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Ozet

Bu calismada sigan adjuvant artrit modelinde, izole torasik aorta yanitlarindaki degisiklikler ve al-
lopUrinolin gevseme yanitlari Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Bu amacla intradermal Freund’s
complet adjuvant verilmeden dnce ve verildikten sonraki 6. (primer evre) ve 15. glinde (sekonder
evre) artrit bulgularini degerlendirmek amaci ile skorlama yapildi. Artritin her iki evresinde, aort
halkalarinda kasilma ve gevseme yanitlari elde edildi. Sekonder evredeki fenilefrin kontraktil ya-
nitlarinin kontrol ve primer evre artrite gére anlamli olarak arttig1 goértldd. Asetilkolin gevseme ya-
nitlarinin tim artritik sicanlarda azalmis olmasi endotelyumda belirgin bir bozulmayi géstermek-
tedir. Endotelli preparatlarda sodyum nitroprusid yanitlari agisindan gruplar arasinda farklilik bu-
lunmadi. Allopurinol tek basina verildiginde torasik oart preparatlarinda gevseme yaniti olusturdu.
Sekonder evre artrit grubunda endotelli ve endotelsiz preparatlardaki allopurinol gevseme yani-
t1, kontrol ve primer evre artritik Anahtar kelimeler: Turbo spin eko (TSE), restore, MR goérintile-
me, spinal kanal gruba gére anlamli olarak azalmisti. Endotelli preparatlardan elde edilen asetil-
kolin gevseme yanitlarinin, allopurinol varliginda kontrol ve primer evre artritik grupta azaldigi ve
fakat sekonder evre artritik grupta degismedigi goruldi. Ortamdaki L-NAME varligi allopirinolun
asetilkolin gevsetici yanitlari Gzerindeki etkilerini degistirmektedir. Sonug olarak, inflamatuar arti-
ritlerde allopUrinolun etkisi kismen ksantin oksidaz ve kismen nitrik oksid Gzerinden olmaktadir.
(Pam Tip Derg 2009;2(3):107-17).

Anahtar sdzciikler: Adjuvant artrit, izole aorta, Allopirinol, Nitrik oksid, Asetilkolin

Abstract

In this study, we investigated the alteration of isolated aorta responses and the relevant relaxing
effects of allopurinol in primary and secondary phases of rat’'s adjuvant arthritis model. The art-
hritis was evaluated by scoring prior to and 6 (primary phase) and 15 days (secondary phase) af-
ter induction of arthritis by intradermal Freund’s complete adjuvant. Moreover, the relaxation and
contraction responses of thoracic aorta rings were also recorded in both phases of arthritis. The
contractile response to phenylephrine in secondary phase was higher than the control and pri-
mary phase. The reduction of the relaxing effect of acetylcholine in all arthritis groups indicates
profound endothelial disturbance. No difference was found among the groups with regard to the
effects of sodium nitroprusside in the aorta with intact endothelium. Allopurinol alone relaxed the
aortic preparation. However, the effect of allopurinol in secondary phase aorts, both with and wit-
hout endothelium, was decreased compared to that obtained in control and primary phase .The
relaxing effect of acetylcholine in presence of allopurinol in aortic preparation with intact endothe-
lium was decreased in control and primary phase, but the effect was not changed in secondary
phase. L-NAME altered the effect of allopurinol on acetylcholine. In conclusion, the effect of allo-
purinol in inflammatory arthritis is partly via an effect on xanthine oxidase and partly on nitric oxi-
de. (Pam Med J 2009;2(3):107-17).
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Girig

Vaskiler doku inflamatuar olaylarda 6nemli
bir rol oynamaktadir ve romatoid artritin eklem
disi bulgularindan biri vaskdilittir [1]. Romato-
id artritte inflamasyonla birlikte olusan erken
vaskiler hasar sonrasi [2] endotelyal fonksi-
yonda azalma gorilmektedir [3]. Endotel, va-
zodilator ve vazokonstriktor nitelikte gesitli va-
zoaktif ajanlarin aciga c¢ikisini saglayarak,
vaskdler tonusun dizenlenmesinde énemli bir
rol oynamaktadir.

Deneysel artrit modellerinde artritin giddetine
bagli olarak vaskuler reaktivitede degisiklikler
s6z konusu olup, fenilefrin gibi kontraktil ajan-
lara artmis yanit s6z konusudur [4].

Romatoid artritli hastalardan elde edilen plaz-
ma orneklerinde ksantin oksidaz (XO) seviye-
lerinin arttigi gosterilmistir [5]. XO cesitli tipte-
ki iskemik olaylar, doku ve vaskuler hasarlar-
da, inflamatuar olaylarda ve kronik kalp yet-
mezliginde 6nemlidir [6]. XO, purin yikim yo-
laginda sitozolik bir enzim olup oksidatif hid-
roksilasyon sonucu superoksid anyon ya da
hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen radikal-
lerinin (ROS) ortaya c¢ikisina neden olmak-
ta, hipoksantini ksantine ve ksantini Urik asi-
de donustirmektedir [7]. ROS’lar hiicre igi sin-
yal iletim yolaklarini etkileyerek ya da hucre-
sel yapilarda direkt hasar olusturarak vasku-
ler fonksiyonlar etkileyebilirler [8]. Vaskdler
dokuda serbest oksijen radikalleri major kay-
naklari arasinda NADPH oksidaz, siklooksi-
jenaz, XO, nitrik oksid sentaz ve mitokondrial
elektron transport sistemi sayilabilir [9]. XO ve
NADPH oksidaz yolagdi vaskiler oksidatif stre-
se neden olan iki ana sistemdir. ROS’un agiga
cikisi sonucu NO bagimli relaksasyonda azal-
ma gorilmektedir.

Artritte olusan vaskuler hasar sonrasi endotel-
yal zedelenme sonucu ACh relaksan yanitla-
rinda azalma oldugu ve bu azalmada ortaya
¢tkan patolojide asil olarak roll olabilecegi di-
stndlen ROS’larin, hastalidin siddeti arttikga
asirt NO yikimina neden olabilecegi 6ne su-
ralmuistir [4]. ROS’larin direkt kontraktil etki-
lerinde farkli sinyal iletim mekanizmalari; mito-
jen aktive protein kinaz, Rho kinaz gibi ya da
endotelden salinan NO ve kalsiyum kanal ak-
tivasyonu rol oynayabilir [10].

Allopurinol XO’nun gu¢li bir inhibitéridir ve
uzun yillardir gut hastalidi ve hipertrisemi ile
giden durumlarin tedavisinde kullaniimakta-
dir. Allopurinol ve aktif metaboliti olan oksipu-
rinoltin, XO’nun énemli roll oldugu goésterilen
vaskiler hasar ya da inflamatuar hastaliklarda
yeri olabilecegini dugtndirmektedir. Allopuri-
nol ve metabolitlerinin bu etkisi XO inhibisyo-
nuna bagli ya da bagimsiz olabilir. Yapilan bu
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galismalar dogrultusunda in vitro izole organ
banyosunda, si¢can adjuvant artrit modelinde
XO inhibisyonunun vaskuler reaktivitedeki de-
gisikliklere etkisi arastirildi.

Gereg ve Yontem

Bu calisma Pamukkale Universitesi De-
ney Hayvanlari Etik Kurulundan PAUH-
DEK-2008/020 sayi ile 04.06.2008 tarihinde
onay almis ve ¢alisma lyi Laboratuar Uygula-
malari kilavuzuna gdre yapilmistir.

Deney hayvanlari

Deneyde 170-220g agirhiginda toplam 45 adet
erkek Wistar sican kullanildi. Hayvanlar egit
sekilde 3 gruba ayrildi. Her kafeste 5 sican bu-
lunacak sekilde kafeslere alindi. Beslenmele-
ri serbest birakildi. Oda isisinda, %50 +5 nem
oraninda ve 12 saat karanlik/aydinlik ortam-
da tutuldular.

Deneyde kullanilan geregler

izole organ banyolari izometrik élglimleri icin
transdiserlere (MAY-COM FDT 10-A) baglan-
di. Polywin 95 programi ve 4 kanalli veri elde
etme sistemi (TDA 94) kullanilarak &lgimler
bilgisayarda goruntilenerek kaydedildi.
Adjuvant artrit induiksiyonu :

Adjuvant artrit sicanlarin sag arka penge pal-
mar ylzeylerine intradermal 0.1 mL mineral
yag icinde 0.6mg i1sida oéldurdlmus Mycobac-
terium tuberculosis, igeren Freund’'s Comp-
let Adjuvant (FCA) mL hacminde tek injeksi-
yon seklinde verilerek yapildi. Kontrol gru-
ba ise serum fizyolojik verildi. Artrit bulgula-
rini degerlendirmek amaci ile FCA injeksiyo-
nundan 6nce ve sonra olgimler yapildi ve si-
¢anlar 6. (primer evre) ve 15. glinde (sekon-
der evre) sakrifiye edilerek torasik aort halka-
lari izole organ banyosuna asildi. Agirlik FCA
injeksiyonundan énce ve sonra olgilerek %
degisim olarak verildi. Pencge sigligi mikromet-
re ile mm cinsinden her glin alinarak kayde-
dildi. Artrit igin skorlamada asagidaki kriterler
kullanildi [11]: Kilo kaybi; yok (0), %5’in altin-
da (1), %5’in Ustlinde (2); pengede kizariklik:
yok(0), var (1); pencede sislik: yok(0), %45'in
altinda (1), %45'’in Ustlinde (2); kuyrukta no-
dul: yok (0), hafif (1), siddetli (2); defomite: yok
(0), yalnizca tek ekstremitede (1), birden faz-
la ekstremitede(2). Artrit yukaridaki skorlama-
ya gore Grade 0: 0-1, Grade 1: 2-4, Grade 2:
5-7, Grade 3: 8-10 olarak derecelendirildi.

Deney protokolii
Deney hayvanlari 3 gruba ayrildi. Grup I: Kont-
rol; 0.1 mL serum fizyoloji intradermal sag arka
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penceye uygulandi. Grup Il: Primer evre artri-
tik grup; Grup lll: Sekonder evre artritik grup;

izole aort preparatinin hazirlanmasi

Tdm sicanlar eter anestezisi altinda gdégus
boslugu sternum her iki yanindan agilarak to-
rasik aortaya ulasildi. Aorta, arkus aortanin
hemen altindan kesilerek, ¢evre yag ve bag
dokusu temizlenerek 3-4 mm uzunlugunda
transvers halkalar hazirlandi. Preparat hazir-
lanmasi sirasinda endotel tabakasinin zarar
gérmemesi icin gerekli 6zen gdsterildi. Endo-
telsiz preparatlarda, endotel intimal ytzeyi for-
seps ile dikkatlice surtlilerek endotel tabakasi
zedelendi. Endotel tabakasinin yoklugu ACh
(1uM) ‘e verilen relaksan yanitin %80 ve lze-
rinde azalmasi olarak degerlendirildi.

Torasik aort halkalari 30mL Krebs-Henseleit
solisyonu igeren organ banyolarina asildi.
Krebs-Henseleit solisyonu(mM): NaCl
118.30, KCL 4.70, KH,PO, 1.22, MgSO, 1.20,
CaCL, 2.50, NaHCO, 25.00, glukoz 11.10
icermekte olup, pH 7.42’e ayarlandi. lzole
organ banyolari %95 O, ve %5 CO, karigimi
ile gazlandirildi. Her halkanin igersinden
iki adet paslanmaz celik klips gegcirilerek,
klipslerden biri organ banyosunun altina digeri
transdisere baglanarak izometrik kuvvet
Olciimleri Polywin 95 ve 4 kanalli transdiser
veri elde etme sistemi (TDA 94) yardimi ile
bilgisayara aktarildi.

Aort preparatlarina giderek artan gerim
uygulandi, ve en son 2g gerim altinda 90
dk. beklendikten sonra c¢alismaya alindi.
30mLlik izole organ banyolarina artan
konsantrasyonlarda (0.003-30 pM) fenilefrin
verilerek endotelli preparatlarda kontraktil
yanitlar ve kumulatif konsantrasyon-yanit
egdrileri elde edildi. Daha sonra tim preparatlar
submaksimal dozda fenilefrin ile prekontrakte
edildikten sonra ortama artan dozlarda
kimdalatif olarak ACh (0.003-30uM), sodyum
nitroprusid  (0.001-30uM) ve allopurinol
(0.1uM-3mM) eklenerek konsantrasyon-yanit
egrileri elde edildi. Allopurinoltiin, ACh endotel
bagimhi gevsemeler Uzerine olan etkisini
gOsterebilmek amaci ile submaksimal dozda
ile prekontrakte edilen izole organ banyolarina
ayni anda final molar konsantrasyonu 10+
M olacak sekilde allopurinol veya L-NAME
(10 uM) eklenerek ACh gevseme yanitlari
kaydedildi.

Veri analizi

Sonuglar ortalama ve standart hata olarak
NCSS(4.21, Dr.Jerry L.Hintze 1986) progra-
minda hesaplandi. izole aort preparatlarindan
elde edilen konsantrasyon—yanit egrilerine ait

degderler transduser veri elde etme sistemi ile
software programinda basit algoritm ile non-
linear regresyon yolu ile fit edilerek EC,; ve
E,.. hesaplandi. Kontraktil yanitlar maksimal
kontraksiyonun yizdesi olarak tanimlanirken,
gevseme yanitlari fenilefrin kontraksiyonun-
dan sonra elde edilen % degisiklik olarak he-
saplandi. Konsantrasyon-yanit egrileri tekrar-
layan veriler icin ANOVA yontemi ile karsilasti-
nidi. E__ degerlerindeki degdisiklikler unpaired
t-test kullanilarak hesaplandi. p< 0.05 degeri
anlamli olarak kabul edildi.

llaglar

Fenilefrin hidroklorid, asetilkolin hidroklorid,
sodyum nitroprusid ve L-NAME Sigma Che-
mical Co.(St.Louis.Mo., USA) ve KCL Merck
(Darmstadt, Germany), Allopurinol, RBI ( USA)
firmalarindan saglandi. Allopurinol 0.25N sod-
yum hidroksit iginde c¢ozindurilerek pH 9.5
olacak sekilde ayarlandi. Her ¢alisma dncesi
alloptrinol taze olarak hazirlandi. Diger ilagla-
rin stok solusyonlari distile suda hazirlandi ve
konsantrasyonlari izole organ banyosu i¢inde-
ki final molar konsantrasyon olarak tanimlan-
di.

Bulgular

Klinik bulgular

0. 1 mL FCA sag arka penceye verildikten son-
ra primer ve sekonder artrit bulgulari deger-
lendirildi. Primer evrede artritik skorlama de-
geri 2.38+ 0.46 ve sekonder evrede 5.0+ 0.32
olarak bulundu.

FCA inokulasyonu ile artritin her iki evresinde
anlamli sekilde vicut agirhdinda azalma olur-
ken, kontrol sicanlarda ise kilo alimi gézlendi
(p< 0.05). Pence kalinhginda her grupta gide-
rek artan bir artis g6zlendi (Tablo 1). Sekon-
der evre artritte bu artis kontrole gbére anlam-
Il olup, artritik skorlarla birlikte degerlendirildi-
ginde siddetli sistemik bir inflamasyonu gds-
termektedir.

izole aort yanitlari

Kontraktil yanitlar

Fenilefrin (0.003-30 uM) kontrol ve artritik si-
¢anlarda kasilma yaniti olusturdu. Fenilef-
rin kontraktil yanitlari artritin sekonder evre-
sinde kontrol ve primer evre ile karsilastirildi-
ginda anlamli olarak artmig bulundu ($ekil 1).
Fenilefrin’in maksimum kasici etkisi primer ve
sekonder evrede artmistir. Fakat potensi gés-
teren pD2 degeri gruplar arasinda anlamli bir
farklihk gostermemigstir (Tablo 2). Dolayisi ile
fenilefrin‘e olan sensitivitede degisiklik s6z ko-
nusu degildir. Bu sonuglar Ulker ve ark.’nin [9]
yaptigi ¢calisma ile uyumludur.
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Tablo 1-Her Ug¢ grupta pence kalinligi ve agirlik degisimi baslangic degerlere gore % degisim

olarak verilmistir.

Pence kalinhgi Agirlik degisimi
Kontrol 3.55+1.74 +4.14+1.73
Primer evre artrit 4.05+1.72 -1.84+1.24*
Sekonder evre artrit 11.76+3.92* -8.58+2.07*

Degerler ortalama ve standart hata olarak verilmistir. *p<0.05 kontrole gore anlaml olarak kabul edilmistir.

—— kontral
—a— Frirrer evre

—&— Sekonder evre

2500

1500 -

Gerilim {mg)

1000 -

S B 55 5 45

Fenilefrin {-Log M)

_$eki|1 - Fenilefrin kimuilatif kontraktil yanitlari. De@erler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Istatistiksel dGnem *p<0.05 kontrol ve primer evreye gore.

Tablo 2- Artritli ratlarda fenilefrin’in kasici etkilerinin degisikligi

Emax pD2
Kontrol 1880.61+£190 7.56+0,11
Primer Evre 2049.27+98* 7.2+ 0,11
Sekonder Evre 2445 .66+236# 7.8+0.00

Degerler ortalama ve standart hata olarak verilmistir. “p<0.04 kontrole goére , #p< 0.02 primer evreye gore anlamli olarak

kabul edilmistir.

Gevsetici yanitlar

Gevsetici yanitlar izole organ banyolarinda
paralel olarak, her 3 grupta endoteli in-
takt ve endoteli zedelenmis torasik aort
preparatlarinda calisildi.

ACh vyanitlari: Fenilefrin ile submaksimal
dozda prekontrakte edilen endoteli intakt pre-
paratlarda ACh‘nin gevsetici etkisi primer ve
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sekonder evre artritterde azalmisti. Ancak
sekonder evrede bu azalma primer evreye
gore anlamh olarak (p<0.05) daha fazlaydi
(Sekil 2a). Endoteli mekanik olarak zedelenmis
aorta preparatlarinda ACh gevseme yanitlari
her 3 grupta azaldi. Primer evrede maksimum
%30’luk bir gevseme diger iki gruba gore
anlamli (p<0.05) bulundu (Sekil 2b).
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Sekil 2- Submaksimal fenilefrin ile prekontrakte edilen endotelli(a) ve endoteli mekanik olarak
hasarlanmis (b) aorta preparatlarinda ACh gevseme yanitlari. Dederler ortalama £ standart hata
olarak verilmistir. istatistiksel nem (a): *p<0.05 kontrole gére, # p<0.05 primer evreye gore. (b):
* p<0.05 kontrol ve sekonder evreye gore.

111



Pamukkale Tip Dergisi 2009;2(3):107-17.

BOLUKBAS! HATIP F.F. ve ark.

Sodyum nitroprusid yanitlari: Endotelli pre-
paratlarda her 3 grupta sodyum nitroprusid
yanitlari agisindan fark bulunmamistir. Her 3
grupta da sodyum nitroprusid %80 Uzerinde
gevseme yaniti olusturmustur (Sekil 3a).Ote

yandan endoteli mekanik olarak hasarlanmis
preparatlarda sekonder evrede sodyum ni-
troprusid gevseme yaniti diger iki gruba gore
anlamli olarak (p<0.05) 0.001-3 uM konsan-
trasyon araliginda artmis bulundu (Sekil 3b).

S a0 -
—— Kontral
70 4 —— [Primer gyre
— EO - —i— Sekonder evra
n
£ =0
B N
. ;, I"'\.
c 40 \“{k
= 30 - I
3 *'*:\j
£ 20 ) -x*t:;-h%
10 - ;éa. z —__ E =
n‘ LI L] | L] L) L] 1
| 85 B 76 T E 5 E EE
Sodyum nitreprusid | Log M)
=
7O o ) "
B Earlrol
B0 - & Hyrmor e

—&— Salonder ewre

L Fenilefrin kasiimasi
8

10 4 -
o T T 2 rnh*‘_-?:—i__'—:‘ii‘:i_'
i0 a 8.5 ;] ﬁ ) 6.5 B 55

Sodyum nitreprusid {Logh)

Sekil 3- Submaksimal fenilefrin ile prekontrakte edilen endotelli(a) ve endoteli mekanik olarak
hasarlanmis (b) aorta preparatlarinda sodyum nitroprusid gevseme yanitlari. Degerler ortalama +
standart hata olarak verilmigstir. Istatistiksel 56nem *p<0.05 kontrol ve primer evreye gore.

Allopurinol yanitlari: Allopurinol her 3 grup-
ta endotelli preparatlarda gevseme vyaniti
olusturmustur. Primer ve sekonder evre
artritte allopurinoliin etkisinde bir azalma
g6zlenmistir. Ancak sekonder evredeki azal-
ma kontrole gore anlamli (p<0.05) olarak daha
fazlaydi (Sekil 4a). Ote yandan endoteli me-
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kanik olarak hasarlanmig preparatlarda tim
gruplarda gevseme yaniti elde edilmesine
karsin, bu yanit kontrol ve primer evrede al-
lopurinol maksimum konsantrasyonunda en-
dotelli preparatlara goére %8 oraninda daha
fazlaydi (Sekil 4b).
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Sekil 4- Submaksimal fenilefrin ile prekontrakte edilen endotelli(a) ve endoteli mekanik olarak
hasarlanmis (b) aorta preparatlarinda Allopirinol gevseme yanitlari. Degerler ortalama * standart

hata olarak verilmistir. istatistiksel énem (a): *p<0.05 kontrole gére, (b): *

evreye gore.

Allopdrinol varliginda ACh gevseme yanitlar:
Endotelli preparatlarda ACh gevseme yaniti
primer ve sekonder evrede azalmakla
birlikte yalnizca primer evredeki azalma
kontrole gore anlamli (p<0.05) idi. (Sekil 5a).
Allopirinol varliginda ACh ile elde edilen
gevseme vyanitlari, allopurinol icermeyen
ortamdaki ACh yanitlari ile kargilastirildiginda,
kontrol ve primer evre artritik grupta anlamli
olarak azalmisti (p<0.05). Sekonder evre
acisindan allopurinol varhgi, yokluguna gore
degisiklik olusturmadi. Endoteli mekanik
olarak hasarlanmis preparatlarda allopurinol
varliginda ACh gevseme yanitlari agisindan

p<0.05 kontrol ve primer

gruplar arasinda fark bulunmamistir (Sekil
5b). Ek olarak ortamdaki allopirinol varlig
ACh yanitlari agisindan allopirinol icermeyen
ortam ile karsilastinldiginda anlamh bir fark
olusturmadi. $Sekil 6a’ da goérildugu gibi
L-NAME ACHh’nin etkisini kontrol grubunda
% 47 azaltirken, primer ve sekonder artritte
sirasiyla %32 ve %37 azaltti. Gruplar arasi
dnemli bir fark saptanmamistir. Ote yandan
L-NAME  allopdrinolun  etkisini  kontrol
grubunda %16 oraninda azaltti. Primer evre
grubunda %27 ve sekonder evre grubunda
%44 oraninda azaltti, P<0.05 (Sekil 6b).
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Sekil 5- Submaksimal fenilefrin ile prekontrakte edilen Allopurinol varhiginda, ACh’nin endotelli(a)
ve endoteli mekanik olarak hasarlanmis (p) aorta preparatlarinda gevseme yanitlari. Degerler
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Sekil 6- Submaksimal fenilefrin ile prekontrakte edilen endotelli aorta preparatlarinda ortamda
Allopurinol yoklugunda (a) ve varliginda (b) L-NAME 'nin (10 uM)ACh gevseme yanitlarina etkisi.
Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. istatistiksel énem : *p<0.05 kontrole gore.
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Tartisma

Adjuvant ile olusturulan deneysel artrit
modelinde, artrit sdresine bagll olarak
sicanlarda sistemik degisiklikler gdzlendi.
Paralel sekilde vaskuler reaktivitedeki
degisiklikler hastaligin siddeti ile dogru orantili
idi. Ozellikle sekonder evre artritte endotelyal
fonksiyonda bozulma ile birlikte fenilefrin’e
anlamli sekilde artmis yanit bulundu.

Vaskuler tonus Uzerinde yapilan kontraktili-
te galismalarinda, vaskuler tonusun diz kas
ve endotel hicrelerinde bulunan intraselltler
Ca*? depolari tarafindan dizenlendigi goste-
rilmistir[12]. a-adrenerjik reseptdér aracili ka-
siimaya neden olan fenilefrin, sitozolik Ca*?
konsantrasyonlarini membran depolarizasyo-
nu sonucu direkt ya da indirekt olarak resep-
tor ya da voltaj aracih Ca*? kanallari acarak,
fosfolipaz C aktivasyonu sonucu myosin ha-
fif zincir kinaz aktive ederek ya da inositol-3
fosfat(IP3) Gretimi ile birlikte IP3 ile indliklenen
endoplazmik retikulumdan Ca*? agiga cikisi-
ni saglayarak gergeklestirebilir. Fenilefrin ya-
nitlarinda artrit stresine bagli olarak giderek
artan bir artis s6z konusudur. KCl yanitlari ise
artrit siresine bagh olarak azalmaktadir (veri
gOsterilmemistir). Artritte fenilefrin kasiima ya-
nitlarindaki artisin nedeni daha ¢ok ekstrasel-
liler Ca*?un hiicre igerisine girmesinden ¢ok,
IP3 aracih sitozolik Ca*? agiga ¢ikisindan ola-
bilir zira kalsiyumsuz ortamda fenilefrin kont-
raktil yanitlari degismemistir [13]. Yine endo-
telyal fonksiyonda artrit siresine bagh olarak
giderek artan bir bozulma ve vazodilator yanit-
ta azalmanin olmasi fenilefrin kontraktil yanit-
larindaki artisi agiklayabilir.

Vaskuler diiz kas tonusunun dizenlenmesinde
endotel tabakasi 6nemli bir rol oynamaktadir.
Endotel aracili yanitlarda bozulma ROS’larin
aciga cikisi ya da sitokin Uretiminden
kaynaklanabilir. Adjuvant artrit lenfositoz ve
spesifik artrojenik T hiicrelerinin FCA ile aktive
edilmesi ile baslayan eklem inflamasyonu
ve daha sonra cesitli sitokinlerin (IL1, IL86,
TNFa, IFNy) ve NO Uretiminin artisi ile devam
eden immun ve inflamatuar faza sahiptir.
S6z konusu bu sitokinler NO yolagini ve
diger inflamatuar vyanitlar tetikleyebilirler
[14]. Endotelden salinan cgesitli vazodilator
mediyatorler (NO, prostasiklin, endotel
kaynakl hiperpolarizan faktér vd) endotel
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar.

Adjuvant artrit modelinde, ACh ‘nin endotel
bagimli gevseme yanitlarinda, artrit stresine

bagli olarak giderek artan bir azalma s6z ko-
nusudur [13]. ACh gevseme yanitlarinda vas-
kller endotel kaynakli endotelyal nitrik oksid
sentaz (eNOS) tarafindan sentezlenen NO
onemlidir. Bu nedenle ACh gevseme yanitlari
endotel tabakasinin zedelenip zedelenmedigi-
ni ve NO biyosentezini gostermesi agisindan
onemlidir. Bu dogrultuda g¢alismamizda artrit
suresine baglh olarak elde edilen ACh yanitla-
rinda azalma, artritte endotel aracili yanitlarin
bozuldugunu, endotel tabakasinda bir harabi-
yet olabilecedini gostermektedir. ACh ayrica
hiicre i¢ci Ca*?'u artirarak eNOS akut stimiilas-
yonuna ve NO agiga c¢ikisina neden olur [15].
NO inflamatuar reaksiyonun evresine bagli
olarak gesitli humoral ve hiicresel yanitlar du-
zenleyebilir.

Ayrica endotel igin toksik oldugu bilinen
sitokinlerin induklenebilir nitrik oksid sentaz
(INOS) ekspresyonunu arttirdiklari ve fakat
eNOS down regilasyonuna neden olduklari
bilinmektedir [16]. ROS’lar hiicre ici sinyal
iletim yolaklarini etkileyerek ya da hicresel
yapilarda direkt hasar olusturarak vaskuler
fonksiyonlari etkileyebilirler. ROS'un aciga
cikisi sonucu NO bagdimh relaksasyonda
azalma goériimektedir.

ACh’nin endotel Uzerine olan etkisi NOS
bagimsiz mekanizmalarla da olabilir. Normal
kosullarda ACh yeterli NO acida cikisina
neden olarak endotel kaynakli kasici faktorlerin
etkisini maskeler. Endotelde bir bozulmanin
olmasi durumunda superoksid radikalleri,
siklooksijenaz urunleri, endotelin gibi endotel
kasici faktorlerin  belirgin  etkisi ortaya
cikar. Endoteli mekanik olarak hasarlanmig
preparatlarda primer evre grubunda ACh
yanitinda %30 oraninda bir gevseme goz ardi
edilebilir. Zira endotelli preparatlarda endotel
varligi test edilirken %70 oranindan daha
fazla gevseme beklenmelidir [17]. Benzer
sekilde endotelsiz preparatlardaki %30’'a
varan gevsemeler normal sinirlar icinde
degerlendirilebilir.

Eksojen vazodilatorler etkilerini NO aciga ¢i-
kararak gosterirler. Disik bazal NO (retimi
ile etkileri daha belirginlesir, etki endotel taba-
kasinin mekanik olarak siyrilmasi ile daha da
guglenir. Nitratlarin etkisi endotel icermeyen
vaskuler yapilarda daha belirgindir [18].

Allopurinolin endotelli preparatlarda yapti-
g gevsemenin, endoteli mekanik olarak ha-
sarlanmis preparatlara gére daha fazla olma-
sl, allopurinoliin etkisinin blyUk oranda endo-
tel bagiml olabilecegini gostermektedir. Endo-
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telli preparatlarda sekonder evrede gevseme
yanitlarinin kontrole gére anlaml olarak daha
az olmasi hem allopurinol yanitlarin ylksek
oranda endotel bagimli oldugunu gdstermek-
te hem de sekonder evre artritteki endotel ha-
sarini desteklemektedir. Endotelli preparatlar-
da XO inhibisyonu ile NO aracili vazorelaksa-
yonun arttigi1 gosterilmistir [19].

Dolagimdaki XO endoteldeki glikozaminog-
likanlara baglanarak, aktivitelerini surdUrar-
ler [20]. XO'in endotel fonksiyonlari Gzerin-
de iki ayri etkisi bulunmaktadir: 1. superoksid
ureterek NO ile etkilesime girer ve gevseme-
yi azaltir, 2.antioksidan 6zellikteki Urati ortaya
cikararak, endotel fonksiyonunu dizeltir. An-
cak Uratin etkisi konusunda celigkili veriler bu-
lunmaktadir [21]. Allopurinolin c¢alismamiz-
da ortaya cikardigi etkiler XO inhibisyonu ve
NO-aracili olabilir. Calismamizda Allopurinol ,
ACh’nin gevsetici etkisini azaltabildigi icin , bu
etkide diger mekanizmalarin allopurinolin et-
kinliginde yer aldid1 ileri surulebilir. Endotel ko-
kenli vazorelaksan faktorlerin salinimi ve sen-
tezi icin gerekli basamak sitozolik Ca*? artisi-
dir. Allopurinol heniz bilinmeyen mekanizma-
larla hiicre icine Ca*? girisini ya da intraselll-
ler depolardan Ca*? agiga cikisini bloke ede-
rek indirekt olarak ACh gevseme yanitlarinda
azalmaya neden olabilir [22]. Bu c¢alismada
L-NAME’in allopurinolun etkisini kontrol gru-
bunda %16 oraninda azaltmasi, allopurinolin
gevsetici etkisinde normalde NO aracili etkinin
¢ok az sorumlu oldugunu gdsterir. Ancak elde
edilen sonuglara gore, artritte 6zellikle sekon-
der evrede allopirinolin etkisinde NO aracili
gevseme daha 6nemli olabilir.

Sonug olarak allopdrinoliin ylksek oranda et-
kisinin endotel Gizerinden oldugu ve fakat en-
dotelsiz prepartalarda da gevsemeye neden
oldugu gosterilmistir. Allopirinolin ACh gev-
setici etkisini azaltmasi ve L-NAME ile inhibe
edilen gevsetici yanitlarin bir miktar allopuri-
nol ile geriye déndurilmesi, allopUrinolin etki-
sinin yalnizca XO sistemi (izerinden olmayip,
NO-aracili da oldugunu gostermektedir.

Dip not: Bu calismada kullanilan Freund’s
complet adjuvanti saglayan Ankara Universi-
tesi Tip Fakultesi Farmakoloji ABD’ndan Prof.
Dr.Mehmet Melli ve calisma slresince go-
ris ve desteklerini gésteren Ege Universitesi
Tip Fakiltesi Farmakoloji ABD’ndan Yrd.Dog.
Dr. Ayse Erol ve emekli 6gretim Uyesi Prof.
Dr.Akgun Eving’e tesekkir ederiz.
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