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NOS Inhibisyonu Aracilh Hipertansiyon: Sicanlarda Sabit ve
Kademeli doz L-NNA Uygulamalarimin Karsilastirilmasi
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OZET

Amag: Esansiyel hipertansiyon arastirmalarinda yogun olarak kullanilan kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda, bugiine kadar NOS
inhibitorii ajanlar deney boyunca sabit dozlarda kullanilmistir. Oysa esansiyel hipertansiyonda NO sentez ve/veya saliverilmesi progresif olarak
azalmaktadir. Esansiyel hipertansiyonu daha iyi taklit etmek igin bir NOS inhibitorii olan L-NNA giderek artan dozlarda uygulandi ve kan basinci
gelisimine etkileri sabit doz L-NNA uygulamasiyla karsilastirildi.

Gerec ve Yontem: Wistar sicanlar 3 gruba ayrildi: Kontrol grubuna deney siiresince higbir uygulama yapilmad. Ikinci gruba L-NNA dozu sabit ve
ticiincii gruba ise her hafta kademeli bir sekilde arttirilarak 3 hafta boyunca uygulandi. Kan basinci ve kalp hizlar tail-cuff metodu ile 6l¢tildi. Ayrica,
plazma nitrit/nitrat seviyeleri ve bobrek/viicut agirligi indeksleri karsilastirildi.

Bulgular: Sabit doz L-NNA alan grubun kan basinci artarken kalp hizinin diistiigii, fakat L-NNA dozu kademeli olarak uygulandiginda kan basinci
yiikselmesine ragmen kalp hizinda bir diisme olmadig tespit edildi. Her iki grubun plazma nitrit/nitrat seviyeleri anlamli diiserken bobrek/viicut
agirligr indekslerinde bir degisiklik tespit edilmedi.

Sonug¢: NOS inhibisyonunun kademeli olarak artirilmasiyla kan basinci artmasina ragmen kalp hizinin degismemesi, bu modelin sabit doz NOS
inhibisyonuna gore esansiyel hipertansiyonla daha iliski lolabilecegine isaret etmektedir. ©2007, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

NOS Inhibition-Induced Hypertension: Comparision of Stable and Gradual Dose of L-NNA Administration in Rats

Objective: Chronic NOS inhibition-induced hypertension model is used commonly in essential hypertension researches. All these studies investigated
using a stable doses of NOS inhibitor agents over experimental progress. But, it is decreased gradually synthesis and/or release of NO in essential
hypertension. To better mimic essential hypertension, the doses of L-NNA (a NOS inhibitor) was administrated gradually increasing and was
compared group of stable dose.

Material and Method: Wistar rats were divided into 3 groups. Control group was done any administration. Second group took the stable
concentration of L-NNA over 3 weeks and third group took gradually increasing concentration of L-NNA for 3 weeks. Blood pressure and heart rate
are measured by tail-cuff method. Plasma nitrite/nitrate levels and kidney/body weigth ratios were also compared.

Results: In the stable dose administrated group, heart rates decreased while the blood pressure increased. On the other hand, in the gradually
increasing doses of L-NNA administrated group, heart rates did not change despite the increasing blood pressure. Plasma nitrite/nitrate levels
decreased significantly but there was any change in kidney/body weight indexes in groups.

Conclusion: It is suggested that is associated more gradually NOS inhibition than stable NOS inhibition with essential hypertension. ©2007, Firat
Uiversity, Medical Faculty
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Gﬁnﬁmﬁzde yaygin bir saglik problemi olan esansiyel hipertansiyon patojenezinden sorumlu olabilecegine isaret
hipertansiyonun gelisimi ve buna katkisi olan faktérler heniiz etmektedir (2-5) . NO, L-arjinin’den nitrik oksit sentaz (NOS)
yeterince  aydinlatilamamistir.  Miiltifaktoriyel — temellere enzimleri tarafindan sentezlenir. NOS enzimlerinin NG-nitro-
dayanan patojenezinde sodyum hipotezi ve endotelyum L-Arjinin (L-NNA), NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)
disfonksiyonu en kabul edilebilir yaklagimlardir. Periferik gibi L-arjinin analoglarinin uygulanmasiyla kronik inhibisyonu
damar direnci artigiyla seyreden esansiyel hipertansiyon, nitrik sonucu  arteriyel kan basmcmi artmasiyla  yeni  bir
oksit (NO) ve prostasiklin gibi endotelyum kaynakl hipertansiyon modeli gelistirilmistir (6,7).

vazodilatdr sistemlerin zaafiyetiyle iliskilendirilmistir (1). Kronik NOS inhibisyonu esansiyel hipertansiyon

Seksenli yillarda NO’in kesfedilmesiyle birlikte arastirmalar
kan basincr artiginin NO sentezindeki azalmayla olan iliskisine
yogunlagsmustir. Yaslanma, hiperkolesterolemi ve arteriyel
hipertansiyonda bazal ve uyarilmis NO sentez ve/veya
salmimminin azalmasi, oldukca giiglii vazodilatdr etkili NO’in
arteriyel kan basinci ile lokal kan akiminin diizenlenmesinde
onemli rolii olduguna ve bu sistemin yetersizliginin esansiyel

aragtirmalarinda kullanilmakla birlikte mekanizmasi heniiz
yeterince anlagilamamigtir. Total periferik diren¢ artiginin,
artmig renal sodyum tutulumunun, sempatik sistem
aktivasyonunun ve ¢esitli vazoaktif maddelerin kronik NOS
inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisimine katkisi oldugu
ileri siirlilmektedir (8). Son yillarda bu model hipertansiyonun
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artmis sodyum duyarlilifiyla ve sempatoadrenerjik sistem
aktivitesi artigiyla iligkisi 6ne plana ¢ikmustir (9). Genel olarak
NOS inhibitorlerinin  diisiik dozlarinin uygulanmasi ile
olusturulan hipertansiyondan daha ¢ok sodyum tutulumunun,
NOS inhibitorlerinin = yiiksek dozlar1 ile olusturulan
hipertansiyondan ise daha ¢ok total periferik diren¢ artisinin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (10). Tiim ¢aligmalarda NOS
inhibitorleri deneklere ister diisiik ister yiiksek doz olsun daima
sabit dozlarda uygulanmistir. Bu uygulamanin NO sentezinde
deney siiresince bastan sona ayni oranlarda bir diisiise yol
acmasi beklenir. Oysa esansiyel hipertansiyonda NO sentez
ve/veya saliverilmesinin progresif olarak azalmasi soz
konusudur (2,11,12). Bu g¢aligmada amag¢ esansiyel
hipertansiyonda NO miktarindaki tedrici azalmayr daha iyi
taklit edebilecegi diisliniilen, NOS inhibitorii L-NNA’y1
giderek artan dozlarda uygulayarak meydana gelen etkileri
mukayese etmek ve degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlari

Deneylerde Firat Universitesi Deney Hayvanlari Aragtirma
Merkezinde iretilen 30 adet Wistar cinsi, 200-300g.
agirhginda erkek siganlar kullanildi. Siganlara standart
sartlarda (12 saat 151k, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit
1s1l1 odalarda), 6zel kafeslerde bakildi. Sicanlarin baslangic ve
sonug agirliklar ile igtikleri su miktarlar1 hergiin 6l¢iildi.
Sicanlar 8 mm’lik standart sigan pellet yemi ile beslendi. Tiim
deney prosediirlerinde * Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu” prensiplerine titizlikle uyuldu.

Deneysel Protokol
Siganlar 3 gruba ayrildi.

Kontrol grubu (KONTROL): Deney siiresi boyunca bu
grup sicanlara hicbir uygulama yapilmadi (n=10).

Sabit doz L-NNA grubu (S-LNNA): Sicanlara i¢me
suyunda 69+mol/L konsantrasyonda L-NNA 3 hafta siireyle
verildi. Aldiklar1 ortalama doz yaklagik 22+0,2 mg/kg/giin
olarak hesaplandi (n=10).

Kademeli doz L-NNA grubu (K-LNNA): Siganlara icme
suyunda ilk hafta 23 +mol/L, 2.hafta 69+mol/L, 3.hafta 207
[mol/L konsantrasyonda L-NNA verildi. Verilen ortalama
yaklasik doz ilk hafta 7 mg/kg/glin, 2.hafta 20, 440,1
mg/kg/glin, 3.hafta 60,9+0,5 mg/kg/giin L-NNA seklinde
hesaplandi (n=10).

Deney siiresince S-LNNA ve K-LNNA gruplarina
verilen total L-NNA miktar1 arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmedi.

Kan Basmai ve Kalp Hizi Ol¢iimii

Bilinci agik siganlarin sistolik kan basinci ve kalp hizi
Olciimleri kuyruktan indirekt tail-cuff yontemi ile yapildi
(MAY BPHR 9610-PC Tail-Cuff Indirect Blood Pressure
Recorder. Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye). Sicanlarin kan
basinci ve kalp hizi dl¢limleri L-NNA uygulamaya baglamadan
once (0.giin) ve L-NNA uygulamaya bagladiktan sonra 7, 14,
21. giinlerde 3 hafta siireyle 6l¢iildii. Her bir denek tek basina
olarak muhafaza edici bir kutuya kondu ve sonra denegin
kuyruguna tail-cuff cihazinin cuff ve sensorii yerlestirildi.
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Siganlarn kuyruklar: diizenli sinyal sesi ve pulse (atim) alana
kadar 37-38 Co de 10- 20 dakika siireyle MAY TWC 02 Tail
Warming Controller (Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) ile
isitildr. Olgiimler sessiz ve sakin laboratuvar ortaminda
denegin rahat ve sakin oldugu, diizenli sinyal sesinin alindig1
anda yapildi ve degerler bilgisayara kaydedildi. Herbir,
sicandan en az 5 6l¢lim alinip bu degerlerden en yiiksek ve en
diisiik olani c¢ikarilarak geri kalan 3 degerin ortalamalalari
hesaplandi.

Cerrahi islemler

Ugiincii haftanin sonunda siganlar hassas terazi ile
tartildiktan sonra servikal dislokasyon yontemi ile dldiiriildii.
Siganlar orta hattan kesilerek acilip sol ventrikiilden enjektor
ile kan alindiktan sonra her bir siganin sol bobregi etraf bag ve
yag dokulardan temizlenip standart bir sekilde total olarak
¢ikarildi.

Plazma NOx dl¢iimii

Sicanlardan alman kan Orneklerinin plazma NOx
konsantrasyonlar1 daha dnce laboratuvarimizda calisilan Cortas
ve Wakid’in bildirdigi yontemle tespit edildi (13,14). Kisaca
Ozetlenirse, alinan kanlar ETDA’ 1 tiiplere konularak 5000g’de
santriifiij edildi. Plazmalar ayrilarak 6l¢iim yapilana kadar —20
santigrat derecede saklandi. Olgiim sirasinda plazmalardan
250ul almarak tizerine 1ml ¢inko siilfat ¢ozeltisi eklenip
vortekslendikten sonra 1,250 pl sodyum hidroksit ¢ozeltisi
ilave edildi. 3500g de 10 dakika bdyunca santrifiij edildikten
sonra istteki ¢ozelti kismi alinarak tizerine 2 ml distile su 1 ml
glisin tamponu eklenerek yikanmis kadmiyum graniillerinin
tizerine eklendi. Doksan dakika boyunca karanlikta inkiibe
edildikten sonra 2 ml indirgenmis numune alinarak tizerine 1
ml siilfanilamid 1ml naftiletilendiamin ¢o6zeltisi 0.5 ml distile
su ilave edildi. Yirmi-60 dakika bekletildikten sonra 545 nm
dalgaboyunda 6l¢iim yapildi.

Bébrek/Viicut Agirhig (B/V) indeksi

Sicanlarin  sol  bobrekleri  kurutma kagidi ile
kurutulduktan hemen sonra hassas terazi ile tartildi. Herbir
sigan icin ayri ayri tiim bobrek agirlign tim viicut agirligina
boliinerek bobrek/viicut agirligr indeksi tespit edildi.

istastistik

Elde edilen veriler ortalama # standart hata olarak
belirlendi. Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlilik
diizeyleri ‘ Origin 5.0 ’ istatistik programi kullanilarak student-
t ve ANOVA testi ile belirlendi. p<0,05 degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi..

BULGULAR

Sistolik kan basinci ve kalp hiz1 degerleri:

KONTROL grubunda kan basinci deney boyunca degigsmedi
(swrastyla sifir, 1, 2, 3. haftalar: 132+1; 131+£1; 133£1; 132+1),
(p>0,05). S-LNNA grubunda sistolik kan basinci, L-NNA
uygulamasi ile tiim haftalarda giderek yiikseldi (sirasiyla sifir,
1, 2, 3. haftalar: 130+2; 14143; 160+3; 164+3 mmHg) ve K-
LNNA grubu sistolik kan basinci degerleri 1. hafta disinda
benzer sekilde giderek yiikseldi (sirayla sifir, 1, 2, 3. haftalar;
132+2; 133+4; 147+4; 161+5 mmHg), (p<0,05) (Sekil 1).
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Sekil 1. Sistolik Kan Basmen Degerlesd
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Kalp hizlart (atim/dakika) L-NNA uygulamasina
baslamadan &nce sifirinct ve 1. haftada tiim gruplarda benzerdi
(0.haftada KONTROL, S-LNNA, K-LNNA sirastyla: 33045;
339+6; 343+5 ve 1.haftada KONTROL, S-LNNA, K-LNNA
sirastyla: 324+4; 316+4; 318+5). ikinci ve 3. haftalarda L-
NNA uygulamasindan sonra S-LNNA grubunda kalp hizi
anlamli olarak diiserken, K-LNNA grubunda kalp hizinda
kontrole gore anlamli bir degisiklik olmadi (atim/dakika) 2.
haftada KONTROL, S-LNNA, K-LNNA sirasiyla: 326+4;
309+4; 318+5 ve 3.haftada KONTROL, S-LNNA, K-LNNA
sirastyla: (atim/dakika) 32042; 292+3,2; 324+5) (Tablo 1).

Tablo 1. KONTROL, S-LNNA ve K-LNNA gruplarinin kalp hizlari
(atim/dakika).

KONTROL S-LNNA K-LNNA
(n=10) (n=10) (n=10)
0.giin 33045 33946 34345
7.giin 32444 31644 31845
14.giin 32644 309:£4* 31845
21.giin 32042 29243% 32445

*Kalp hizi KONTROL grubuna goére anlaml olarak azalmistir.
Plazma NOx Diizeyleri

L-NNA uygulanan her iki gruptada plazma NOx
diizeyleri benzerdi ve kontrole goére (n=8) anlamli olarak
diigiiktii (sirayla KONTROL, S-LNNA, K-LNNA: 292+10;
117+2; 111+£1; x10-9M), (p<0,05) (Tablo 2).

Tablo 2. KONTROL, S-LNNA ve K-LNNA gruplarinin plazma
NOx dlzeyleri.

KONTROL S-LNNA  K-LNNA
(n=10) (n=10) (n=10)
Plazma NOx 292+ 10 117+2% 111+1*
(x10°°M)

*Plazma NOx dulzeyleri KONTROL grubuna gére anlaml olarak
azalmistir.

B/V indeksi

Tim gruplar arasinda B/V indeksleri benzerdi (sirayla
KONTROL, S-LNNA, K-LNNA: 386+14; 374+9; 350+16;
x10-6), (p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. KONTROL, S-LNNA ve K-LNNA gruplarinin B/V
indeksleri*

KONTROL  S-LNNA  K-LNNA
(n=10) (n=10) (n=10)

Bobrek/Tiim 386 + 14 37449 350+ 16

Viicut Agirligt

(x10%)

Gruplar arasinda anlamli bir farkhhk yoktur.

TARTISMA

Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda plazma NOx ve serum
NO seviyesinde anlamlt bir azalma vardir (15,16). Serum NO
seviyesinde meydana gelen azalma ortalama kan basinci
artistyla korelasyon gostermekte ve plazma NOx seviyesi
yaslanmayla birlikte gittikce azalmaktadir (15,17). Orta
yaslarda goriilmeye baslayan esansiyel hipertansiyonun siklig
yaslilikla ~artmaktadir. Yasla birlikte meydana gelen
degisikliklerin hemen hepsi kronik hipertansif bireylerde
hizlanmaktadir ve sadece yaslilarda goriilebilen degisiklikler
bu hastalarda ¢ok daha erken yaglarda ve daha belirgin olarak
ortaya c¢ikmaktadir (18). Sonugta esansiyel hipertansiyonda
endotelyal fonksiyon tedrici olarak bozulmakta ve zamanla NO
seviyesinde meydana gelen azalma kan basincinda kademeli
bir artisa neden olmaktadir.

Gliniimiizde NO sentaz inhibitorlerinin kronik olarak
uygulanmastyla hipertansiyon gelistigi iyi bilinmektedir (8).
Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon olusturulan tim
caligmalarda NOS inhibitorleri deneklere hangi dozda olursa
olsun daima sabit dozlarda uygulanmistir. Bu sabit doz NOS
inhibitérii uygulamasi modeli, esansiyel hipertansiyonda NO
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sentezindeki tedrici bir azalmayr taklit etmemektedir. Bu
caligmada NOS inhbitérii L-NNA giderek artan dozlarda
uygulanarak esansiyel hipertansiyonda NO seviyesinin tedrici
azalmasi taklit edilmeye galigilmigtir. LNNA sabit ve kademeli
olarak artirilan konsantrasyonlarda uygulandiginda her iki
grubun kan basinglari doz ve zaman bagimli olarak artmuistir.
Her iki grupta da plazma NOx seviyelerindeki anlamli azalma
NOS inhibisyonunu destekler. Ancak, her iki farkli uygulama
siirecinde ve deney sonunda siganlarin kalp atim hizlar
arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. NOS inhibitorleri
¢ok yiiksek dozlarda (yaklasik 100 mg/kg/giin) uygulandiginda
kan basinct artmasma ragmen kalp hizinmn degismedigini
gosteren  ¢aligmalar mevcuttur  (19,20). Ancak NOS
inhibitorleri 10-60 mg/kg/giin doz araliginda uygulandiginda
kan basincr artarken kalp hizi daima anlamli olarak diigmiistiir:
Bu kalp hiz1 diisiisliniin artan kan basincina refleks bir cevap
oldugu kanist yaygindir (21-24). Bu ¢alismada, her iki grup,
uygulama sonunda total olarak yaklasik ayni doz L-NNA
almalarina ragmen, bu doz bir gruba her giin sabit, diger gruba
ise her hafta kademeli olarak artirilarak uygulanmistir. Sabit
doz uygulanan grupta kan basinci artarken kalp hizi diismis,
kademeli doz uygulanan grupta ise kan basmci artmasina
ragmen kalp hizinda bir diigiis olmamustir. Bu bulgu, L-NNA’
nin kademeli uygulanmasiyla, NOS inhibisyonuyla olusturulan
hipertansiyonda gelismesi beklenen kalp hiz1 refleks cevabina
karsi bir adaptasyon siirecinin  gelisebilecegine isaret
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