration of L-NNA in the dL-NNA group. In aL.-NNA main group, single dose



L-NNA administration, while BP increased at 1 and 3 hours, plasma NOy levels
significantly reduced 3 hours following the drug administration. After 24 hours, both
BP and NOx levels were recovered. There was no significant difference between the

values of NOy measured with spectrophotometer and NO meter.

Key words:L-NNA, Blood pressure, Plasma NOy, Spectrophotometer, NO meter,



3.GIRIS

Nitrik oksit (NO), L-arjinin aminoasidinden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
olarak bilinen bir enzim grubu tarafindan olusturulur. Kisa émiirlii bir molekiil olan
NO’nun vazodilator, anti-bakteriyal, anti-viral &zelliklerinin oldugu bilinmektedir
(94). NOS inhibisyonu yapmak i¢in yaygin olarak N, —nitro-L-arjinin metilester (L-
NAME), N, Nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi kimyasal maddeler kullanilimaktadir (27).
Akut ve kronik NOS inhibisyonunun kan basincini artirdign iyi bilinmektedir.
Ozellikle NOS inhibit6rlerinin uzun stireli uygulamalar hipertansiyon calismalarinda
yeni bir deneysel model olusturabilecedi 6ngériillmektedir. Ancak, NOS inhibisyonu-
aracil: hipertansiyon ¢aligmalarinda farkli NOS inhibitorleri kullanmildigi gibi, bu
inhibitorlerin farkh dozlarda ve siirelerde uygulanmalar sonucu standart bir model
heniiz gelistirilememistir. Diigiik dozlarla yapilan NOS inhibisyonunda organ hasari
ve gelisme bozuklugu meydana gelmezken, yiiksek dozlarla yapilan NOS
inhibisyonunda 6zellikle bobreklerde parankim ve damar hasart ve malign
hipertansiyon gelistigi belirtilmektedir (93). Akut ve kronik NOS inhibisyonu sonucu
olusan kan basinct (KB) artiglari ve plazma NO degerleri degisimleri arasindaki
iligkiler hentiz agik¢a belirlenmemistir. NO viicut sivilarinda dogrudan veya dolayh
olarak olgtilebilmektedir. Dolayli 6lglimlerde nitrat (NO;) ve nitrit (NO,) gibi
metabolitleri kullanilmaktadir. Dolayli 6lgtimler ya NO; molekiilii NO, molekiiliine
indirgenerek ya da NO,; molekiilii NO; molekiiline yiikseltgenerek yapilr.
Olgiimlerde  spektrofotometre, NO metre cihazi, florimetre gibi cihazlar
kullanilmaktadir (114).

Organizmada kan dolagimi, sinir sistemi ve immiin sistemin diizenleninesi ve

¢alismasinda g¢ok onemli bir mekanizma olan L-arjinin~NO yolaginmin NO saliverme



yetenegi fizyolojik, patolojik ve patofizyolojik siireglerde degismektedir, Viicut
sivilarinda ve dokularinda NO diizeyinin tespiti 6nem arz etmektedir. Bu nedenle NO
diizeylerinin saglikh ve rantabl Sl¢iimii faydah olacaktir.

Bu ¢aligmada, akut ve uzun siireli NOS inhibisyonu sonucu olugan kan basinci
ve plazma NO diizeylerindeki degisimler tespit edilerek, aralarindaki iliskinin
aragtirilmasi ve NO,+NOj;” (NOx) Sl¢timlerinde spektrofotometrik ve amperometrik

yontemlerin kargilagtiriimas: amaglanmustir.

3.1. NITRIK 0KSIT

Endotelyumdan tiireyen gevseme fakt6riiniin (EDRF) NO oldugu 1987 de
tanimlanmigtir (82). NO, L-arjinin’in L-sitrulline ddniisiimiinden sentezleuir (71).
NO sentezi igin gerekli olan arjininin biiyikk ¢ogunlugu diyetle, protein sentezi ve
metabolizmasiyla ve Kreps Henseleit iire devriyle arjinosiiksinik asit senteziyle
meydana gelir. Arjininin membran karsisina taginmasim saglayan bir kag tagiyic
sistem vardir. Bunlarin en 6nemlisi endotel hiicresi iginde yer alan y* sistemidir.
Yine insan vaskiiler hiicreleri iginde yer alan doyurulamayan komponentleri vardir.
Fizyolojik konsantrasyonlarda L-arjininin yaklagik % 70 iy sistemi ile tagintr. Insan
endotelyumunda 1mM dan yiiksek konsantrasyonlar doyurulamayan tasiyici
sistemiyle taginur (2).

L-arjininden NO olusumunu katalizleyen ii¢ izoenzim vardir. Endoteliyal NOS
(eNOS) ve noronal NOS (nNOS) kalsiyum bagimlidir ve yapisal olarak adlandirilir.
Yapisal NOS’ tan tlireyen NO’nun bazal salimumi vardir. Asetilkolin (Ach) gibi bazi
sinyallere cevap olarak NO’ nun konsantrasyonu kisa bir zaman boyunca artabilir
(75). Endoteliyal hiicrelere morfin uygulandiginda eNOS tarafindan iiretilen NO

miktar1 degisir ve bu birkag saat siirebilir (66). Indiiklenebilir NOS (iNOS)



kalsiyumdan bagimsiz olup, sitokin ve endotoksinler tarafindan indiiklenir, patolojik
sartlarda aktive olur (22). eNOS, nNOS, iNOS sirasiyla 7,12 ve 17.kromozomlar
{izerinde ti¢ farkli gen tarafindan kodlanir (17). eNOS tarafindan NO iiretilebilmesi
igin: 1.Hem grubu ve NADPH, 6(R)-5,6,7,8 tetra hidrobiopterin (BH4) flavin
adenindiniikleotid ve flavinmononiikleotid ile birlesmelidir. BH4 ile eNOS
birlestiginde enzim stabilize olur. L-arjinin varliginda kompleks daha stabil bir hale
gelir. Oncelikle eNOS fosforile olur. Sonra sinyal yolaklar ile sinyal iletimi olur. G
proteini aktiflesir, glikoprotein ile birlesir, inozitoltrifosfat tiretilir, Ca'? hiicre icine
girer, hiicre i¢i Ca** miktar1 artar, kalmodulin aktive olur, sonunda da Akt (protein
kinaz B) isimli bir protein aktiflesir ve NO tiretilir (2).

nNOS’tan tiireyen NO’nun glial hiicrelerde interlokin 6 (IL-6) ve tlim&r
nekroze edici faktor (TNF-o) gibi birkag proinflamatuvar mediatoriin
transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmigtir (100). Hem ve demir gruplarinin
baglanmasiyla nNOS monomerleri gevsek bir gekilde dimerlesir. Hem’nin
baglanmasindan sonra hiicre i¢i Ca* seviyesi artar. nNOS protein kinaz C tarafindan
ve cGMP bagimli protein kinazlar ayrica Ca*/ kalmodulin cAMP ile fosforilasyonu
sonucu inaktive edilir (20,19). iNOS proinflamatuvar sitokinler gibi gesitli sinyal
molekiilleriyle indiiklenebilir (76). iNOS’un uyarilmasi genel olarak 3-4 saatlik bir
slire sonunda goriiliir ve bir defa uyarildiginda 24-48 saat boyunca NO {iretilir (86).

Olugan NO sonra NO,, NOj iyonlarina ve S- nitrozotiyol (RSNO)
bilegiklerine doniigiir (69). NO’nun su ve gaz fazindaki bozunma hizi1 ve modu ¢ok
degisiktir. Sulu ¢6zeltide NO’dan en fazla NO;  olusur. Sulu ¢dzeltilerde ki NO’nun
otooksidasyon kinetigi NO’nun konsantrasyonuna baglidir (25). NO’nun fizyolojik
konsantrasyonu 1uM ile 10nM arasindadir ve yar1 Omrii oksijen ile olan

reaksiyonuna baglidir. Bu siire yaklagik 9 ile 900 dakika arasindadir (7). NO



uretildikten sonra ¢evreye difiize olabilir. NO’nun difiizyonu, biyolojik yar1 6mriiniin
belirlenmesi ve lokal modiilatér olarak hareket eden NO’nun yeteneginin anlagilmasi
i¢in temeldir (7). NO’nun dokularda uzun mesafelere difiize olma kapasitesi, salinle
perfiize edilmis kalbin koroner dolagimina infiize edilen gergek NO’nun standart sulu
¢ozeltileri kullanilarak gosterilmigtir. Hemoglobin yoklugunda NO hizli bir gekilde
damarsal yap1 boyunca difiize olur ve yeterli bioaktif miktar1 kardiyomiyositlerin
mitokontrileri ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine ulagarak koroner kan akimi ve sol
ventrikiiler fonksiyonu etkiler (50). Miyokardiyal doku iginde endoteliyal NO 0.1-0.3
uM konsantrasyonlarinda bulunur. Burada miyoglobine baglanarak mitokontride
respiratuvar zincirin elektron transferi ve sitokrom oksidaz tizerinde inhibitér etkileri
vardir (84). Ayrica NO parakrin mediyat6r olarak gorev yaparak komsu hiicrelere
dogru hareket eder. Bu hareket sirasinda molekiiler oksijen, tiyol ve indirgenmis
hemoproteinlerle etkilesebilir. Bu reaksiyonlarin herbirinin biiyiikliigii mikrogevresel
sartlara ve diger biyoreaktanlarin konsantrasyonuna baglidir (48). Yine son
zamanlarda membranin hidrofobik bolgelerinde su medyumu g¢evresindekine oranla
300 kat daha hizli olarak NO ile molekiiler oksijene doniistiigii g6sterilmistir (109).
NO, O, ~ peroksinitrit olusturmak {iizere reaksiyona girer. Peroksinitrit olusumu
sadece NO’nun gériinen hizinda meydana gelir ve siiperoksit olusumuna esittir (72).
Peroksinitrit olusumu alkali ¢6zeltide stabildir ve hizli bir sekilde protonlanir (7). In
vivo sartlarda peroksinitrit stabil olmayan nitrozoperoksi karbonat anyonuna yaklasir
ve ortamda bulunan CO, ile reaksiyon verir (106). O, varliginda NO, NOs’e doniisiir.
Aynica endoteliyal hiicre kiiltiirlerinde bulunan siiperoksit dismutaz (SOD),
sliperoksit anyonunun dismutasyonun yam sira nitroksil anyonu NO™ ye indirger (78).
NO’nun yart 6mrii oksijenden tiiremis radikaller pO, , pH ge¢is metallerinin

konsantrasyonu, tiyollerin miktar1, NO, ve NO; konsantrasyonuna baghdir. Yoshida



ve arkadaslari erkek siganlara inhale "N (108ppm) ve 'NO kana injekte ederek
metabolik yolaklar1 arastirdilar (113). N ile maruziyetten sonra siganlarin idrar,
kirmizi kan hiicreleri, serum ve kaninda yiiksek seviyede bulurlarken bobrek, kas,
akciger, karaciger ve trakelerinde diisiik miktarda isaretlenmis N buldular.Yapilan bu
caligmalarda :

1. Hem inhale hem de injekte edilen NO’nun hizlt bir sekilde kirmizi kan hiicreleri
dolasimina girip oksitlendigini sonra da idrarla atildigim,

2. Ne NO ne de NO metabolitlerinin uzun peryodlarda ¢esitli organlarda
depolanmadigr gosterilmistir (112). Tannenbaum ve arkadaglari memeli tiirlerinin
idrarinda NO; iiretildigini gésterdiler. Normal ve germ serbest siganlara >NH; ii oral
uyguladilar ve olusan NOj’tin alinan NHj3 den daha fazla oldugu gosterilmigtir
(31,107). Burada ""NH; seklinde uygulanan "N un %50 si NOs’e doniiglip idrarla
atihrken azot nitratinin geri kalan %50 si heniiz belirlenmemis bir kaynak tarafindan
olusturulur. Siganlara *NHj ile birlikte endotoksin uygulandiginda NO; biyosentezi
birka¢ kat artmaktadir. Ayrica NO biyosentez yolaginin, retikuloendoteliyal
sistemlerin aktive edilmesiyle iiretilen oksijen radikalleri indirgenmis azot
bilesikleriyle yiikseltgendigi gosterilmistir (107). Green ve arkadaglar1 idrarla atilan
NO3 miktarmin diigitk NO; alimi sartlan altinda alinan miktarn 4 kati oldugunu
gosterdiler. °NO5 ile yapilan ¢aligmalar NOs’iin endojen biyosentezinin idrardaki
asirt NO3’lin kaynag1 oldugunu gostermiglerdir. >NO; verilerinin analizi agizdan
alman NOs’iin yarisimin idrar NOs’tine doniistiigiinii gostermiglerdir (31). NO’nun
son metabolitleri bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bunlar atmosfer NO,
bilesiklerinin inhalasyonla alinmasi (61) ve {ire dongiisidir (112). Yapilan bir
¢alismada NOy diizeylerinin yaga bagli olarak arttif1 ve geng yastaki kadinlarda aym

yastaki erkeklere gore NOy diizeyleri daha diisiik oldugu gosterilmigtir (103).



3.1.1.Nitrik oksitin fizyolojik etkileri ve fizyopatolojik siireclere katilim

NO’nun vaskiiler, immiin ve ndronal sinyal molekiilii olmasinin yam sira anti-
bakteriyal, anti-viral davranislari da vardir ve proinflamatuvar olaylan down- regiile
eder (94) . NO platelet ve notrofil aggregasyonunu inhibe eder (57). NOS inhibitorii
olan N¢ nitro L-arjinin metil esteri (L-NAME) ve L-arjininin platelet ve lokosit
adhezyonunu artirdig1 gosterilmistir (87). Bu ¢aligmalar kedi postkapiller veniilii (56)
sigan mezenterik veniilleri ve kedi koroner damarlart (9) gibi ¢esitli dokularda
calisilmistir. Insan damarlarinda monosit ve graniilositlerin adhezyonunun yapisal
NOS (cNOS)’un uyanlmasmi takiben azaldigi gosterilmistir (8). Santral sinir
sisteminde ve de periferal sinirlerde NO katekolaminlerin salgilanmasindan
sorumludur (21). NO hem kendi bagina hem peroksinitrit olusturarak hem de
stiperoksit ile kombine olarak transmitter salimmindaki artis1 etkileyebilir (52).
NO’nun vaskiiler tonusun saglanmasi platelet inhibisyonu, nétrofil agregasyonu ve
adezyonun inhibisyonu diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunun durdurulmas: gibi
vazoreaktif 6zellikleri vardir (97).
Ayrica NO barsakta splanik kan akimini (41), motiliteyi (89) ve iyon transportunu

da diizenlemektedir (88).

3.1.1.1. Nitrik oksit ve dolasim sistemi

NO 100 mikrometreden daha uzaktaki dokulara difiize olmasina ragmen
dolagimdaki eritrosit hemoglobini ile birlestigi gdsterilmigtir (59). Hemoglobinin
hiicre icinde NO’nun yeniden girmesini biiyiik oranda azaltacag1 i¢in NO fireten bir
hiicrede NO nun dahili konsantrasyonu azalabilir. Izole edilmis hiicrelere

yerlestirilmis mikroelektrotlarla o&lgiildiigiinde, endotelyumun guanilat siklazin
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aktivasyonu igin gerekenden 10-40 kat daha fazla NO iretilebildigi gdsterilmistir
(100). Uretilen NO daha sonra diiz kas hiicrelerine diftize olur. NO’nun kandaki yar1
omrii 0.05-1.8 ms olarak hesaplanmigtir (63). In vitro ortamda NO ile serbest
hemoglobinin kombinasyonu hemen hemen anliktir (13). 19 °C de NO’nun
Hb4(NO)4 den disosiasyon yart dmrii pH= 9 da yaklagik 8 saat pH=6 da 3 saattir (28).
Ayni zamanda S-nitrozohemoglobin olusumu f subunitinin B93 sistein ile NO’nun
reaksiyonu Oy’ ye baghdir ve oksijenlenmeyi kolaylastirir. Halbuki deoksijenasyon
S-NO-Hb de NO grubunun salgilanmasinda allosterik bir transisyona eslik eder (47).
In vitro oksihemoglobin kiigiik fraksiyonlarda NO metabolizmasinin diger ara iiriini
peroksinitrit ile reaksiyona girer (94). NO, methemoglobineminin etken bir
faktoriidiir. Plazmada NO’ nun hemen hemen tamami NO, ‘ye yiikseltgenir ve
birkag saat boyunca dengede kalir (93,49). NO, kanda hizlica NO;3™ ‘e déniisiir.
Aerobik sartlar altinda NO,™ tarafindan hemoglobinin oksidasyonu, hemoglobinin
dioksijen baglanmasiyla NO, formundan yavas bir sekilde tek elektron transferi
yoluyla meydana gelir. Gerek siiperoksit anyonu peroksit, azot dioksit, peroksinitrit
iyonu gerekse serbest bir methemoglobin radikalinin sonradan ortaya ¢ikan hizli bir
otokatalitik mekanizmasim kapsadigi varsayilic (55). In vitro arastirmalarda bu
mekanigin in vivo uygunlugu son yillarda *NO,™ ‘nin intratekal uygulanan sigan
veya farelerde >N nin %70 lik kismimin *NO;™ ‘e doniistiigii %27 sinin ise NO,”
oldugu dogrulanmistir. Bu doniiglimiin yeri eritrositlerin igidir ve tavsanlarda
doniisiim hiz: farelerden daha yavastir (83). NaNO, ¢ozeltisi i.v. olarak tavsana
injekte edildikten sonra tavsanlarda NO, konsantrasyonu hizla azalmistir (81). Insan
kanina 5 pM NO;’ ilave edildiginde yaklagik 10 dakika iginde NO;™ e doniisiir (49).
Insanda NO,™ ‘nin yaklasik yari 6mrii 110 sn dir. Bu dontistim pH a sicakliga bagh

iken serbest hemoglobin miktarina bagl degildir (49,93). Plazma NO ve N-
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oksitlerin  metabolik yolagi kirmizi kan hiicrelerinde oldukga farklidir. Insan
plazmasma NO veya NO, ekspoze edildiginde askorbik asit, {irik asit ve en &nemli
olarak da protein tiyolleri gibi antioksidanlarin hizh bir sekilde kayb1 meydana gelir
37.

NO wvaskiiler diiz kas ¢cGMP iretimini uyarir ve anjiyogenezini artirr.
Gozulebilir guanilat siklazin dogrudan nitrozilasyonu, vaskiiler diiz kas
hiicrelerindeki ¢cGMP yi artinir. Ca™ ¢ikisimi artirir ve de Ca™ girisini dnleyerek
vazodilatasyon yapar. Bu olaylar sonucunda periferal kan akimi artar ve hem
sistemik hem de pulmoner vaskiiler yolaklarda hipertansiyonun zayiflamasina
katkida bulunur (2).

NO’nun antiateroskleroz &zelligi, hiicre igi oksidatif stresi azaltmasi ayrica
aterogenezis sinyal prosesinin erken inhibisyonuyla meydana gelir. Bu sinyal
prosesinin  inhibisyonu oksidatif enzimlerin down-regiilasyonuna, 16kosit
akiimiilasyonunun azalmasina ve de vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun ve
migrasyonunun inhibisyonuna yol agar (2).

Bu olay platelet igindeki ¢GMP’nin uyarilmasiyla meydana gelir. Platelet
aktivasyonu ve yapigmasini regiile eden proteinler fosforillenir. Ayrica plateletlerde
de az miktarda NOS vardir (2).

Serum NOx diizeyleri konjeksif kalp yetmezligi (108) ve karaciger girozunda
artar (36). Takashi ve ark. herhangi bir ila¢ kullanmayan ofis ¢alisanlarinda cinsiyet,
yas ve aterosikleroz faktérii ile plazma NOyx konsantrasyonunu aragtirdiklart bir
calismada NOx diizeylerinin kadinlarda, erkeklere oranla daha diigiik oldugunu ve
sadece kadinlarda cinsiyete bagl olarak NOx diizeyinin artti§im gosterdiler (100).

Primer Reynauld fenomeninde, portal hipertansiyonlu hastalarda variceal

ligasyon transesopheal den sonra serum NO;™ de hizli bir diisme vardir (30).
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3.1.1.2. NO ve sinir sistemi

Beyinde nNOS birkag norotransmitterle ko-lokalizedir. Serebral kortekste
bulunan nNOS; somatostatin, ndropeptit Y ve gama aminobutirik asit (GABA) igeren
hiicrelerle ko-lokalizedir. Oysa beyin sapinin pedunculo pontie tegmental
niikleusunda kolin asetil transferaz ile ko-lokalizedir. (20,19) Travma, serebral
iskemi ve noronal hastaliklar gibi patolojik durumlarda eNOS ve ¢cNOS un artt1g1;
noéronal hastaliklarda da iNOS’un indiiklendigi gdsterilmistir (20,19).

Beyin hasar1 olan hastalarda serebrospinal sivisindaki NOy diizeylerinin arttigi
fakat plazma ve idrar serum diizeylerinin intratekal NO iiretiminin belirleyicisi

olarak kullanilmayacag: gésterilmistir (90).

3.1.1.3. Nitrik oksit ve gastrointestinal sistem

Insan salyasinda NO;~ konsantrasyonu 200-600 pM arahginda NO,
konsantrasyonu da 30-210 uM araliginda bulunmustur (33). Insanda salya igindeki
NOs™ “tin NOy™ “ye bakteriyal olarak indirgenmesi pH’ ya, O, igerigine ve bakteriyal
floranin karakterine baglidir (65). Dil barmagmin dorsal yiizeyinde birden fazla
ortamda yasayabilen anaerobik bakteriler bulunmustur (70). Tikrik NO,
konsantrasyonu sindirimle alinan NO;™ miktariyla dogru orantihidir. Agizdan alinan
NO; midedeki asitle dimerizasyon ve dehidratasyonla N,Os’e doniistir. Bu tiriinde
potansiyel olarak NO ve NO, ‘ye doniigiir (65). Son yillarda gastrik NO
konsantrasyonunun yaklagik 16 ppm oldugu gosterilmistir. Bu degerin 2 mmol
KNOs’ iin oral alimmindan sonra yaklagik 6 kat arttig1 gésterilmistir (70). Oral alinan
NO; “nin bir kismi1 ince barsaga tasinarak orada NO;™ ‘e oksitlenir (65). Mide de

NO;" geri alim1 ya ¢ok az miktardadir yada hig¢ yoktur. Gastrointestinal liimende
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NOj™ iin geri alimi Oncelikli olarak ince barsakta meydana gelir. Bununla birlikte
NOjs™ iin bir kismi intestinal tiip veya kana ters difiizyonla gegerek intestinal alana az
miktarda ulagabilmektedir (101). Oral alinan NOj™ iin yaklagik %45-50 si viicutta
metabolize edilir (95).

Serum NOx’i tripanozomazisde artar. Plazma NOyx i collagenous kolitisli

hastalarin kiigiik bir kisminda artmistir. Yine iilseratif kolitisli veya Crohn
hastaliginda NO,™ iiretimi yaklasik 4-8 kat artmistir. Kronik atrofik gastritisli
hastalarin mide sivisinda NO,™ konsantrasyonunun arttigi bulunmugtur. Serum NO;
diizeyi romatoid artrit ve osteoartritisli hastalarda artmistir (30).
Infektif gastroenterisli hastalarda plazma NO;™ miktarimn anlamli bir sekilde arttip
gosterilmigtir (82). Inflamatuvar barsak hastalig olan kisilerde (53) ve gutlu hayvan
modellerinde NO ve metabolitlerinin artt1ig1 bulunmugtur (73). Yapilan bir ¢aligmada
akut dizanterili gocuklarda NOS aktivitesinde artma ve 7-10 giin sonra da bir azalma
bulunmugtur (85). Yine kolitisli hastalarda sessiz peryod esnasindan ziyade aktif
hastalikta serum NO;™ diizeyinde anlamli bir yiikselme bulunmugtur (97). iNOS ve
eNOS genlerinin dizanterili hastalarin kolonik mukozasimn epiteliyal hiicre
yiizeyinde eksprese edilir. Bu genin ekspresyonu nekahat déneminden ziyade akut
hastalik esnasinda daha fazla belirgindir (45). Kolerada da, akut hastalik esnasinda
NO;" ve NO3™ konsantrasyonunda da anlamli bir artma bulunmustur (85).

Hirshprung hastalig1 intestinal sinir liflerindeki diigik nNOS ile ilgilidir. Cesitli

durumlardaki hepatitisler kargilagtirldiginda, serum NO,™ kontrolden daha azdir.

3.1.1.4. NO ve solunum sistemi

Oda sicakliginda NO ile O, hizla NO, olusturmak iizere reaksiyona girerler.

Bu reaksiyonun hiz1 sicaklik diistilkge yavaglar. Bu bulgular respiratuvar bélgede
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NO’nun patofizyolojik ve farmakolojik uygunlugu i¢in 6nemli sonuglara sahiptir. N-
oksitlerin inhalasyonla viicuda girdikten sonra akibetinin ne oldugunu anlamak igin
normal olarak suda ve oksijensiz ortamda verdigi reaksiyonlar1 bilmek Snemlidir.
Oksijen yoklugunda NO, N,O,’i olusturmak iizere dimerlesir sonra NO; ve NOs’e
doniisiir. Oksijen varliinda NO, ortamda NO’nun asir1 bulunmasi nedeniyle N;O3’1
olusturur sonra da NO,’ye hidrolizlenir (51,24). NO’nun respiratuvar bélge ve
pulmoner dolagimda 3 biiyiik fizikokimyasal ozelligi tanimlanmistir. Bunlar yeni
tanisal ve terapotik yaklagimlarin gelismesine yol agmistir. Bunlar:

1.Diisiik konsantrasyonlarda ve gaz fazinda NO ve O, nin agir1 diisiik kinetigi
2.Yiksek diflizyon kapasitesi

3.NO’ nun HbO; ile hizl reaksiyonu

Bu faktorlerin hepsi NO’nun  sistemik yan etkilere neden olmadan hizla
akcigerlerden uzaklagsmasina yol agar (68). Son veriler inhale olarak uygulanmig
NO’nun sistemik yan etkilerinin platelet fonksiyonlarinin inhibisyonu sol ventrikiil
performansinin azalmasi gibi olaylarin meydana gelebilecegini gostermektedir (38).
Bunun yami sira NO’ nun yari émri kisa oldugundan dolayr bu etkilerin direkt
kendisi degil de S-nitrozoalbumin ve S-nitrozohemoglobin aract olarak
kullanabilecegini belirten ¢aligmalar da vardir (47). NO’ yu; CO nun yerine alveoler
kapiler difiizyonu test etmek i¢in bir gaz olarak sunulmus ve halen kullamilmaktadir

(11,71).

3.1.1.5. NO ve itriner sistem

Insan idrarinda NO en son NOs™ ‘e déniisiir ve glomerulide filtre edilerek renal
tubuluslarda reabsorbe edilir. Idrardaki NO;™ konsantrasyonu yaklagik 250-2000puM

arasindadir (33). Glomerular hasarda NO’nun kompleks bir rolii oldugunu gosteren
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caligmalar vardir (26). NO, glomerular hemodinamigin diizenlenmesine katkida
bulunur. NO iiretimi kronik olarak bloke edildiginde glomerular sikleroz olusur (6).
Antiglomeruli temelli membran glomeruli nefritisindeki, glomerulide iNOS
ekspresyonu artmaktadir. Burada iNOS un inhibisyonunun daha kot sonuglar
doguracag yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (64). Yapilan bir ¢aliymada proliferatif
glomerulonefritisin anti THY-1 modelinde hasarin indiiksiyonunu takip eden ilk 24
saat iginde NO;" atiliminda artig bulunmustur (79).

Idrarda NO, konsantrasyonunun vyikselmesi iiriner bolgede infeksiyon

oldugunu gosterir. Bunun igin test stripleri uzun zamandan beri kullanilmaktadir.

3.1.1.6. NOy ve immiin sistem

Plazma NO; degerinin immiin sistem aktivasyonu igin énemli bir ipucu oldugu
belirtilmistir. Sitokinler, biiylime faktérleri ve endotoksinler gibi ¢esitli immiin
faktorler tarafindan uyarilabilen iNOS’ un aktivasyonu ile makrofajlar (40),
notrofiller, hepatositler, diiz kas hiicreleri, endoteliyal hiicreler ve
kardiyomiyositlerde de 6nemli derecede NO sentezinin oldugu gézlemlenmistir (12).
Makrofajlarin bakterisid ve tiimorosid etkinligi igin NO gereklidir.

Endotoksin uygulanan deney hayvanlarinda immiin sistemin aktivasyonuna
bagh olarak plazma NO, degerleri yaklagik 20 kat artmaktadir. Lipopolisakkaritlerin
sigan ve farelerde plazma NO, degerlerini arttirdig1 gosterilmistir. Immun sistemin
uyartlmasi ile eklemlerdeki sinoviyal sivida NO, degeri serumdakinden daha yiiksek
oldugunun belirlenmesi, serum NO, diizeyinin bir kisminin eklemlerden orjin
aldigin1 diistindtirmektedir. Serum NOy diizeyi bazi kanser terapileri sirasinda
interferon ve interlokinlerin etkilerinin belirlenmesinde yardimci  olabilir.

Immiinolojik anomaliye bagh sistemik bir hastalik olan Kawasaki hastaliginda, idrar
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NOy degeri normalden daha yiiksek bulunmugtur (30). iNOS aktivasyonuna bagl
olarak sentezlenen NO diizeyi artrit, gref reddi, diyabet, ateroskleroz ve septik sok
gibi birgok hastaligi patofizyolojisine katkis1 olan immiinolojik cevaplarla da ilgili

oldugu belirtilmektedir (76).

3.1.1.7. NOS Inhibisyonu

Parakrin bir vazodilatér olan NO’nun wvaskiiler tonus ve miyokardiyal
kontraktiliteyi regiile ettigi ve platelet agregasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir.
Bununla beraber hipertansiyon ve aterosklerozun gelismesinde kritik rolii olabilir.
NO sentezi L-NAME, N, Nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi ¢esitli kimyasallarla inhibe
edilebilir. L-NAME nin kronik uygulamas: sistolik kan basincimi artirirken kalp
agirlig1 ve bobrek fonksiyonlar: azaltir. Gebelik esnasinda siganlara kronik L-NAME
uygulanmasi insanlardaki pre-eklemsi benzeri bir sendrom gelismesine neden

olabilir.

3.2. Ol¢iim metodlar

Viicut sivilarinda NO3™ ve NO,™ diizeyleri gesitli yontemlerle 6lgiilmektedir.
Bunlar arasinda elektron magnetik rezonans spektroskopisi, luminal/hidrojen
peroksit kemiluminesans, lazer indiiklii floresans, ozon-NO arasinda gaz fazinda
gergeklesen kemiluminesas reaksiyonuyla 6lgtim vardir. (110).
NOs” ve NO; ‘i indirgemek i¢in bakteriyal nitrat rediiktaz (10) in  yam sira

kadmiyum (14) ve vanadyum gibi metaller kullanilir (111).
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3.2.1. NO metre cihazi

Bu cihazla kullanilan elektrotlar1 yapilarina gére 3 baslik altinda toplayabiliriz.
1.Klorofen, nitroseliloz ve silikon gibi gaz gegirgen membranlarla klark sensorlerinin
kaplanmasiyla olusur.
2. Elektrot ylizeyi seliiloz asetat veya nafion gibi bir maddeyle kaplanir.
veya nafion/NO selektif membran kombinasyonu veya iletken olmayan modifiye
polimerler kullanilir,
3.Diger elektrotta metaloporfirin modifiye elektrot olup palladyum modifiye

elektrotlardir (110).

3.2.2. Elektron paramanyetik rezonans spektofotometresi

NO kanda bulunan hemoglobinle birleserek nitrozohemoglobini olusturur
(Hb-NO) (29). Bu bilesik dogrudan elektronparamanyetik rezonans (EPR) ile
olgtiliir. Hb-NO bilesigini EPR ile Slgmek igin bir tuzak madde kullanilir. Bu tuzak
madde dietilditiyokarbamat (DETC) ve demir iyonu kompleksidir (77). Burada
DETC-demir ile NO reaksiyona girer ve mononitrozil-demir bilesigi olusur. Bu
bilesikte EPR de bir triplet sinyal ile karakterize edilir. Bu yontemin dezavantajlari
ticari tuzaklarin eksikligi, 6zellesmis operatdr ihtiyaci, bazi redoks tiirleri ile olan

etkilesimleri sayabiliriz (114).

3.2.3. Ultraviyole goriiniir bolge spektrofotometresi

Temel: Lambert-Beer yasasina goére maddenin monokromatik 15181
absorblamasidur.
Logl,/I=A=¢LC

I,: Baglangi¢ 15181n1n miktar:
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I: Maddeyle etkilesen 151k miktar
€: Molar absorbsiyon katsayisi
L: Kullanilan kiivetin uzunlugu

C: Cozeltinin konsantrasyonu

Spektrofotometrede NO, 235 ve 274 nm de absobsiyon yapar. Olgiimler NO, ™ nin

¢esitli tiirevleri hazirlanarak yapilir.

3.2.3.1. Asit ol¢limii

Fenol tiirli igeren bir ¢dzelti (2 ml 20 mM) lcm uzunlugunda bir kuarz tiipe
konur. 100 ml 0.1 M HCI ilave edilir. 10-100ml 1mM NaNO, eklenerek ¢dzelti
kanstirilir. Sonra uygun nitrozo fenol tiirevinin oiusmasindan sonra 300-320 nm
dalga boyu araliginda &l¢iim yapilir. Burada iig¢ ¢esit fenol tiirevi kullanilir.
1.Floroglusinol ile reaksiyon reaksiyon 2 dakika iginde tamamlanirken fenolun
kendisi igin birkag saati bulur. Ideal sartlarda en hizl reaksiyon 3 hidroksi grubuyla

olur.

3.2.3.2. Alkali dl¢iim:

Nitrozo bilesiginin tizerine 100ul 1M NaOH ilave edilir. Sonra nitrozo fenolat
tirevinde rezolsinol i¢in 352 nm ve fenol igin 400 nm dalga boyunda &lgiiliir.
Nitrozo fenolat iyonunun sinyal biiyiikltigii degismeksizin 24 saat miikemmel bir

denge gosterir.
3.2.3.3. Iyon kompleks ol¢iimii
Fenol grubuna orto pozisyonunda bagli nitrozo fonksiyonelinin bulunmasi

durumunda bu bilesik metallerle kompleks olusturularak da spektrofotometreyle

19



8lgtim yapilabilir. Kullamlan metaller Cd*™, Co™, Cr*®, Cu*?, Fe'?, Fe™, Ni'?, Zn*

nin 0.1-1,5 mM ilavesiyle 6lgiim yapilir (46).

3.2.4. Kemiluminesans:

Ozonda bulunan kemiluminesans ile hava 6rnegindeki NO &l¢iimii i¢in dizayn
edilmigtir.

NO+0;—>NO, +0,
NO," N0, +hv (600 nm nin {isti)

Fotonlar 600 nm nin altinda bir durdurucu ile kirmiz1 duyarli fotomultipler ile
belirlenir. NO igeren gaz giris akimi dogrudan NO," nin c¢arpigma ile
deaktivasyonunu minimize etmek igin, diigiik basing altinda fotomultiplerin Sniinde
O; ile kanigtinilir. Bu teknik gaz fazindaki NO 6&lgiimlerinde en biiyiik girisimci olan
NO;, ye duyarsizdir. Nitrozotiyol ve nitrozohemoglobin gibi NO nun kimyasal olarak
bagl oldugu bilesikler 6nce saflagtirilir, sonra kimyasal olarak NO serbest
biraktirilarak 8lglim yapilir. Bu yontem gaz fazi igin olduk¢a duyarli ve hassastir.
Fakat cihazin biiyiikligli, harcanan zaman, cihazin fiyati, bazi kimyasallar

gerektirmesi gibi dezavantajlan vardir (114).

3.2.5. Elektroforez

Dogru akim uygulanan bir tampon ¢ozeltide yiiklii taneciklerin diferansiyel gog¢
hizina dayanan bir ayirma yontemidir. Inorganik anyon, katyon, aminoasit,
katekolamin, ilaglar, vitaminler, karbonhidratlar, peptit, protein, niikleikasit,
niikleotit, poliniikleotit tayinlerinde kullanilir. Kapiller ve tabaka elektroforez olmak

tizere ikiye ayrilir.
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Kapiller elektroforez olduk¢a hizli ve 0,1 ile 10 nanolitre hacmindeki numunelerde

ayirim yapabilirken tabaka elektroforez mikrolitre diizeyinde ayirim yapabilir.

3.2.5.1. Misellar elektrokinetik kapiler kromatografisi

Bu yontem yiiksiiz maddelerin ayrilmasini saglamak amaciyla gelistirilmistir.
Misel olusturacak bir derisimde ¢ozeltiye sodyum dodesil siilfat gibi ylizey aktif
maddelerin ilavesi gereklidir. Uzun hidrokarbon zincirli iyonlarin derisimi kritik
misel derigiminin Uistiine ¢iktiginda misel olusur. Sodyum dodesil stilfatla olusturulan
misellerin ylizeyi biiyilkk oranda (-) yiike sahip oldugundan (+) elektroda dogru
hareketi daha fazla olur. Tampon ¢6zeltilerin ¢ogu (-) elektroda dogru yiiksek bir
elektroosmotik akisa sahiptirler. Anyonik misellerde daha diisiik bir hizla aym yone
hareket ederler. Bu sisteme numune ilave edildiginde numune bilesenleri sulu faz ve
miselin i¢ kism1 olan hidrokarbon fazi arasinda dagilir. Kapiller elektroforezle serum,
plazma ve idrarda NO,  ve NOs™ 6l¢limii yapilmaktadir. NO;” ve NO3™ 4-22 dakika
gibi kisa bir siirede ol¢iiliir. Her iki iyonda ultrafiltrasyon isleminden sonra tek

injeksiyon ile belirlenir.

3.2.6. Kiitle spektrofotometresi-gaz kromatografisi
Kanigimdaki bilegenlerin nicel analizi igin kullanilan bir yéntemdir. Ornek
once kromatografiden geg:_irilerek ayrilir sonra kiitle spektrofotometresinde &lgiim
yapilir. Yani kiitle spektrofotometresi gaz kromatografisinin dedektdrii olarak
kullanilir.
Bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca buharlagabilen bilesenleri bir
birinden ayirmak igin kullamilir. Burada bir sabit faz birde hareketli faz vardur.

Maddeler sabit faza baglanmalarina gére ayrilirlar.
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Kiitle spektrofotometresiyle atom veya molekiillerden gaz fazinda iyonlar

olusturulur. Bu iyonlar kiitlelerine gdre bir birinden ayrilarak kaydedilir.

3.2.7. Yiiksek performansh siv1 kromatografisi

Sabit fazin bir dolgu maddesi iizerine yayilmig bir sivi film olarak
uygulandig1 kromatografi ¢esididir. Kolonlara yiiksek basing uygulandigi (100-200
atm) stvi sivi kromatografi ¢esidine de yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) denir. HPCL ile plazmada &l¢lim yapilirken 6nce ultrafiltrasyon yapilmasi

veya proteinlerin ¢oktiiriilmesi gerekir. Sonra kromatografiye 6zel hazirliklar yapilir.

3.2.8. Kolorimetre

NO hemoglobinin (Hb) demir atomu merkezine baglandiginda ters soret bandi
olusur. Olusan bu band NO’ nun kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilir.
HbO,(veya MbO,) +NO — metHb+ NO;5”

Oksihemoglobin veya oksimiyoglobinin nitrozasyonu, stok g¢tzeltilerde NO
konsantrasyonunu bazi 5zel 6rneklerde NO’ nun direkt Slgtimleri igin kullanilabilir.
Bu metodun en 6nemli sakincasi oksihemoglobin veya oksimiyoglobinin ticari

saflifindaki eksikliktir. Bunun igin ekstra saflagtirma gereklidir (114).

3.2.9. Florimetre

Floresan ajanlar1 olarak en genel amino grup komsusu olan bilesikler kullanilir,
NO, N-nitrozilleyici ajanlarla triazol olusturmak icin reaksiyona sokulur. Ilk
kullanulan ajan 2,3 diamino naftalendir (DAN). NO ile DAN reaksiyona girdiginde
2,3 naftotriazol olusur. Olusan bu maddenin floresan degeri 100 kat daha fazladir.

DAN kullanildiginda agiga ¢ikan NO sivi kromatografisine bagl floresan dedektorii
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ile goriintiilenir. DAN kullanilmasinin en biiyiik sakincasi; ajanin hazirlanmasi, NO,”
girisimlerine bagl olarak diigiik pH da selektivitenin kayb: ve zaman harcanmasidir.
Daha sonralar1 NO belirlemek i¢in diaminofloresan kullanlmaya baslandi. Bu
maddenin yiiksek pH ya bagimlilig1 ve ciddi girigsimler yaptig1 sonradan bulunmustur

(114).

3.2.10. Diger metodlar

Burada raportor hiicreler kullanilir. Bu hiicreler NO’ nun aktive ettigi guanilat
siklaz igeren hiicrelerdir. Bu hiicreler plateletler, LLC-PK 1(bsbrek epitelyumu) RLF-
6 (fibroblastlar) dir. Guanilat siklaz enzimi uyarilirsa hiicreler cGMP iiretir. Uretilen

¢GMP radyoimmiinoassayla ol¢iiltir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Denekler
Bu caligmada 76 adet erkek Wistar albino tiirii sican denek olarak kullanildi.
Bu ¢aligmanin prosediirleri ve protokolu Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
diizenlemelerine uygun olarak yapildi. Siganlar 22-24 °C ve diizenli 12 saat 151k alan

kontrollii sabit ortamda barindirildi. Standart yem ve su serbest birakildi.

4.2. Gruplandirma ve deneysel prosediir

Denekler 6ncelikle 3 ana gruba aynldi. Ilag uygulamasindan sonra farkli
zamanlarda yapilan Sl¢iimler dikkate alinarak ana gruplar tekrar alt grublara ayrildi.

1) Kontrol grubu(Grup C, n=10): KB &l¢limii yapildi ve kan 6rnekleri alindi,

2) Akut doz L-NNA ana grubu (aL-NNA, n=19) ve alt grublari. Bu ana grubda
deneklere yapilan ilag uygulamasi aynidir, ancak 6l¢iimlerin zamanlan farklidir. Bu
ana grubun deneklerine KB o&l¢timlerini takiben tek doz L-NNA (25 mg/kg i.p.)
uygulamasindan 1 (Grup al.-NNA,, n=4), 3 (Grup aL-NNA3, n=9) ve 24 (Grup al.-
NNAy4, n=6) saat sonra tekrar KB 6l¢limii yapild: ve kan 6rnekleri alinds,

3) Kronik diigiik doz L-NNA ana grubu (dL-NNA, n=19) ve alt grublar. Bu
ana grubda deneklere yapilan ilag uygulamasi aymidir. Bu ana grubun deneklerine
KB o&l¢iimiinii takiben 2 hafta siireyle her giin L-NNA (igme suyunda %0,014
konsantrasyonda) uygulandi. Deneklerin giinliik su tiiketimi 6lgiildii ve giinde
yaklasik 16 mg/kg L-NNA uygulandigi hesaplandi. Yedinci ve 14. giinlerde KB
Olglildii. Ana grubun alt grublarina siire sonunda (Grup dL-NNA,, n=7), ilag
uygulamasi kesildikten 24 (Grup dL-NNAy4, n=6) ve 48 (Grup dL-NNA4;, n=6) saat

sonra tekrar KB ol¢timi yapildi ve kan 6rnekleri alindi,
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4) Kronik yiiksek doz L-NNA (Grup yL-NNA, n=28) grubu. Bu gruba KB
Olglimiinii takiben 2 hafta siireyle her gin L-NNA (icme suyunda ~47 mg/kg,
%0,0464 konsantrasyonda) uyguland: ve 7. ve 14. giinlerde tekrar KB o&l¢timii

yapilarak 14.giinde kan Srnekleri alindi.

4.3. Kan basinci dl¢iimleri

Bilinci a¢ik deneklerin sistolik kan basinci (SKB), diyastolik kan basinci
(DKB) ve ortalama kan basinci (OKB) kuyruktan indirekt tail-cuff metodu ile yapildi
(MAY BPHR 9610-PC TAIL-CUFF Indirect Blood Pressure Recorder). KB
Olgtimleri igin denekler once tek siganlik muhafaza edici kutulara (restainer)
yerlestirildi. Restainerdeki siganin kuyruguna KB &l¢iim cihazimin kaf ve sensorii
baglandi. Kuyruklar 38° C del5-20 dakika 6l¢iim igin diizenli sinyal sesi ve pulse
(atim) alinana kadar MAY TWC 02 Tail Warming Controller ile 1sitildilar. Olgiim
yapabilmek i¢in denedin rahat ve sakin olmasi beklendi. Bu yéntemle ol¢iim
sirasinda kaftaki basing arteriyel sistolik basincin tzerine g¢ikarilir. Kaftaki basing
arteriyel basincin tizerinde oldugu stirece arter kollabe durumda kalir ve basing
siklusu boyunca arterin alt kismina kan akmaz. Daha sonra kaftaki basing yavasg
yavas indirilir. Kaftaki basing sistolik basincin altina iner inmez kan sistolik basincin
tepe noktasinda kafin altindaki damardan geger. Bu esnada senstrden algilanan
sinyal sistolik kan basmcidir. Kafdaki basing diyastolik basincin altina inince damar
tizerindeki basing ortadan kalktig1 i¢in ritmik sisyal sesi alinir. Bu noktadaki basingta
diyastolik kan basincidir. Ortalama kan basinci, sistolik kan basmcimin %40 ile
diyastolik kan basincinin %60’ min toplanmasi ile hesaplanir (5). Alinan tansiyon
degerleri bilgisayara kaydedildi. Her denckten alman 7 &lgiimden en biiyiik ve en

ktictik degerler hesaba alinmadan 5 tansiyon degerinin ortalamasi alindi.
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4.4. Kan érneklerinin ahnmasi

KB olciimlerinden hemen sonra biitiin grublardaki denekler tretan ile
(1,4 gr/kg i.p.) anesteziye edilerek sol ventrikiilden kan &rnekleri ahndi. Anestezi
altinda 6nce abdomen sonra toraks agilarak enjektor ile apeksten sol ventrikiile
girilerek kan alindi. Alman kan &rnekleri ETDA 1 tiiplere konularak 5000 g de 10
dakika siireyle santriifiijlendi. Plazmalar ayrilarak olg¢iim yapilana kadar —20° de

sakland.

4.5. Cozeltilerin hazirlanmasi

Deneyler sirasinda 0,1M siilfirik asit, Smmol/lt bakir siilfat, N-naftiletilex
diamin, stilfanilamid, glisin-NaOH tamponu, ¢inko siilfat, kor ¢ozeltileri kullamldi.
Cozeltilerin hazirlanigi agagidaki belirtilmistir.

0,1M Siilfirik asit ¢dzeltisi: 2.8 ml derisik siilfirik asit alimp 500 ml ye seyreltildi.

Smmol/lt Bakir siilfat ¢ozeltisi: 1,234 gr bakir siilfat alimip distile suda ¢oziildii.

Sonra 1Lt ye tamamlandi.

N-naftiletilen diamin ¢ézeltisi: 50 mg N-naftiletilen diamin alinip bir miktar distile

suda ¢6ziildii. Son hacim 250 ml ye tamamlandi.

Siilfanilamid ¢6zeltisi: 5 gr siilfanil amid 500ml 3M HCI de ¢6ziildii.

Glisin-NaOH tamponu: 1,5 gr glisin hidrokloriir bir miktar suda ¢oziildii. Sonra

lizerine 2M NaOH ¢bzeltisi ilave edilerek pH 9,7 ye ayarlandi. Sonra ¢zelti 1Lt ye
seyreltildi.

Cinko siilfat ¢6zeltisi: 2,156 gr ¢inko siilfat alinarak bir miktar distile suda ¢éziildd.

Sonra hacim 100 ml ye tamamlandi.
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Kor cozelti: 2,5 ml distile su alindi. Uzerine 1ml siilfanil amid ¢6zeltisi 1ml

naftiletilendiamin hidrokloriir ¢6zeltisi ilave edildi.

4.6. Olgiimlere hazirhk

4.6.1. Ultraviyole ve goriiniir bolge Spektrofotometresi
Cihazin ¢aligmasi basamak basamak agagida belirtilmistir.

1.  Cihaz agild:.

2.  Dalga boyu 545 nm ye ayarlandi.

3. Kontrol panelinden transmittans ‘T’ segildi.

4.  Ornek haznesinin kapag: agilarak (T) degeri 0 a ayarlandi.
5.  Kontrol panelinden absorbans (A) segildi.

6. Kor ¢ozelti ile A degeri 0 a ayarlandi.

7. Standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri olgiilerek kalibrasyon egrisi

hazirlandi.
10 4
b
a ®
8
=
[7]
Q
<C
0.1 T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Konsantrasyon (X10°%)
Sekil.1.1 Spektrofotometre cihazi i¢in kalibrasyon egrisi

R=0,91182098
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4.6.2. NO metre cihazi

Cihazin ¢aligmas1 basamak basamak asagida belirtilmigtir.

1.  Cihaz agildi.

2. Elektrot IM doygun tuz ¢ozeltisine konularak stabilize olmasi saglandi

3.  Sonra elektrot siilfirik asittKI ¢ozeltisine konularak dengeye gelmesi
beklendi.

4.  Cihazin akim degeri sifirlanda.

5. Standart ¢6zeltilerin akim degerleri pikoamper (pA) biriminden 6l¢iildii.

6.  Kalibrasyon egrisi hazirland:.

0.7

0,6

0,5

0.4 ~

oA (Akim)

0.3 4

0.2

0,1 T T T T
0 200 400 600 800 1000

NO, nM(Konsantrasyon)

Sekil.1.2 NO metre cihazi igin kalibrasyon egrisi
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4.7. Spektrofotometre ile dlgiimler

Plazmalardan 250 pl alinarak iizerine 1 ml g¢inko siilfat ¢ozeltisi ilave
edildi. Vortekslendikten sonra 1,250 pl (55 mmol/it) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave
edildi. 3500 g de 10 dakika bdyunca santriifiijlendi. Ustteki ¢tzelti kismi alinarak
Uzerine 2ml distile su 1 ml glisin tamponu eklenerek yikanmis kadmiyum
grantillerinin lizerine eklendi. 90 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi. 2 ml
indirgenmis numune alinarak iizerine 1 ml siilfanilamid 1 ml naftiletilendiamin
¢ozeltisi 0.5 ml distile su ilave edildi. 20-60 dakika bekletildikten sonra 545 nm
dalga boyunda ol¢iim yapildi. Numunelerin konsantrasyon degerleri, elde edilen

absorbans degerlerinin kalibrasyon egrisine yerlestirilmesiyle hesaplandi (18).

4.8. NO metre cihaz ile élgiimler

Plazmalardan 250 pl alinarak tizerine 1 ml ¢inko siilfat ¢ozeltisi ilave
edildi.Vortekslendikten sonra 1,250 ul (55 mmol/lt) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave
edildi. 3500 g de 10 dakika b6yunca santriifiijlendi. Ustteki ¢ozelti kismi aliarak
lizerine 2 ml distile su 1 ml glisin tamponu eklenerek yikanmig kadmiyum
graniillerinin tizerine eklendi. 90 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi.
Numunelerin akim degerleri 6lgiildii. Kalibrasyon egrisinden konsantrasyonlar:

hesaplandi.

4.9. Kullanilan kimyasal maddeler

Nw Nitro-L-arginine, N-(-1naphthyl)-etilendiamin dihidroklorid (Sigma
Aldrich Inc.St. Louis, MO. A.B.D) dan; siilfirikasit, hidroklorik asit, potasyum
iyodiir, bakir siilfat pentahidrat, sodyum nitrit, sodyum hidroksit, siilfanil amid (Merk

KGaA Almanya) dan; granil kadmiyum (Fluka Chemie, steinheim, Isvigre);
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glisin hidroklorid (Sigma Aldrich Inc.St. Louis, MO. A.B.D); ¢inko siilfat

heptahidrat Carlo Erbadan satin alindi.

4.10. istatistik

Elde edilen veriler ortalama * standart hata olarak belirlendi. Ortalama kan
basinct ‘Origin 5.0° istatistik programi kullamlarak Student T testi ile belirlendi.

p<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. L-NNA uygulamalarmm deneklerin agirhiklan iizerine etkileri

Deneklere L-NNA iki hafta siireyle her giin iki farkli konsantrasyonda igme
suyu ile uygulandi. Deneklerin giinliik su tiiketimi her giin 6lgtilerek maruz kaldiklan
L-NNA dozu hesaplandi. %0,014 ve%0,0464 konsantrasyonlarinda L-NNA
¢ozeltileri igme suyunda hazirlanarak deneklere verildi. Ertesi giin i¢ilen su miktan
Olgiilerek icilen sudaki L-NNA miktar1 hesaplandi. Buna gore %0,014
konsantrasyonda L-NNA uygulanan deneklerin giinde =16 mg/kg, %0,0464
konsantrasyonda L-NNA uygulanan deneklerin giinde =47 mg/kg L-NNA aldiklar
hesaplandi.

Iki hafta sonunda kontrolle karsilagtinldiginda diisitk doz L-NNA uygulanan
grubun kilolarinda istatistiki olarak bir farklilik meydana gelmezken yiiksek doz L-
NNA uygulanan grubun kilolarinda anlamli bir diisiis tespit edildi. Deneklerin
agirliklarindaki artiglar kontrol grubunda %10,57+2,01, dL-NNA grubunda

%9,53%1,16 ve yL-NNA grubunda ise %4,96+0,88 olarak belirlendi.

Tablo 1. Kontrol dL-NNA ve yL-NNA gruplarnnin deney baglangici ve deney

sonundaki agirlik miktarindaki %artislar.

Gruplar  Kontrol (n=10) dL-NNA(n=19) yL-NNA(n=28)

% artis  %10,57+2,01 %9,53+1,16 %4,96+0,88*

* Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak diigiik olduguna isaret
etmektedir (p<0,05).
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5.2. L-NNA uygulamasinin kan basinci iizerine etkileri

5.2.1. Sistolik kan basinglar:

5.2.1.1. Tek doz L-NNA uygulamasinin SKB iizerine etkileri

SKB, L-NNA uygulamasindan 1 ve 3 saat sonra istatistiki olarak anlaml bir
sekilde yiikselmis, ancak 24 saat sonra tekrar normal degerlere gerilemigtir. Akut L-
NNA grubunun 0. saatteki SKB 143+£2,3mm Hg, 1.saatte (aL-NNA; grubu)
155,5+1,7mmHg, 3.saatte (al.-NNAj grubu) 153+1,5 ve 24.saatte (al.-NNA,4 grubu)

147+4,8mm Hg olarak bulunmustur (Tablo.2, Sekil.2.1) .

Tablo.2 Tek doz L-NNA uygulamadan 6nceki, uyguladiktan 1, 3 ve
24 saat sonraki SKR ve DKB degerleri

Grup O.saat al. NNA; al.-NNA; alL.-NNAy4
et (n=19) (n=4) (n=9) (n=6)
£ SKB  143%23  1555%1,7% 15315  138,8%48
< DKB 97,542,0 109+2,1%*  98+0,7 102,6 % 3,6

* (.saate gore anlaml olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0,05)
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Sekil.2.1 Tek doz L-NNA uygulamasinin SKB iizerine etkileri
* Tek doz L-NNA uygulanmadan ¢nceki ile karsilastinldiginda anlamli olarak
yiiksek olduguna isaret etmektedir (p< 0,05).

3.2.1.2. Kronik diisiik doz L-NNA uygulamasinin SKB iizerine etkileri

Kronik diisiik doz L-NNA uygulamasiun 0, 7 ve 14. giinlerinde yapilan
lgtimlerde SKB degerleri sirasiyla 127,9+1,9mm Hg, 152,5+3,5mm Hg, 156,6+2,5
mmHg olarak bulunmustur. Son doz L-NNA uygulamasindan 24 saat sonra ise SKB
diismesine ragmen, bu diigiis istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. Son doz L-
NNA uygulamasindan 48 saat sonraki SKB ise normal degerlere gerilemis ve bu
grubun baslangic degerleriyle ve kontrol grubuyla istatistiki anlamlilik
gostermemigtir. dL-NNA,4 grubunun SKB 153,7+2,3mm Hg ve dL-NNA4g grubunun

SKB degeri 144,2+6,4mm Hg olarak bulunmugtur (Tablo.4, Sekil.4.1).
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Tablo.4 Diisik doz L-NNA uygulanan deneklerin 0., 7., 14. ve L-NNA
uygulamas: kesildikten 24 (dL.-NNA,4 grubu) ve 48 (dL-NNA4s grubu) saat sonraki

SKB ve DKB degerleri.
g* ILACSIZ L-NNA L-NNA ILACSIZ ILACSIZ
O

—_ 0.glin 7.glin 14.glin dL-NNA,; dL-NNA4g

T

g 24 saat 48.saat

g
g 127+£1,9 152+3,5* 156+2,5% 153+£23* 144+64
m
:é 83+ 1,5 104 + 3,9* 114 +£2,7* 112+54* 98+ 11,0%

* L-NNA uygulamaya baslamadan 6nceki ile karsilagtinldiginda anlamli olarak

yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0,05).
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Sekil.4.1 Dusik doz L-NNA uygulamasinin ve L-NNA uygulamasi sona
erdirildikten 24 ve 48 saat sonrasimin deneklerin SKB iizerine etkileri

*0.giin ile karsilagtinldiginda anlamli olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir

(p<0,05).
iki hafta siireyle diigiik doz L-NNA uygulamasi SKB’ 11 artirmakta, ancak bu

artis son doz ilag uygulamasindan 48 saat sonra geriye dénmektedir.

5.2.1.3. Kronik yiiksek doz L-NNA uygulamasinin SKB iizerine etkileri

Yiiksek doz L-NNA uygulamast SKB’ m: 7. ve 14. giinlerde istatistiki olarak
artirmigtir. SKB degerleri 0.giin 137,4+2,6mm Hg, 7.giin 157,242,2mmHg, 14.giin
161,0+3,4mm Hg olarak 6l¢tilmiistiir. Ilging olarak yiiksek doz L-NNA uygulanan bu
grupta deneklerin SKB’ 1 bireysel olarak incelendiginde 5 denegin SKB’ min birinci
haftada artmasina ragmen ikinci hafta sonunda bu artigin geriledigi ve baslangig
diizeylerinin de altina diistiigii tespit edilmistir. SKB’ 1 beklenenin aksine gelisen bu
5 denegin SKB’ lan 0.giin 121,5+4,9mm Hg 7.giin 148,7+5,0mm Hg, 14.giin ise

138,7+3,2mm Hg olarak Slgtilmiigtiir.
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Hipertansiyon gelisen deneklerin SKB degerleri L-NNA uygulanmansindan
Once 141,7+2,3mm Hg L-NNA uygulamasindan 7 giin sonra 159,5+2.2mm Hg ve
14 giin sonra 167,1+£3,2mm Hg olarak bulunmustur. Genel olarak grubun SKB

degerleri arasinda anlamli bir yiikselme tespit edilmistir (Tablo6, Sekil 6.1).

Tablo.6 Yiiksek doz L-NNA uygulanan grubun 0., 7., 14 giinlerdeki SKB ve
DKB degerleri

L-NNA uygulanmadan L-NNA L-NNA
Once

el 7.giin 14.giin
5 SKB 137+1,9 157 +2,2% 161+34*
& DKB 91+3,8 110+ 1,6¢ 116+2,5%*

* 0.gline gore anlaml olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0,05).
** 7.giine gore anlaml1 olarak yiiksek olduguna igaret etmektedir (p<0,05).

E *

0 7 - 14
Stire(Gtin)

Sekil.6.1 Yiiksek doz L-NNA uygulamasinin SKB iizerine etkileri
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* (0.gline gore anlaml olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0,05).

Iki hafta siireyle yliksek doz L-NNA uygulamasi SKB’ i kontrol grubuna
gore anlamh olarak artirmaktadir. Ancak 5 denegin SKB degerlerinde 7. glinden

sonra bir diislis gbzlenmistir.

5.2.2. Diyastolik kan basin¢lar

5.2.2.1. Tek doz L-NNA uygulamasinin DKB iizerine etkileri

DKB, L-NNA uygulamasindan 1 saat sonra istatistiki olarak anlamli derecede
yiikselmis, ancak 3. ve 24 saat sonra tekrar normal degerlere gerilemigtir. alL-NNA
grubun DKB degeri 0. saat 97,5+2,0mm Hg, 1.saatte (aL-NNA; grubu) 109+2,1mm
Hg, 3.saatte (al.-NNA; grubu) 98+0,7mm Hg ve 24.saatte ( aL-NNAj4 grubunu)

102,7+3,6mm Hg olarak bulunmustur (Tablo.2, $ekil.2.2).
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DKB (mm Hg)

L-NNA dan énce 1.saat 3.saat 24.saat

Sekil.2.2 Tek doz L-NNA uygulamasinin DKB iizerine etkileri

* L-NNA uygulanmadan 6ncekiyle kargilagtinlidifinda anlamli olarak yiiksek
olduguna isaret etmektedir (p<0,05).

Akut doz L-NNA uygulamasindan bir saat sonra DKB’1 yiikselmis fakat 3.ve

24, saatlerde normal degerlere gerilemistir.

5.2.2.2. Kronik diigiik doz L-NNA uygulamasmin DKB iizerine etkileri

Kronik diigiik doz L-NNA uygulamasmin 0, 7 ve 14. giinlerinde yapilan KB
dlgtimlerde DKB degeri 0. giin 83,1+1,5mm Hg, 7.giin 104,2+3,9mm Hg ve 14. giin
114,3+2,7 mm Hg olarak bulunmustur.

Son doz L-NNA uygulamasindan 24 (dL-NNA,; grubu) ve 48 (dL-NNAgs
grubu) saat sonra DKB diigmesine ragmen, bu diisiis istatistiki olarak anlamh
bulunmamistir. DKB degeri dL-NNAy, grubu igin 112 = 54mm Hg ve dL-NNAyg

grubu i¢in 98+11,0mm Hg olarak bulunmugtur (Tablo.4, Sekil.4.2).
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* *

120
100
80 +

60

DKB (mm Hg)

40

20+

0.giin 7.90n 14.giin 24 saat sonra 48 saat sonra

Zaman

Sekil.4.2 Diisiik doz L-NNA uygulamasinin ve 24 ve 48 saat sonrasinin

deneklerin DKB iizerine etkileri

*0.glin ile karsilagtinldiginda anlamli olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir

(p<0,05).

Iki hafta siireyle diisiik doz L-NNA uygulamasimn DKB’ 1 istatistiki olarak
anlamh derecede artirdigy, iki haftanin sonunda ilag uygulamasina son verildiginde
hemen diisme egilimine girdigi ancak istatistiki olarak anlamh bir diisis

gOstermedigi tespit edilmistir.

5.2.2.3. Kronik yiiksek doz L-NNA uygulamasinin DKB iizerine etkileri

Yiiksek doz L-NNA uygulamasi DKB’ 11 7. ve 14. giinlerde istatistiki olarak
artirmigtir. DKB degerleri 0.giin 91,8+1,8mm Hg, 7.giin 110,1+1,6mm Hg, 14.glin
116,2+2,8mm Hg olarak 6l¢iilmiistiir. lging olarak yiiksek doz L-NNA uygulanan bu

grupta deneklerin DKB’ 1 bireysel olarak incelendiginde 5 denegin SKB’da oldugu
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gibi DKB’ min birinci haftada artmasina ragmen ikinci hafta sonunda bu artigin
geriledigi ve bagslangig diizeylerinin de altina diigtligli tespit edilmistir. DKB’1
beklenenin aksine gelisen bu 5 denegin DKB’ lann 0.giin 82+3,8mm Hg, 7.glin
104+3,6mm Hg ve 14.giin ise 100+2,7mm Hg olarak ol¢iilmiistiir. Ancak genel

olarak grubun DKB degerlerinde anlamli bir yiikselme vardir (Tablo.6, $ekil.6.2)

Ortalama
140 -
120

100

[o.]
(=)
1

(o)}
o
1

L

DKB (mm Hg)
3
1

]
(=]
| L

o
| I

0 7 14
Siire(Giin)

Sekil.6.2 Yiiksek doz L-NNA uygulamasmin DKB iizerine etkileri
*  0.giine gore anlamli olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0,05).

** 7 .gline gére anlamli olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0,05).

5.2.3. L-NNA uygulamasimin NOy diizeyi iizerine etkileri
5.2.3.1. Tek doz L-NNA uygulamasinin NOj iizerine etkileri
Plazma NO, degerlerinde, L.-NNA uygulamasindan 1 ve 24 saat sonra alinan

kan 6rneklerinde yapilan 6lgiimlerde istatistiki olarak bir fark tespit edilmemesine
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ragmen 3.saatte alinan kan orneklerinde NOy degerlerinin anlamli olarak diistiigii
gorilmektedir. Kontrol grubunun NOy degeri 2.9iO,IXlO'7M, L-NNA
uygulamasindan bir saat sonraki NOy degeri 3,02+ 0,2X107"M, ii¢ saat sonraki NO,

degeri 1,08+0X107M ve 24 saat sonraki NO, degeri ise3,01+0,2X10"M olarak

Slgiilmiistiir (Tablo.3, Sekil.3).

Tablo.3 L-NNA uygulamasindan 6nce 1, 3 ve 24 sonraki plazma NOy

degerleri.
g 0. saat L-NNA; L-NNA3; L-NNAy,
5
‘:ﬁ:
5 29+0,1 3,02£02 1,08:0,1* 3,01£0,2
:%1)
o)
Z.

* (.saat, 1.saat, 24.saate ile kargilastirildiginda anlaml olarak diisiik olduguna isaret

etmektedir (p<0,05).
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0. saat 1.saat 3.saat 24.saat

Siire

Sekil.3 Tek doz L-NNA uygulamasinin plazma NOy degerleri tizerine

etkileri
* Hem al.-NNA,; al.-NNA,4 gruplartyla hemde kontrol grubuyla karsilastirildiginda
NOy degerlerinin anlamli olarak diigiik olduguna isaret etmektedir. (P<0,05)

Tek doz L-NNA uygulamas: sonrasinda kan 6rneklerinde yapilan slgiimlerde,
NOy degerlerinde 1. ve 24.saatlerde istatistiki olarak anlaml bir degisiklik meydana

gelmezken 3.saatte istatistiki olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir.

5.2.3.2. Kronik diigiik doz L-NNA uygulamasmin NO, iizerine etkileri

Plazma NOy degerlerinde, L-NNA uygulamasinin son giiniinde (14.giin,
deneklerde halen L-NNA mevcuttur) alinan kan &meklerinde yapilan Slgiimlerde
kontrol grubuna gore anlamli degisiklik tespit edilmemistir. Ancak, L-NNA
uygulamasi kesildikten 24 (dL-NNAj4 grubu) ve 48 (dL-NNA4g grubu) saat sonra

alinan kan 6rneklerinde NO, degerlerinin istatistiki olarak anlamli diigtis gosterdigi
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tespit edilmistir. dL-NNA grubunun NOy degeri 14.giin i¢in(halen L-NNA varken)

2,84+0,1X10"M, 24 saat sonra 2,41+0,1X107M ve 48 saat sonra 2,59+0,1X10"M

olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo.5, Sekil.5).

Tablo.5 Diisiik doz L-NNA uygulanan grupta, L-NNA uygulandiktan hemen

sonraki, 24 ve 48 saat sonraki plazma NOy degerleri.

ILACSIZ ILACSIZ

L-NNA
24 saat 48 saat
uygulamasinin
Kontrol 14.giinii sonra sonra
grubu I

E (dL-NNA) (dL- (dL-

=

= NNA24) NNA48)
5

15}

B

FU % *
cZS‘ 2,9+ 0,1 2,84+ 0,1 2,41+0,1°  2,59+0,]

* L-NNA uygulamasimn 14.giinii(son giin) ve kontrol grubu ile karsilagtinldiginda
anlaml olarak diigiik olduguna igaret etmektedir (p<0,05).
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Ortalama

3,04

2,5

2,04

1,5

X

NO._ X10™M

1,0

0,5 4

0,0 -

14.Gin dL-NNA24 dL-NNA48
Grup

Sekil.5 Diisiik doz L-NNA uygulamasinda plazma NOx degerleri iizerine
etkileri
* L-NNA uygulamasinin 14.giinii(son giin) karsilagtinldiginda anlamli olarak
diisiik olduguna isaret etmektedir (p<0,05).

5.2.3.3. Kronik yiiksek doz L.-NNA uygulamasimin NO, iizerine etkileri

Yiiksek doz L-NNA uygulanan grubun 14.giin (deneklerde halen L-NNA
mevcuttur) plazma NO, degerlerinin kontrol grubuna gore anlaml derecede yiiksek
oldugu tespit edilmistir. (Kontrol grubunun NOy degeri 2,94+:0,1 yL-NNA grubunun
NOyx degeri 3,5+0,1 olarak bulunmustur) dL-NNA;s (2,84+0,1) ile yL-NNAy,
(3,5+0,1) gruplarmin NOy degerleri kargilagtinldiginda, yL-NNA grubunun NOy

degeri istatistiki olarak daha yiiksek bulunmustur.
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5.3. NO metre cihazi ile UV-GB spektrofotometesinin karsilagtiriimasi
Son olarak NO cihazi ile UV-GB spektrofotometre cihazlar1 kargilastirildiginda

sonuglar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir ( Sekil.7).

spektrofotometre NO metre
Cihazlar

Sekil.7 Spektrofotometre ve NO metre cihazlarinin sonuglari kargilagtirilmast.
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6. TARTISMA

Kronik NOS inhibisyonu ile gelisen hipertansiyon son yillarda iizerinde ¢ok
calisilan bir deneysel modeldir (92). NOS inhibisyonu-aracili hipertansiyon sadece
memelilerde degil aym: zamanda kuslarda da galisitmaktadir (1). NOS inhibisyonu
yapmak i¢in en ¢ok L-NMMA, L-NAME, L-NNA kullanilmaktadir (30).

NOS inhibisyonu-aracili hipertansiyon galigmalarinda farkli NOS inhibitérleri
kullanildigt gibi, bu inhibitérlerin farkli dozlarda ve siirelerde uygulanmalar sonucu
heniiz standart bir model gelistirilememistir. Zatz ve Baylis NCS inhibisyonu ile
olusturulan hipertansiyona ii¢ farkli yaklasimda bulunmuslardir: Cok diisiik, orta ve
yiiksek doz NOS inhibitorii uygulamasi. Cok diisitk doz NOS inhibitérii kullanilarak
gelistirilen hipertansiyonda NOS inhibitériiniin sistemik damar direnci iizerine bir
etki yapmadig1 ve hipertansiyonun voliim bagimli olarak meydana geldigini, yiiksek
dozda NOS inhibitérii kullamlarak geligtirilen hipertansiyonda ise tama yakin bir
NOS inhibisyonu yapildigini ve olusan hipertansiyonun hem renal hem de sistemik
vazokonstriksiyonu igerdigini belirtmiglerdir. Ilging olarak orta dozlarla yapilan NOS
inhibisyonunun kismi bir inhibisyon oldugunu ileri siirerek, olusan hipertansiyonun
komponentlerine deginmemiglerdir. Diigiik dozlarla yapilan NOS inhibisyonunda
organ hasari ve gelisme bozuklugu meydana gelmezken, yiiksek dozlarla yapilan
NOS inhibisyonunda 6zellikle bobreklerde parankim ve damar hasari olduguna ve
malign hipertansiyon gelistigine dikkati gekmiglerdir (93).

Bu ¢alismada NOS inhibisyonu yapmak tizere L-NNA kullanildi. L-NNA

segilmesinin nedeni igme suyu ile uygulanabilir olmasi, intestinal emiliminin yiiksek
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olmasi, iNOS’ u inhibe etme potansiyelinin diigiik ve 6zellikle ucuz olmasidir (91).
L-NNA akut uygulamalarda tek doz, kronik uygulamalarda ise iki farkl
konsantrasyonda uygulandi. Kronik uygulamalarda farkli konsantrasyonlar segilirken
organ hasar1 yapmasi dikkate almarak ¢ok yilksek doz uygulamasindan kaginildi.
Yiksek doz (%0,0464 konsantrasyonda) olarak nitelenen konsantrasyonun 1/3
konsantrasyon (% 0,014 konsantrasyonda) ise diigiik doz olarak nitelendirildi. Bu
sekilde L-NNA uygulamalarinda meydana gelebilecek kan basinci degisikliklerinin
plazma NO diizeyleriyle iliskilerini tespit etmek iizere uygulamalar takiben farkl
zamanlarda da plazma NO diizeyleri 6lgtildii.

Bu ¢aligmada, L-NNA tek doz 25 mg/kg (i.p) olarak uygulandiginda SKB ve
DKB birinci saatte anlami1 olarak yiikselmistir (155,5+1,7 mm Hg; 109+2,1 mm Hg)
bu artis SKB da 3 saatte devam etmis (153+1,5 mm Hg) fakat DKB (98+0,7 mm Hg)
normale gerilemis ve 24 saat sonra SKB da tekrar normal degerlere
gerilemistir(147+4,8 mm Hg). SKB olgiilen stirelerle iligkili olarak alinan kan
Orneklerinde yapilan NOx olgiimlerinde ilging olarak 1. saatte SKB artmasina
ragmen plazma NOx degerleri degismemistir (3,02+0,2x10"M). Plazma NOx
degerleri ancak 3. saatte anlamli olarak diigiik bulunmugtur (1,08+0x10"M) ve SKB’
nn normale geriledigi 24. saatte ise plazma NOx degerleri de normale gerilemistir
(3,01£0,2x10"M). Buna gére, 1. saatte SKB ve plazma NOx diizeyleri arasinda
tersine bir iligki tespit edilememesine ragmen 3. saatte istatistiki olarak anlaml bir
ters iligki tespit edilmigtir. Birinci saatte NOx diizeylerinin diigmemesi,
eliminasyonun heniiz yeterli diizeyde olmamasina baglanabilir. Bu sonuglara gore,
tek doz L-NNA uygulamasinin belirgin NOS inhibisyonu yaptig1 ve bu inhibisyonun
meydana gelen hipertansiyonla iligkili oldugu ileri stirtilebilir. Bu konuda literatiirde

bir bilgiye rastlanmamistir.
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Ikinci seri deneylerde, diisiik doz L-NNA (=16 mg/kg/giin) 14 giin siireyle igme
suyu ile uygulandiginda (% 0,014 konsantrasyonda) deneklerin SKB ve DKB’ lar
anlamli olarak yiikselmigtir (sirasiyla, 0.giin 127,9+1,9 mm Hg 83,1+1,5 mm Hg,
7.glin 152,5+3,5 mm Hg 104,2+3,9 mm Hg ve 1l4.giin 156,6+2,5 mm Hg
114,3+2,7 mmHg). Bu dozda L-NNA uygulamasi sonucu, SKB ve DKB’indaki
artiglar, meydana gelen hipertansiyona hem kalp debisi artiginin hem de periferik
damar direncinin birlikte katki sagladifina igaret etmektedir. L-NNA uygulamasi
sona erdikten 24 saat sonra SKB ve DKB diisme egilimine girmigler
(153,7£2,3 mm Hg, 112+5,4 mm Hg) ve 48 saat sonra ise sadece SKB baslangi¢
degerine donmiis ve fakat DKB hala anlamli olarak yiiksek kalmistir
(144,2+6,4 mm Hg, 98+11,0mm Hg). Buna gore, bu dozda iki hafta siireyle L-NNA
uygulamas: kalict bir hipertansiyona neden olmadigi gibi SKB 48 saat iginde
normale gerileyebilmigtirr. DKB 48. saatte istatistiki olarak anlamli gerileme
gostermese bile azalmistir ve birkag giin i¢inde geriye dondiigii bilinmektedir (105).
SKB’ nin ilag uygulamas: kesildiginde hizla geriye dénmesi, bu doz ve stirede L-
NNA uygulamasimin kalici hasar yapmadigina isaret etmektedir. Daha 6nce yapilan
¢alismalar bu bulgular1 desteklemektedir (105). Kan basinglarinin sl¢tildiigii siirelerle
iligkili olarak alman kan &rneklerinde yapilan NOx 6lgiimlerinde 14. giin plazma
NOx degerlerinin anlaml bir degisiklik gostermedigi tespit edilmigtir. Buna gére, bu
dozda 2 hafta siireyle yapilan L-NNA uygulamas: kan basinglarim yiikseltmesine
ragmen plazma NOx diizeylerini etkilememistir (14.giin halen L-NNA varken
plazma NO, degeri 2,84+0,1x107 M dir). Ancak, L-NNA uygulamasinin sona
erdirilmesinden 24 ve 48 saat sonra yapilan dlgiimlerde plazma NOx degerlerinde
kontrole gére anlamh bir disiis tespit edilmistir (sirasiyla, 2,41+0,1x107M ve

2,59+0,1x107M). llging olarak, yiiksek doz L-NNA uygulamas1 yapilan grubun
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plazma NOx degerleri de 14. giin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (3.5+0,48x10"M). L-NNA uygulamastyla plazma NOx diizeylerinin
diistiigi bildirilmigtir, ancak bu g¢aligmalarda kan 6rneklerinin alinma zamanlari
acitkga belirtilmemistir (99,43). On dordiincii giinde kan basinglan yiikselirken
plazma NOx degerlerinin paradoksal olarak azalmamasi ve hatta yiiksek doz L-NNA
uygulanan grupta daha yiiksek ¢ikmasi geligkili gibi goriinmektedir. Ancak, bu
¢aligmadaki bulgularla uyumlu olarak L-NAME ile NOS inhibisyonu yapildiginda
NO miktarinda paradoksal bir artis oldugunu gosteren g¢aligmalar vardir; Burada, L-
NAME kullaniminin iNOS’ u aktive ettigi gosterilmistir (74). Yine Nava ve Liischer’
in 1999 yilinda yaptiklari bir g¢alismada deneysel hipertansiyon modellerinin
bazilarinda NO {iiretiminin arttigin1 bazilarinda ise azaldigini gdstermislerdir (80). Bu
paradoksal bulgular1 agiklamak kolay degildir, farkl: galigmalarda ilag uygulama
stiresi ve Ozellikle kan orneklerinin alinma zamani 6nem arz etmektedir. L-NNA
mevcudiyetinde plazma NOx degerlerinin etkilendigi de disiiniilebilir. Nitekim,
yiiksek doz L-NNA uygulamas: plazma NOx degerlerini anlamli olarak daha da
artirmigtir. Ancak, L-NNA uygulamasinin sona erdirilmesinden 24 ve 48 saat sonra
tespit edilen plazma NOx degerleri 6nemli bilgi vermektedir. Bu siirelerde kan
basinglar: diigme egilimine girmesine ragmen hala baslangi¢ degerlerinden yiiksektir
ve plazma NOx degerleri ise kontrol grubuna gore anlamh olarak diisiiktiir. Yirmi
dérdiincii saatte kan basinglar1 hala yiiksek ve plazma NOx degerleri diisiiktiir ve 48.
saatte kan basinci daha da diigerken plazma NOx degerleri yiikselmektedir. Bu
bulgular kan basinci ile plazma NOx degerleri arasinda tersine olan iligkiyi destekler
niteliktedir. Bu bulgular Ikeda ve ark. 5 hafta boyunca 17 mg/kg ve de 14 mg/kg L-
NNA uyguladiklann siganlarda bulduklann KB yiikselmesi ile uyumludur (42).

Yapilan bir ¢alimada L-NNA mnin altt haftabk kronik uygulanmasinin siganlarin
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sistemik KB yi artirdi) ve renal kan akimi ile glomerular filtrasyon hizim azalttigim
L-NNA ve SR 49059 kimyasallarinin kombine uygulanmasindan sonra hipertansiyon
meydana getirdigi gdsterilmistir (15). Kazim Husain yaptig1 bir galigmada 8 hafta
boyunca kronik L-NAME uygulamasinin plazma NO diizeyini baskiladigini, KB ve
kalp hizinda bir artma gézlemlemistir (43). Yapilan bir ¢alismada inhale olarak
uygulanan "N un %93 tniin 48 saat i¢cinde nitrata donistiigli gdsterilmistir (112).
Bu bulgu, bu ¢aligmada L-NNA uygulamas: kesildikten 48 saat sonra neden NOy
degerlerinin kontrol grubunun degerlerine yiikselmedigi sorusunu agiklayabilir.
Yapilan bir c¢alismada diigiik doz L-NAME nin kronik uygulamasmn
hayvanlarin viicut agirliginda yaklagik %15 lik bir azalma meydana getirdigi
bulunmugstur (16). Bizim ¢aligmada ise kronik diigiik doz L-NNA uygulamas1 viicut
agirhiginda anlamh bir degisiklik meydana getirmez iken kronik yiiksek doz L-NNA
uygulanan siganlarin kilolarinda anlaml bir diisiis meydana gelmistir (tablo1).

Bu ¢alismada ayrica, plazma NOx diizeyleri NO metre cihazi ve UV-GB
spektrofotometresiyle de karsilagtrmali olarak olgiilmiigtiir. Mevcut plazma NO,
konsantrasyonu araliginda sonuglar arasinda bir fark tespit edilmemistir. Fakat NO
metre cihazimin duyarliigim yiiksek olmasi (10 nM-1 uM), &lglim yaparken Griess
Reaktifi gibi ek bir kimyasala ihtiya¢ duymamasi, 6lgiimlerin ¢ok kolay ve ¢ok kisa
stirede yapilmasi bu cihazin avantajlari arasinda sayilabilir. NO metre cihazinin
kullanilmast ~ daha kolay, ucuz ve giivenilirdir. Ancak, sensSriiniin koruyucu
memraninin Kirilgan ve pahali olugu, sensoriin mekanik olarak geg stabilize olmast,
siddetli sicakliga duyarliligi ve kirlenme bu cihazin sakincalari arasinda sayilabilir.
Bu gozlemler meveut ¢alismada da vurgulanmaktadir (114).

UV-GB spektrofotometresinde ise NOj’tin indirgenmesinde Cd kullanimi

ekstra zaman gerektirmektedir, Cd’ un toksik bir madde olmast Griess reaktifi ile
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yapilan Sl¢timlerin duyarlilifinin NO metre cihazina gore diisiik olmast (1 pM) bu
yontemin sakincalar1 arasindadir (109). Ayrica indirgeme isleminde enzimatik
yontem kullamldiginda Griess reaktifi ile NADPH/ NADP" arasinda bir girigim
meydana geldigi, bu girisimin Oniine gegebilmek igin ferrisiyanidin indirgemeyi
katalizlemesi i¢in agirt NADPH tiiketiminin gerektigi ve ikinci bir enzim sistemi olan
resiklik NADP'/NADPH 1 uygulandiginda ise piruvat ve laktat dehidrogenazin
aginis1 ile NADPH’1n oksidasyonunun gerekli oldugu da ilgili literatiirde belirtilmistir

(60).

Sonug olarak:

1) Tek doz 25 mg/kg (i.p) L-NNA uygulandiginda 1 ve 3 saatte SKB ve DKB’ 1
yiikselirken plazma NO, degerinin 1. saatte degil ve fakat 3. saatte diismekte ve 24
saat sonra hem KB hem de plazma NOx degerlerinin tamamen geriye donmektedir.
2) Iki hafta siireyle 16 mg/kg/giin dozunda L-NNA uygulamas: siganlarin biiyiimesi
lizerine olumsuz etki yapmazken, 47 mg/kg/giin dozunda L-NNA uygulamasinin
siganlarin bitylimelerini snemli Slgiide azalttig: tespit edilmistir. Bu durumda, yiiksek
doz L-NNA uygulamasimin kalic1 hasar olusturabilecedi ve muhtemel metabolizma
bozulmasinin NOS inhibisyonu-aracili hipertansiyon olus mekanizmalarinin
aragtinlmasinda olumsuz sonuglar verebilir.

3) Iki hafta siireyle 16 mg/kg/giin ve 47mg/kg/giin L-NNA uygulamasi hem SKB
hem de DKB’ larmmt yiikseltir. 16 mg/kg/giin L-NNA dozunun uygulamasina son
verildikten hemen sonra plazma NOy diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamlt
olarak degismemekte, ancak ila¢ uygulamasindan 24 saat ve 48 saat sonra
dismektedir. SKB 24 ve 48 saét sonra diisme egilimi g&sterir ve 48 saat sonra

baglangi¢ degerine doner. Ancak DKB diisme egilimine girse de bu diisii anlaml
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degildir. Plazma NOy degerlerininde diigiis meydana gelmistir. Son dozdan 48 saat
sonra ise SKB anlaml1 bir sekilde diigerken DKB’inda bir anlamli bir diigiis tespit
edilmemis ve plazma NOy degeri 24.saate gore yiikselme tespit edilse de bu
yikselme anlamli degildir. 47 mg/kg L-NNA dozunda ise SKB ve DKB’ inda
ylikselme tespit edilmig fakat plazma NO, diizeyi beklenenin aksine kontrol
grubundan yiiksek bulunmustur.

4) Plazma NOy degerleri NO metre cihazi ve UV-GB spektofotometresi ile ayr1 ayn
olgtildiigiinde ise sonuglar arasinda istatistiki olarak bir fark bulunamamistir. Fakat

mevcut sartlarda NO metre cihazi daha avantajhidir.
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8.0ZGECMIS
1979 yilinda Elazig’da dogmusum. Salkaya Ilkokulunu bitirdikten sonra Elazig
Mezre Orta Okulunu ardindan Elazig Atatlirk Lisesini bitirdim.1998 yilinda Firat
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimiinii kazandim. 2002 yilinda
menzun oldum. Ayni1 y1l Firat Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiistiniin agti1 sinavi
kazanarak Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim dalinda yiiksek lisans egitimine
basladim. Halen Tibbi Farmakoloji Anabilim dalinda yiiksek lisans egitimine devam

etmekteyim.
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