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Ozet

Nitrik oksit, bir¢ok sistemde dnemli gorevlere sahip ve
bununla birlikte bir¢cok hastalikla iligkilidir. Bu nedenle
tanimlanmasi ve miktar tayini onemlidir. Nitrik oksit
6l¢iim yontemleri, degerlendirilen hastaliklar ve drnek
cesitlerine gore farklilik gosterir. Nitrik oksitin
yartlanma Omriiniin ¢ok kisa olmasi, in vivo olarak
diisiik miktarlarda olugsmasi ve olustuktan sonra hizla
molekiiler oksijen ile etkileserek reaksiyona girmesi
Ol¢timiinii gii¢lestirmektedir. Bu yiizden nitrik oksit
Olciimiinde standart bir yontem olmamakla birlikte
calisma konusuna gore giivenilir sonuglar elde etmek
icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Nitrik oksit,
elektrokimyasal ve kemilliminesans gibi yontemler ile
direk odlgiilebilse de, nitrik oksit metabolizmasinin son
trtinleri olan nitrit ve nitrat miktarlarinin 6l¢iilmesi
hizli ve basit bir yontem olarak daha sik
kullanilmaktadir. Bu nedenle bu derlemede nitrik oksit
diizeyinin belirlenmesinde kullanilan yo6ntemlerin
karsilastirilmasi amaglanmistir.
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Abstract

Nitric oxide has significant tasks in most systems, and
also is associated with many diseases. Therefore, its
identification and quantification are important.
Measurement methods for nitric oxide differ based on
the type of the assessed diseases and the samples.
Nitric oxide measurement is difficult because of its
dramaticaly short half-life, formation in trace amounts
under in vivo conditions, and subsequent rapid
reaction with molecular oxygen. Thus, various
methods have been used to obtain reliable results
although there isn't any reported standard method.
Even though, nitric oxide can be measured directly
using electrochemical and chemiluminescent
methods, the measurement of the amount of nitrite and
nitrate, end products of nitric oxide metabolism, have
been used more frequently as fast and simple methods.
Therefore, in this article, it was aimed to compare the
methods used for determination of nitric oxide levels.

Keywords: nitric oxide; nitrite; nitrate; measurement
methods
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Giris

Nitrik oksit (NO), pek ¢ok hiicrede nitrik oksit sentaz
(NOS) enzim ailesi tarafindan katalizlenen reaksiyon ile
sentezlenmekte ve L-arginin ile O, molekiilleri, NO ve
sitriillin molekiillerine doniistiiriilmektedir. NO'in sentez
reaksiyonu sirasinda molekiiler O,'nin yani sira kofaktor
olarak flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin
mononiikleotid (FMN), nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADP), tetrahidrobiopterin (BH,) ve hem
kullanilir. Bu kofaktorler arasinda elektron transferleri
gerceklesmektedir (1). NOS enziminin ii¢ izoformu
tanimlanmig olup, ikisi yapisal (cNOS), liciinciisii ise
indiiklenebilir (iNOS) formdur.  Immun sistemde
bulunan iNOS, sitokin ve diger bilesikler tarafindan
uyarilabilen formdur. ¢cNOS ise endotel hiicrelerde
bulunan ve vazodilatasyondan sorumlu endotelyal NOS
(eNOS) ve sinir sisteminde bulunan noéronal NOS
(nNOS) olarak iki grupta incelenir (2).

Nitrik oksit, molekiil agirligi 30.006 gr/mol olup
renksiz ve son derece toksik bir gazdir. NO, serbest
radikal yapisindadir ve yar1 dmrii ¢ok kisa olup 20-30
saniyedir. NO lipofilik 6zellikte olup, yliksek
konsantrasyonlardaki NO oksijensiz ortamda oldukca
stabildir ve suda ¢oziinme Ozelligi gosterir. Disiik
konsantrasyonlarda ise, ortamda oksijen varliginda dahi
stabilitesini koruyabilir. Havadaki NO, kisa siirede
oksijenle oksitlenerek NO,'ye doniisiir. NO'nun, iizerinde
yiik tagimamasi ve eslenmemis elektron bulundurmasi
onu dnemli bir mesajc1 yapar. Yani yiiksiiz oldugu i¢in
hiicreden hiicreye higbir bariyerle karsilasmadan
kolaylikla geger ve eslenmemis bir elektrona sahip
olmasi nedeni ile hizli reaksiyona girer (3,4).

Nitrik oksitin immiin sistemde, sinir sisteminde,
kardiyovaskiiler sistemde oOnemli gorevleri vardir.
Bunlar; endotel kaynakli vazokonstriktorlerin etkilerine
kars1t koymak, trombosit adezyonu ve agregasyonunu,
16kosit adezyon ve infiltrasyonunu ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu engellemek ve disiik
molekiil agirlikli lipoprotein oksidatif modifikasyonunu
onlemek olarak 6zetlenebilir (5).

Canlilarda birgok hastalikla iliskili NO'nun
tanimlanmasi ve miktarmin tayini normal ve patolojik
durumlardaki degerinin belirlenmesi énemlidir. Ancak
NO'nun yarilanma dmriiniin ¢ok kisa olmasi ve NO'nun
in vivo olarak diisiik miktarlarda olusmasi ve olustuktan
sonra hizla molekiiler oksijen ile etkileserek reaksiyona
girmesi Ol¢limiinii giiclestirmektedir (3,4). Bu yiizden
NO o6lglimiinde standart bir yontem olmamakla birlikte
¢alisma konusuna gore giivenilir sonuglar elde etmek i¢in
¢cesitli yontemler kullanilmaktadir. NO elektrokimyasal
ve kemiliiminesans gibi yontemler ile direk 6lgiilebilse
de, NO metabolizmasinin son {irtinleri olan NO, ve NO,’
miktarlarinin 6l¢iilmesi hizli ve basit bir ydontem olarak
daha sik kullanilmaktadir.

Nitrik Oksit Diizeylerinin Kemiliiminesans
Yontem ile Belirlenmesi

Bu yontemde prensip, NO'nun O, ile etkilesmesi
sonucunda a¢iga ¢ikan 1518 spektroskopik olarak
6l¢limiine dayanmaktadir. O, NO ile tepkimesinde
uyarilmis durumdaki nitrojen dioksit (NO,) olusur.
NO,"nin normal formuna dénerken yaydigi foton
kemiliminesans yontemiyle 6l¢iiliir (6).

NO+0, — s NO, +0,
NO,, —— NO,+hv

Nitrik oksit diizeyini, NO ve O, arasindaki gaz faz
kemiliminesana dayali teknikle Olgen bu direkt
yontemde yiiksek derecede hassas dedektdre sahip olan
NO analizorii kullanilir. NO-kemiliiminesans analizorii,
bir reaksiyon kabini, yayilan 15181 toplayip elektrik
sinyaline doniistiren bir 151k detektdrii ve bir
kaydediciden olusur. Diislik sabit basingtaki reaksiyon
kabinine analiz edilecek &rnek ve ozon jeneratdriinde
olusan ozon gelir. Kabinden ¢ikan O,, NO ve NO, gibi
gazlar komiir filtreden gecirilerek atilir. Elektron alarak
uyarilmis nitrojen dioksitin emisyonu spektrumda
infrared bolgenin yakinindadir ve termoelektrik olarak
sogutulmus kirmiziya hassas fotomultiplier tiip
tarafindan tespit edilir. Gaz fazindaki NO i¢in <1 ppb
iken siv1 6rnekler igin ise tespit aralig1 yaklagik olarak 1
pikomolardir (7).

Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde oksijen varliginda
hizla oksidasyon iiriinleri olan NO, ve NO,"e doniisiir.
Bunlar ucucu olmadiklar1 ve O, ile reaksiyona
girmedikleri i¢in, oncelikle NO'ya indirgenmeleri
gerekir. NO,, oda sicakliginda bir¢ok indirgeyici ajanla
NO'ya indirgenebilir. NO,'iin NO'ya doniismesi i¢in
kuvvetli indirgeyici ajanlar ve yiiksek sicakliklar
gerekmektedir. Nitrat1 6lgmek i¢cin HCIl igindeki
vanaidium (III) kloridin, nitratt NO'ya ¢evirmesinden
yararlanilir (8).

2NO,+3V" +2H,0---->NO+3VO, +4H'

NO, i 6lgmek i¢in glasiyel asetik asit i¢indeki KI'nin
NO, i, NO gevirmesinden yararlanilir (8).

I'+NO,+2H - >NO+"1,+H,0

NO-kemiluminesansi, NO'nun O, ile olan
reaksiyonunda olusan NO,'nin uyarilmis durumda
olmasi esasina dayanir (8).

NO+0O, — s NO,+0, — s NO,+hv

Gaz formundaki NO i¢in en uygun yéntem olan
kemiliminesans ydntem, genellikle gogiis
hastaliklarinda, astim, kronik obstriiktif akciger
hastaligi, sarkoidoz gibi hastaliklarda NO diizeylerinin
saptanmasinda kullanilir. Ol¢iimii ila¢ kullanimui, sigara,
alkol, gebelik, kafein, yas ve cinsiyet gibi faktorler
etkileyebilir (9).
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Tekrarlanabilir, dogrudan ve yiiksek duyarlilik ile
Ol¢tim, sulu ya da gaz halindeki Orneklerde analiz
kolaylig1, hizli ve giivenilir olmasi yontem igin avantaj
sayilsa da, biyolojik ortamdan NO ayirmanin giicliigii,
ortamda O, ile etkilesebilen maddelerin (amonyum,
olefin, siilfiir gazlar1 gibi) bulunmasi, zaman ve maliyet
faktorleri nedeniyle bu ydntemin rutinde tercih
edilmemesine neden olmaktadir (10).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Elektron
Paramanyetik Rezonans Yontemi ile
Belirlenmesi

Isinlanan {irliniin sogurdugu doz miktar1 ve 1gmlama
sonucunda olusan c¢iftlenmemis elektrona sahip
molekiiler radikallerin miktarlari, yapilar1 ve
kararliliklart elektron paramanyetik rezonans (EPR)
spektroskopisi yardimiyla direkt belirlenir. Gaz, sivi ve
kat1 bir maddenin EPR teknigi ile incelenmesinde, atom
ya da molekiilde eslenmemis bir elektronun manyetik
momentinin yon degistirmesi esas alinir. Burada temel
nokta, incelenecek atom ya da molekiiliin paramanyetik
ozellik gostermesi gerektigidir. Ciinki bir madde
eslenmemis bir veya bir kag elektron igeriyorsa o madde
paramanyetiktir. ~ Paramanyetik madde kuvvetli bir
manyetik alana konuldugunda alan ¢izgilerini ¢ekerler
ve {lizerlerinden kolayca ge¢mesini saglarlar. Bunun
sonucunda, alanin yoklugunda rastgele yonelen spinler,
alanla etkilestiginde alana paralel ve antiparalel olarak
yonelirler. Sistemin almis oldugu bu iki durum, farkl iki
enerji degerine karsilik gelir. Bu iki enerji degerinin
farkina esit bir enerji verildiginde EPR de spin durumlari
arasindaki gegisler gozlenir. EPR paramanyetik iyonun
yoriingesi ve etkilestigi ¢ekirdekler hakkinda ayrintili
bilgiler verir. Bu yontem ile herhangi bir paramanyetik
madde incelenebilir ve yapisit aydinlatilabilir. EPR
spektrumundaki rezonans ¢izgilerinin genisligi ve bu
cizgilerin yapisindan faydalanilarak eslenmemis
elektronun yeri ve ¢evresi hakkinda bilgi edinilir (11).

Serbest radikal yapisinda olan NO'nun nitronlar veya
nitrozo bilesikleri gibi nitroksitler veya hemoglobin ile
etkilesmi sirasinda olusan enerji miktar1 ve manyetik
alan siddeti bu yontemle 6lgiilebilir. NO kisa dmiirlii bir
bilesik oldugundan, EPR yontemi ile tayini i¢cin NO'yu
baglayan ve stabilize eden kompleks yapidaki
paramanyetik molekdiller kullanilir. Kullanilan baslica
molekiiller; Hem-Fe(II), Fe (IT) kompleksleri ve Endojen
Fe(II)-Tiyollerdir. NO'nun in vivo ortamda 6l¢iimii kisa
yart omrii dolayisiyla ¢ok daha zordur. Birkag yararli
yontemden birisi NO'un Fe-ditiyokarbamat doniis
tuzagi (spin trapping) yontemidir. Olusan
mononitrozildemir EPR ile olgiilir. Radikalleriyle
tuzaklandig1 hiicre i¢i dl¢iimler i¢in asetillenmis formda
floresan boya tiirleri kullanilmaktadir. Olusan tiriin DAF-
2(4,5-diaminofluoreskan)'dir. (12,13).

Yontemin avantajlari, sulu ortam, hiicreler ve
dokularda basit ve yiiksek duyarlilik ile O6lgiim
yapilabilmesi olarak siralanirken, donanimin oldukga
6zel ve pahali olmasi, ortamin pH'sina bagli olarak NO-
hemoglobin etkilesmesi ve sonuglarin dogru
alinamamasi dezavantajlari arasinda yer alir (14).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Methemoglobin
Spektrofotometrisi Yontemiile Belirlenmesi

Nitrik oksitin, NO, ve NO,"'e okside olmast NO
metabolizmasinin asil yoludur. Plazma ve diger
fizyolojik sivilarda veya tamponlarda NO tamamen
nitrite okside olur ve saatlerce stabil olarak kalir. Bunun
icin NO, dncelikle molekiiler O, ile reaksiyona girer. NO
ve NO, kanda hizla NO, okside olur. In vivo NO ve NO,
'nin NO,"a okside olmasi tam net olamamakla birlikte
¢esitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. Bunlardan biri,
NO otoksidasyonu ile olusan NO,'nin hizla NO,"e
doniistimiinden oksihemoglobin veya oksimiyoglobin
gibi oksihemoproteinlerle oksidasyonunun sorumlu
oldugudur (15). Disiik konsantrasyondaki NO™un
hemoglobine baglanma affinitesi oksijene gore oldukca
yiiksektir. Hemoglobin oksi formunda ise NO'yu 6nce
NO,"'ye ardindan NO,"'e oksitler. Hemoglobinin
nitrozasyonu oksijenin dokulara taginmasinda 6nemlidir
ve hemoglobine oksijen baglanmasini degistirmektedir.
Dolasimdaki oksihemoglobin NO i¢in kuvvetli bir
oksidan olup onun etkilerini engelleyen bir inhibitdrdiir
(16,17).

Nitrik oksit, oksihemoglobin ile tepkimeye girerek
nitrat ve methemoglobin olusturur. Methemoglobin
olusumu spektrofotometre ile izlenir. Oksihemoglobin
veya oksimiyoglobinin kullanilabildigi bu indirekt
yontem, NO tayinlerinin standart yontemlerinden biridir.
Hemoglobin veya miyoglobin, goriiniir alanda yaygin bir
absorbsiyon spektrumuna ve farklt oksidasyon
diizeylerindeki absorbsiyonlar1 dalga boyuna bagh
olarak degisir. NO'nun deoksihemoglobin ile
tepkimesiyle olusan nitrozil hemoglobin, 560 nm'deki
absorbsiyon azalmasi ile spektroskopik olarak
izlenebilir. NO ve nitrik oksitten kaynaklanan
oksidanlarin olusumu, ortamdaki hemoglobin veya
miyoglobinin absorbsiyon spektrumlari izlenerek
incelenebilir (18,19).

Indirgenmis hemoglobinin (Fe™), NO tarafindan
methemoglobine (Fe') oksidasyonu sirasinda olusan
NO,"iin verdigi absorbansin spektroskopik dl¢iimii olan
methemoglobin spektrofotometrisi, kolaylikla ve kisa
stirede Olglim yapilabilir. Ortamda bulunan nitrozil
gruplarmin da dlglilmesi istenmeyen bir durum olarak
ortaya¢ikar (18,19).
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Nitrik Oksit Diizeylerinin Elektrokimyasal
Yontemler ile Belirlenmesi

Elektrokimyasal yontemler, spesifik elektrotlar
iizerinde NO oksidasyonu sirasinda olusan akimin
Ol¢iilmesidir. Bu yontemin dl¢iim esasi, NO'nun gaz
gegirgen bir membrandan gegerek ince bir elektrolit
tabakasindan difiizyonu ve takiben 6l¢tim elektrodlarimi
okside etmesine dayalidir. Bu oksidasyon, membranin
disindaki NO'nun konsantrasyonu ile orantisal bir akim
yaratir. Biyolojik 6rneklerdeki NO'nun in situ olarak
direkt 6l¢iilebilmesini saglar. Reaksiyon zamani uzundur
(20).

Biyosensorler, genel olarak analiz edilecek madde ile
secimli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bir
bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten
bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir 6lglim
sisteminde kombinasyonuyla olusturulurlar. Biyosen-
sorlerin ana gorevi biyolojik bir olay1 elektrik sinyaline
doniigtiirmesidir. Biyosensorler, biyobilesen (biyore-
septorler) ve fiziksel bilesen (transduserler) olmak iizere
iki ana kisimdan olusur (21).

Biyosensorlerin gelecekte dnemli uygulamalarindan
biri siiperoksit ve NO gibi kisa omiirlii, hormonlar ve
norotransmitterler gibi diisiik konsantrasyonlu
maddelerin in vivo tayinidir (21).

1962 yilinda, Glukozoksidaz (GOD) enzimi O,
elektrodu ile kombine edilerek kanin glukoz diizeyinin
Ol¢iilmesi ile yeni bir analitik sistem olusmustur. Bu
sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifitesini
(enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod)
tayin duyarhilifini birlestirmis ve genis spektrumlu bir
uygulama olanagi bulmustur. Klasik elektrokimya ile
sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile
diger birgok maddenin tayini miimkiindiir (21).

Clark elektrodu kullanilan yontemde, platin (anot) ve
giimiis (katot) elektrotlardan olugan modifiye oksijen
elektrodu iizerinde sabit bir akim uygulandiktan sonra
NO'nun anot iizerinde oksidasyonu ve bu sirada olusan
degisikligin amperometrik Ol¢iimii yapilmaktadir. Bu
yontemde, nM diizeyinde 6l¢lim yapilabilmektedir (20).

Kullanilan elektrodun NO'ya spesifik olmasi, yliksek
miktarlarin 6l¢iilebilmesi, dokularda lokal olarak olusan
NO'nun Olgiilebilmesi ve kisa zamanda yanit
alinabilmesi avantaj saglarken, elektrotlart ayiran yari-
gecirgen membrandan gegebilen oksijen ile reaksiyona
girerek NO, olusumu ile duyarhiligin azalmasi
dezavantajdir (20).

Porfirinik mikroelektrot kullanilarak, NO oksidas-
yonunun polimerik metalloporfirin (n-tipi yar1 iletken)
tizerinde olmasi ve olusan akimin amperometrik olarak
Olciilmesi saglanmaktadir. Yontemin avantaji, kullanilan
elektrodun NO'ya spesifik olmasi, yiiksek miktarlarin
Olciilebilmesi, alicinin kiigiik olmasi ve hizli yanit
verebilmesi, NO saliverilme kinetiginin ¢aligilabilmesi,

endotel ve diiz kas hiicre Kkiiltiirlerinde NO'nun
Olgiilebilmesidir. Ancak ortamda bulunan
katekolaminlerin de 6lgiilebilmesi dezavantajdir (20).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Kapiller
Elektroforez Elektrokimyasal Yontemi ile
Belirlenmesi

Kapiller elektroforezde elektriksel bir alan altinda ve
bir iletken ortam altinda (genellikle sulu bir ortam) yiiklii
parcaciklarin ya da molekiillerin hareketleri yaninda
elektroozmotik hareketlilik denilen ikinci bir hareketlilik
vardir. Elektriksel alan uygulandigi andan itibaren
kapiller igerisindeki yiikli ve yiiksliz parcaciklar,
elektroozmoz ve elektroforetik hareketliligin etkisi
altinda kalirlar (22).

Elektroozmotik akis: Ergitilmis silika ylizeyinin
negatif yiikli olmasi, igerisindeki ¢ozeltinin siirekli
pozitif yliklenmesine yol agar. Elektrotlar arasina
potansiyel uygulandiginda pozitif yiiklenmis ¢ozelti
katoda dogru akar. Boylece anottan katoda dogru siirekli
bir akis vardir (22).

Elektroforetik hareketlilik: Elektriksel etki altindaki
farkli biiyliklik ve yiikteki parcaciklar farkli hizlara
sahip olarak hareket etmektedirler. Bu durumda eksi
yukli parcaciklar anoda, art1 yiikli parcaciklar katota
dogru akacaklar, noétral molekiiller ise bu alandan
etkilenmeyeceklerdir (22).

Molekiillerin birbirlerinden ayrilmasi, elekrooz-
motik akis yoOniinde negatif elektroda dogrudur.
Ornekteki (+) iyonlar, elektroozmotik akis ve iyon
hareketinin ayni1 yonde olmasi nedeniyle kapiller ¢ikisa
daha erken gelirler. Ornekteki (-) iyonlar, ayn1 zamanda
kapiller ¢ikisa hareket ederler, ama hizlari daha yavastir.
Ornek iyonlar1 kapiller ¢ikisa dogru géctiigiinden optik,
kondiiktimetrik, elektrokimyasal, kiitle spektroskopik
veya radyoaktivite dedektorleri gibi farkli detektor
tipleriyle saptanabilir. Kapiller elektroforezde, kapiller
secimi, tampon se¢imi, voltaj ve akim, dedektor segimi
onemlidir (22).

Buydntem ile NO indirekt dl¢iimlerinde NO, ve NO,’
tayini yapilmaktadir. Ters elektroozmatik akigla ytliksek
ayrilma saglanarak NO, ve NO; ayrim1 yapilan veya UV
dedektorle NO, oOlgliimii yapilan caligmalar vardir
(23,24). Ornek hacmi pL-nL diizeyindedir.

Nitrik oksit dl¢limiinde bu yontem duyarliligi, test
maliyetinin distikliigii, az miktarda reaktife ve
numuneye ihtiya¢ duyulmasi, otomasyona uygunlugu ve
test ¢esitliliginden dolayr birgok yontemin Oniine
gecmektedir (22).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Florometrik Yoéntemi
ile Belirlenmesi

Nitrik oksit diizeyinin florometrik yontemler ile
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saptanmasinda, naftotriazololiin floresanst 375 nm
cksitasyon ve 415 nm emisyon oOzelliklerinden
yararlanilarak 6l¢iilir ve 10 nM dersimindeki NO'in
direkt tayinine olanak verir. Florometrik yontemlerde en
¢ok kullanilan bilesik, 2,3-diaminonaftalendir (DAN).
Aromatik diamino bilesigi olan diaminonaftalen, reaktif
nitrojen oksit tiirleri ile nitrozasyona ugradiginda yogun
floresans 6zelligi olan 2,3 naftotriazol'ii (NAT) olusturur.
Bu florometrik yontemle ortamda olusan NO'in %80'ni
Olgiilebilir. NO diizeyinin belirlenmesinde florometrik
bir substrat olan sesamol (3,4-methylenedioxyphenol)
kullanilmaktadir (25). Ayrica, hem grubu ile NO'in
yiiksek hizla reaksiyona girmesini ve bagli oldugu
floresanin 1g1masin1 baskilama 6zelligi bulunan bir
florofor-hem prob ¢ifti (FHP) kullanilarak da 6l¢iim
yapilabilmektedir (26). Kolorometrik yontemlere gore
daha hassas 6l¢iim yapilabilir (13).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Gaz Kromatog-
rafisi Yontemi ile Belirlenmesi

Bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca
buharlagtirilabilen bilesenlerin birbirinden ayrilmasi
amactyla gaz kromatografisi yontemi kullanilir. Bu
yontemde ayrilma, bilesenlerin farkli kat1 yiizeylerdeki
farkli adsorpsiyon ilgilerine gore ger¢eklesir. Numunede
bulunan bilesenler bir cihazla spektrum haline getirilir ve
bu spektrumda bulunan her pik ayr1 bir bileseni gosterir.
Gaz halindeki bir molekiill olan NO'nun gaz
kromatografisiyle direkt dl¢iilmesi miimkiindiir. Ancak
duyarliliginin ¢ok diisiik olmasi ve maliyet sorunlari
yiizlinden tercih edilmemektedir (18). NO'nun
metabolitleri olan NO, ve NO, tayinlerinde kullanilan
birgok analitik yontemlere ek olarak kiitle spektrometresi
tabanli, dogruluk bakimindan hassas, 6zgiilligii yiiksek
gaz kromotografisi-kiitle spektrometresinin (GC-MS)
kullanildigi ¢alismalarda bulunmaktadir (27).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Yiiksek Basinch
Sivi Kromatografisi Yontemi ile Belirlenmesi

Yiiksek basingli sivi kromatografisinde (HPLC), bir
sivida ¢Oziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon
icerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek tizerindeki
sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon iginde
degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terk
ederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada
tastyici faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan
yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa
stirede ve tam olarak gergeklesmektedir. Ayrilan bilesik,
kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle tespit edilip
miktartyla orantili olarak kaydedilir. Dedektor, kolon ve
pompa se¢imi dnemlidir (28).

Nitrik oksit prekiirsorii olan L-Arjinin diizeyleri ve

eNOS'nin endojen yarigmali inhibitorii olan asimetrik
dimetilarginin (ADMA)'nin dl¢iimii ile indirekt NO
dl¢iimii HPLC ile yapilabilmektedir. Olgiimde floresans
dedektor kullanilir. ADMA, vaskiiler endotelyal hiicreler
de dahil birgok dokuda normal protein dongiisii sirasinda
arginin kalintilarinin metilasyonu ile elde edilmekte ve
dimetilarginin dimetilaminohidrolaz araciligiyla
sitruline metabolize olmaktadir ve eNOS'un tiretim ve
biyoyararlanimini azaltmaktadir (29,30).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Kolorometrik
Yontem ile Belirlenmesi

Nitrik oksitin karakterize edilmis en onemli hedef
molekiilleri; demir, kiikiirt ve oksijen tlirevi yapilardir.
NO lipofilik 6zellikte olup, yliksek konsantrasyonlardaki
NO oksijensiz ortamda olduk¢a stabildir ve suda
¢oziinme Ozelligi gosterir. Diisiik konsantrasyonlarda
ise, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilir. Havadaki NO, kisa siirede oksijenle
oksitlenerek NO,ye doniisii. NO ve tekrar NO'ya
doniisebilen nitrojen oksitleri (NO,’, N,O,, N,0, vb),
gliclii nitroze edici ajanlardir ve primer ile sekonder
aminleri nitrozleyerek, nitrozaminleri olustururlar
(31,32). Aerobik sulu ¢ozeltilerde NO, hizla oksijen ile
tepkimeye girerek reaktif tiirler olustururlar. NO'nun bu
reaktif {riinlerinin kimyasal bilesiklerle tepkimeleri,
kolorometrik indirekt tayine olanak saglar. Oksijenli
ortamda ferrosiyanid, NO-bagimli tepkimeler sonucu
ferrisiyanide oksitlenir. Siilfonamid ve 2,2'-azinobis (3-
etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) (ABST), NO
varliginda nitrozasyona ugrayarak renkli bilesikler
olustururlar (18).

Nitrit 6l¢iimii i¢in kullanilan kolorimetrik
yontemlerin ¢ogu azo boyalarinin olusumu temeline
dayanmaktadir. Orneklerdeki NO, ve NO, miktarlar1 iki
asamali yontem ile Olciilmektedir. Oncelikle NO,
enzimatik doniisiim veya metalik kadmiyum ile NO,
indirgenir. Olusan toplam NO, ise hemen hemen her
ornekte kullanilabilecek bir yontem olan Griess yontemi
ile 6lgiiliir. Griess yontemi nitritin asidik ortamda primer
bir aromatik amin ile (siilfanilamit) diazotizasyonu ve N-
(1-naftil) etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor renkli
bir azo iiriini olusturmasi esasina dayanir (10,33).

Griess reaksiyonu;
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Griess reaksiyonu, NO, iyonlarina duyarh
oldugundan, ortamdaki NO;"iin, NO,"e indirgenmesi in
vivo olarak olusan NO'nun gergege yakin miktarlarda
Olclimiine olanak tanimaktadir. Griess yonteminin
submikromolar diizeyde NO &l¢iimi igin uygun
olmadigi, ancak, NO, ve birlikte bulunan nitroksitlerin
Olglimii i¢in en uygun Olglim ydntemi oldugu da
diistiniilmektedir (10,33). Duyarlilik limitinin 0.1-1 uM
kadar oldugu bildirilmistir (34).

Nitrik oksit dl¢timil yapilirken 6zellikle NO, dl¢timii
tercih edilse de NO metabolizmas: sonucu, biyolojik
sistemlerde NO, hem demiri igeren proteinler varliginda
nitrata okside olmaktadir. Fizyolojik kosullarda NO
yaklagik 3:2 oraninda NO, ve NO,"e okside olmaktadir.
Olusum oranlar1 ornege bagli olarak degisiklik
gosterdiginden, NO metabolizmasinin derecesinin en iyi
gostergesi olarak nitrit ve nitratin birlikte dl¢iilmesidir
(10).

NO,"ii, NO,"e indirgeme yontemlerinde enzimatik ve
enzimatik olmayan yontemler kullanilir. Enzimatik
olmayan yontemde indirgeme ig¢in, bakir ile kaph
kadmiyum kolonlardan gegirilmesi veya belli
biyiikliikteki kadmiyum tozlari ile muamele edilmesi
gerekmektedir. Ancak L-arjinin analoglarinin
kullanildig1 calismalarda, bu maddelerin kadmiyum/
bakair ile etkilesip Griess reaksiyonu sonucunda NO, ile
elde edilene benzer bir absorbans verdigi gosterilmistir.
Bundan dolayi, bu indirgeme ydnteminin
kullanilmamasi 6nerilmektedir. Enzimatik yontemlerden
ilki ilk kez Wu ve Brosnan (35) tarafindan
tanimlanmistir. Bu yontemde NO, ve NO,"iin NADPH-
nitrat rediiktaz kullanilarak es zamanli Ol¢imi
yapilmaktadir. Yontemin esasini NO,'in NADPH
kullanarak NO,"e indirgenmesi ve olusan toplam NO,
Griess yontemi ile 6l¢iilmesi olusturur (35).

Bu yontemin yiiksek miktarlardaki NADP+'nin
Griess reaksiyonu sirasinda renk olusumu ile
etkilesimini 6nlemek i¢in Verdon ve ark. (36) tarafindan
modifiye edilen seklinde ise, bir glukoz-6-fosfat (G-6-
F)/G-6-F dehidrojenaz NADPH olusturucu sistem
kullanilmaktadir (36).

Toplam NO, ve NO; miktarinin dl¢iimii i¢in ¢esitli
firmalar tarafindan gelistirilen ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay-Enzime Bagli Immiinosorban
Yontem) kitleri bulunmaktadir. ELISA kitleri ile hizli ve
giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir.

Enzimatik yontemlerden bir digeri de, NO,'in
format-nitrat rediiktaz kullanarak NO,e doniisiimi
kullanilarak, Taniguchi ve ark. (37) tanimladiklar
yontemdir. Destekleyici elektron tastyicisi olarak FMN
ilave edilir. Olusan kompleks format-dehidrojenaz
aktivitesi ile FMNH,'ye indirgenir. FMNH, daha sonra
nitrat-rediiktaz aktivitesi ile NO,"i NO,"e indirgemek

icin kullanilir. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan NO,
miktarlar1 ise Griess yontemi ile dlgiilii. NADPH ve
NADP+nin tersine, FMN Griess reaksiyonu ile
etkilesmez (38).

Nitrik Oksit Diizeylerinin Nitrik Oksit Sentaz
Ekspresyonu ile Belirlenmesi

Nitrik oksit seviyesini belirlemede kullanilan diger
bir yontemde NO sentezinden sorumlu NOS
enzimlerinin ekspresyonlarinin gosterilmesi ile NO'nun
direkt Ol¢timiidiir. Giinlimiizde NOS enzimlerinin
yerlesiminin gosterilmesi igin kullanilan yontemler
arasinda immiinohistokimyasal ve in situ hibridizasyon
yontemleri bulunmaktadir. NOS enzimlerinin mRNA
ekspresyonu i¢in kullanilan ydntemler arasinda; Ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR),
Northern-blot ve riboniikleaz-koruma analizi gibi
yontemler kullanilmaktadir. NOS enzimlerinin protein
ekspresyonu iginde en sik kullanilan yontem Western-
blot analizidir. Western blot, elektroforez islemiyle
poliakrilamid jelde gog¢ ettirilen proteinlerin
immunolojik yontemlerle tespitidir. Blotlamadan 6nce,
calisilan numunedeki proteinler, elektriksel ortamda jel
iizerinde goc ettirilmektedir. Protein elektroforezi SDS-
PAGE, proteinlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasinda
kullanilan temel biyokimyasal yontemlerden biridir.
Elektroforez islemini takiben, jeldeki proteinlerin
membrana transferleri (blotlama), spesifik olmayan
reaksiyonlar1 engellemek i¢in membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmast
(bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son adimda
proteinlerin goriintiilenmesi agamasidir (38).

eNOS, iNOS ve nNOS Western blot teknigi ile ¢apraz
reaksiyon vermeyen antikorlar kullanilarak
saptanabilmektedir (38).

eNOS, iNOS ve nNOS baz1 durumlarda dokularda
diistik diizeyde bulunmalari nedeniyle saptanamazlar.
RT-PCR ile ¢ok diisiik diizeylerdeki NOS mRNA'lar
saptanabilir (38).

NOS aktivitesi ve dolayisiyla NO 6lgiimii i¢in
kullanilan bu yontemlerin disinda spesifitesi farkli ve
NO miktar ile ilgili olarak dogrudan olmayan sonuglar
veren yontemler de vardir. Damar ve/veya damar dis1 diiz
kas preparatlarinin  kullanildig1 biyoanaliz yontemi,
trombosit agregasyonunun inhibisyonun olgiilmesi, L-
arjinin, siklik guanozin monofosfat (cGMP), L-sitriilin,
biyopterin ve NO,/NO, gibi NO metabolizmasinin
dayanikli son iiriinlerinin dl¢lilmesi NO'nun varligr ile
ilgili olarak bilgi vermektedir. Sadece ¢cGMP veya
sitriilin konsantrasyonlarinin 6l¢timii, NO miktarlar ile
ilgili olarak kantitatif bir bilgi saglayabilir. NO 6l¢timii
icin kullanilan bu ydntemlerin 0Ozellikle L-arjinin
analoglar1 kullanildiginda yanlis bilgiler elde edilebilir
(38).



Nitrik Oksit Ol¢iim Yontemleri

Sonug olarak, NO biiyiik 6l¢iide ve hizla NO, ve

NO,’e doniistiigiinden bu temele dayali olan Griess
reaktifiyle ol¢iim diger yontemlere gore daha kolay,
giivenilir, tekrarlanabilir ve maliyeti az olmasindan
dolay1 tercih edilen yontemdir. Testin kullanimi 6zellikle
plazma ve serum Ornekleri i¢in daha giivenilir olsa da
idrar ve balgam Orneklerinde de calisilmaktadir. Bu
yontemde, ortamdan proteinlerin uzaklastirilmasi ve
nitrat rediiktaz ile NO,"lin NO,"e indirgenmesi 6l¢iim
yapilirken dikkat edilmesi gereken durumlardir (39).
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