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1.0ZET

Uzun stireli klonidinin uygulamasimin kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon ve vaskiiler
a-adrenerjik reseptorler iizerine etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci klonidinin kronik
NCnitro-L-arjinin (L-NNA) uygulamasiyla gelisen hipertansiyon iizerine etkilerini incelemek
ve NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun mekanizmalarimi aydmlatmaya g¢aligmaktir. Tim
gruplara L-NNA ve/veya klonidin iki farkli konsantrasyonda igme suyuyla 10 giin siireyle
uygulandi. dLNNA ve yLNNA gruplarn sirasiyla 15 ve 45mg/100ml konsantrasyonda L-NNA
aldi. KLO ve yKLO gruplarina sirasiyla 150 ve 225ug/100ml konsantrasyonda klonidin
uygulandi. Kan basinci ve kalp hiz tail-cuff metodu, plazma NOx diizeyleri spektrofotometre ile
tespit edildi. a-adrenerjik reseptor yanitlart izole torasik aorta halkalarinda “in vitro” sartlarda
degerlendirildi. Klonidin L-NNA uygulamasi ile olusan hipertansiyonun gelisimini doz bagimli
olarak onlendi, ancak L-NNA uygulamasiyla diisen kalp hizim etkilemedi. Tek basma klonidin
uygulanan normotensif ratlarin kan basinci ve kalp hizinda bir degisiklik olmadi. Plazma NOx
seviyesi dLNNA grubunda artt1, diger gruplarda ise degismedi. “in vitro” deneylerde izole
torasik aorta halkalarinin yLNNA grubunda hem fenilefrinin hem de klonidine, dLNNA
grubunda ise fenilefrine duyarligimin arttigi tespit edildi. KLO grubunda torasik aorta
halkalarinin klonidine, yKLO grubunda ise fenilefrine duyarligi artti. Bu bulgular kronik NOS
inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisiminden esas olarak sempatik sinir sistemi
aktivasyonunun sorumlu oldugu goriisiinii desteklemektedir. Sonug olarak santral etkili bir
antihipertansif ajan olan klonidinin kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisimini

doz bagimli olarak 6nledigi bu ¢alismada ilk kez gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, Nitrik Oksit, Klonidin, Alfa Adrenerjik Reseptorler



2.ABSTRACT

The Effects of Clonidine on NOS Inhibition Induced Hypertension, Vascular Alpha

Adrenoceptor Sensitivity and Plasma Nitrite/Nitrate Levels in Rats

Effects of long-term clonidine administration on chronic NOS inhibition induced hypertension
and vascular a-adrenoceptor sensitivities remain to be elucidated. The aim of the present study is
to investigate mechanisms of NOS inhibition induced hypertension and effects of clonidine on
chronic N%nitro-L-arginine (L-NNA) induced hypertension. All groups were administrated L-
NNA and/or clonidine in two different concentrations for ten days. L-NNA was administrated in
concentration of 15 and 45 mg/100ml to dLNNA and yLNNA groups, respectively. Clonidine
was also administrated in concentration of 150 and 225 ug/100ml to KLO and yKLO groups,
respectively. Blood pressure and heart rates were measured with tail-cuff method, plasma NOx
levels with spectrophotometer. The o-adrenoceptor responses were evaluated in toracic aorta
rings in “in vitro” conditions. Clonidine prevented the L-NNA induced hypertension dose-
dependently, but did not effect the heart rates decreased by L-NNA. The heart rates and blood
pressure of normotensive rats were not changed by clonidine alone. Plasma NOx levels
increased in dLNNA group but did not change in other groups. The sensitivity of toracic aorta
rings to phenylephrine and clonidine in yLNNA group and phenylephrine in dLNNA group
increased. The sensitivity of toracic aorta rings to phenylephrine in yKLO group and to
clonidine in KLO group increased. This study supports the idea suggesting that symphathetic
nervous system activation is primarily responsible for the chronic NOS inhibition induced
hypertension. In conclusion, it was shown for first time that clonidine prevented chronic NOS

inhibition induced hypertension dose-dependently.

. Key Words: Hypertension, Nitric Oxide, Clonidine, Alpha Adrenergic Receptors



3.GIRIS

Esansiyel hipertansiyon giliniimiizde yaygin bir saglik problemidir. Esansiyel
hipertansiyonda kan basinci artisinin nedeni multifaktdriyel kabul edilmektedir. Fakat
esansiyel hipertansiyonun gelisimi ve buna katkisi olan faktorler heniiz yeterince
aydinlatilamamistir. Sodyum hipotezi, sempatik aktiviteye karsi dokularin duyarliginin
artmasi, baroreseptor ayarinin degismesi, renin-anjiyotensin, renal dopaminerjik ve
vaskiiler lokal diizenleyici sistemlerdeki degisimler esansiyel hipertansiyon patojenezini
aydinlatmaya yonelik giiclii yaklagimlardir. Periferik damar direnci artigiyla seyreden
esansiyel hipertansiyon, nitrik oksit (NO) ve prostasiklin gibi endotelyum kaynakli
vazodilator sistemlerin zaafiyetiyle de iliskilendirilmistir (1). Bindokuzyiizseksenli
yillarda NO’in kesfedilmesiyle birlikte arastirmalar kan basinc1 artisinin @ NO
sentezindeki azalmayla olan iliskisine yogunlagmistir. Gli¢lii bir vazodilatér olan NO,
endotelyal hiicrelerden bazal ve/veya uyarilmis olarak salinir ve arteriyel kan basinci ile
kan akimimin diizenlenmesinde onemli rol oynar (2). NO, L-arjinin’den nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimleri tarafindan sentezlenir. NOS enzimlerinin akut ve kronik
inhibisyonu sonucu arteriyel kan basincinin artmasi, yaslanma, hiperkolesterolemi ve
arteriyel hipertansiyonda bazal ve uyarilmis NO sentez ve/veya saliniminin azalmast,
oldukga giiclii vazodilator etkili NO’in arteriyel kan basinci ile lokal kan akiminin
diizenlenmesinde oOnemli rolii olduguna ve bu sistemin yetersizliginin esansiyel
hipertansiyon patojenezinden sorumlu olabilecegine isaret etmistir (2-5).

Giliniimiizde NOS enziminin akut ve kronik inhibisyonu sonucu NO sentezinin
engellenmesiyle yeni bir hipertansiyon modeli gelistirilmistir. N9 — monometil-L-arjinin

(L-NMMA), NG—nitro-L-Arjinin (L-NNA), NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)



gibi NOS inhibitorii L-arjinin analoglarimin uygulanmasiyla deney hayvanlarinda
gelistirilen hipertansiyonda etkilenen sistemler ve kan basincinin artmasina neden olan
faktorler yogun bir sekilde c¢alisilmaktadir (6, 7). Kronik NOS inhibisyonuna total
periferik diren¢ artisinin, artmis renal sodyum  tutulumunun, sempatik sistem
aktivasyonunun ve ¢esitli vazoaktif maddelerin katkisi oldugu ileri siiriilmektedir: Genel
olarak diisiik doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan sodyum tutulumu,
yiiksek doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan ise total periferik direng
artist  sorumlu tutulmaktadir (8). Kronik NOS inhibisyonu sonucu olusan
hipertansiyonda bobrekte sodyum tutulumunun artmasi ve sempatoadrenerjik sistem
aktivitesinin katkis1 6ne ¢ikmaktadir (9, 10). Aksulu ve ark. tavuklarda yaptiklar1 uzun
sireli NOS inhibisyonu ¢alismasinda kan basinci artmasina ragmen plazma adrenalin ve
noradrenalin diizeyinin azaldigin1 gostermislerdir (11). Mevcut veriler ¢eliskili olmakla
birlikte kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyona santral ve periferik sempatik
sistemin katildigina isaret etmektedir. Ayrica bircok vazoaktif ajanin vaskiiler yataklarda
vazomotor yanitlarin degismesine yol actig1 ve bu durumun kan basincinin yiikselmesine
katkis1 oldugu bildirilmektedir. Caligmalarda NOS inhibisyonuyla olusan hipertansiyon
modellerinde, vaskiiler diizeyde oOzellikle a-adrenerjik agonistlere vaskiiler cevap
artmakta, azalmakta ya da degismemektedir (12-14).

Kronik NOS inhibisyonu sonucu meydana gelen hipertansiyonun dnlenmesinde
ADE inhibitdrleri, anjiotensin reseptdr antagonistleri, kalsiyum kanal blokorleri gibi
antihipertansif ajanlarin etkili oldugu gosterilmistir. Bu antihipertansif ajanlarin kronik
NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda NO’i etkilemedigi, hipertansif kisilerde ise NO
salmimini arttirdiklart bildirilmistir (15, 16). Literatiirde klonidinin NOS inhibisyonu

aracilt hipertansiyona etkilerini bildiren bir ¢aligmaya rastlanmamuistir. Klonidin santral



etkili bir antihipertansif ajan olup, sempatik aktiviteyi inhibe ederek kan basincini
distirmektedir (17). Klonidinin dogrudan vaskiiler o-adrenerjik reseptorleri
etkilemesinin de kan basincini diistiriicii tesirine katkida bulunduguna isaret edilmektedir
(18). “in vitro” calismalarda klonidinin NO {iretimini aktive ettigine dair bulgularda
elde edilmistir (19). Klonidinin vaskiiler a-adrenerjik reseptorler iizerine etkileri
yeterince bilinmemektedir ve heniiz klonidinin hem periferik vaskiiler etkileri hem de
antihipertansif tesirine bu etkilerin katkis1 ve mekanizmasi tam olarak anlasilamamastir.
Arastirmalarda denek tiirlerinin degigsmesi, farkli NOS inhibit6rlerinin farkli doz
ve sirelerde kullanilmasi s6z konusudur. Kullanilan NOS inhibit6riiniin tiirli, dozu ve
uygulama siiresi olusan hipertansiyonun niteligini degistirmektedir (20). Bu nedenle
arastirmalardan elde edilen farkli ve bazen celiskili verilerin degerlendirilmesi ve
yorumlanmasi zorlagsmaktadir. Kronik NOS inhibisyonu sonucu meydana gelen bu
hipertansiyonun olusmasinda NO’in  vazodilatéor etkinliginin ve bu model
hipertansiyonun olusum mekanizmasinda sempatoadrenerjik sistem aktivitesinin
katkisinin incelenmesi Oncelik arz etmektedir. Beraberinde, vaskiiler o-adrenerjik
reseptorlerin kan basinci artigina katkisi yeterince agik olmadigindan vaskiiler a-
adrenerjik reseptorlerin vazomotor davramiglarindaki muhtemel degisikliklerin tespit
edilmesi ve buna katkis1 olan faktorlerin ortaya konmasi 6nemlidir. Ayrica santral etkili
antihipertansif ajan olan klonidinin NOS inhibisyonu aracili hipertansiyona etkileri
heniiz arastirilmamistir ve uzun siireli uygulanmasinin vaskiiler a-adrenerjik reseptorler
tizerine etkileri de bilinmemektedir.
Bu caligmanin amact;

1) Uzun siireli L-NNA uygulamalarinin;



a) vaskiiler a-adrenerjik reseptor duyarliliklarina,

b) plazma nitrit/nitrat diizeylerine etkileri incelemek,
2) Klonidinin;

a) NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon olusumuna,

b) wvaskiiler a-adrenerjik reseptdor duyarliliklarima etkilerini

arastirmaktir.

3.1.NOS inhibisyonu Aracili Hipertansiyon

3.1.1. Nitrik Oksit

Seksenli yillarda Furchgoit ve Zmvadzki organ banyosunda izole arter preparatlarinda,
asetilkolinin (Ach) olusturdugu gevsemenin endotelyuma bagimli oldugunu ve bu
etkinin labil bir madde salimimi ile saglandigin1 gostermislerdir. Bu faktor
“endothelium-derived relaxing factor (endotel kaynakli gevsetici faktoér)” (EDRF)
olarak adlandirilmigtir (21). Yapilan caligmalarda EDRF olarak isimlendirilen bu
maddenin NO oldugu arastirmacilar tarafindan  gosterilmistir (22). NO kimyasal
stabilitesi olmayan, reseptore bagimli olmadan kolayca diflize olabilen ve diisiik
molekiiler agirlikli oldukg¢a lipofilik bir maddedir. NO, L-arjininden NOS olarak
adlandirilan 3 enzim tarafindan sentezlenir ve saliverilir. NO sentezi i¢in gerekli olan L-
arjinin Onemli oranda organizmada protein sentezi ve metabolizmasiyla elde
edilmektedir. L-arjininin hiicre icine gegisi endotelyum hiicresi iginde yer alan y"
sistemi ile saglanmaktadir. Bu sistem fizyolojik konsantrasyonlarda L-arjininin dnemli

bir miktariin membranlardan gecisini saglayan yolaktir (23). Sitokrom p-450 rediiktaz



homologu olan NOS enzimi, L- arjinin'den NO sentezinde NADPH, kalmodulin,
oksijen, 'heme', FMN, FAD, tetrahidrobiyopterin (BH4) gibi cesitli kofaktorleri
kullanmaktadir.

L-arjininden NO sentezini katalizleyen ii¢ NOS izoenzimi vardir (24). Bunlardan
ikisi endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve noronal nitrik oksit sentaz (nNOS)
kalsiyum bagimhidir ve yapisal enzimler olarak adlandirilirlar. Yapisal NOS
enzimlerince iiretilen NO’in bazal bir salintmi vardir. indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) enzimi ise kalsiyumdan bagimsiz olup, sitokin ve endotoksinler tarafindan
indiiklenir, patolojik durumlarda aktive olur (25). Bu enzimler eNOS, nNOS, iNOS
sirastyla 7, 12 ve 17 kromozomlar {izerinde ii¢ farkli gen tarafindan kodlanmaktadir
(24).

Endoteliyal NOS (eNOS) : Ayn1 zamanda isoform 3 olarakta isimlendirilir, ilk
olarak vaskiiler endotelyum hiicrelerinde yapisal olarak tanimlanmistir. Daha sonralari
endotelyum hiicreleri disinda ndéronlarda olmak iizere birgok hiicrede bulundugu
gosterilmistir. Endotelyal NOS enzimi tarafindan NO f{iretilebilmesi i¢in; heme grubu ve
NADPH 6(R)-5,6,7,8’in, (BH4) -flavin adenindiniikleotid ve -flavinmonontikleotid ile
birlesmesi gerekmektedir. BH4 ile eNOS birlestiginde enzim kararli hale gelirken
ortamda L-arjinin varligi bu kompleksi daha kararli bir hale getirir. Enzimin fosforile
olmasini takiben sinyal yolaklari ile sinyal transdiiksiyonu olur. G proteini aktifleserek
glikoprotein ile birlesir ve burada inozitoltrifosfat (IP3) iiretilir. Uretilen IP3 tarafindan
Ca™’un hiicre icine gecisi ve bdylece hiicre i¢indeki miktar artar. Hiicre i¢inde artmis
Ca" miktar1 kalmodulinin aktive olmasma yol acar. Bdylece protein kinaz 6zelligi

gosteren bir protein aktiflesir (23). NOS enziminin aktivasyonuyla L-arjininden NO



sentezlenir. Olusan NO endotel hiicresinden diiz kas hiicresine difiize olur, burada solubl
guanilil siklaz1 aktive ederek cGMP'yi artirir ve gevsemeye yol acar (24).

Endotelyal NOS’un damar endotelyumu, iskelet kaslari, kardiyak myozitler,
plateletler gibi bircok hiicrede varhigi gosterilmistir. Endotelyum disinda néronlar,
epidermal keratinositler, fibroblastlar, eraktor pili kas1 ve apokrin gland hiicrelerinde
mevcuttur. eNOS vaskiiler tonusun diizenlenmesi, 16kositlerin endotelyuma adezyonu,
platelet agregasyonunun ve damar diiz kas hiicre proliferasyonunun 6nlenmesi, renal
oksijen tiiketimi ve anjiyogeneziste rol almaktadir. Kalsiyum bagimli potasyum
kanallarim1 direkt olarak aktive ederek vaskiiler diiz kaslarda endotelyum bagimli
hiperpolarizasyona yol agmaktadir (24).

Néronal NOS (nNOS) : nNOS enzimi isoform 1 olarakta isimlendirilir. Ilk olarak
sinir dokularinda yapisal olarak var oldugu gosterilmistir. nNOS hem ndronal hem de
epiteliyal hiicrelerde mevcut olup non-adrenerjik non-kolinerjik sinir uglarindan
salinmaktadir. NO sentezinde eNOS enziminden farkli olarak nNOS enzimi monomerler
yapilardan “heme” ve demir gruplarinin baglanmasiyla gevsek bir sekilde dimer yapilar
olusturur. “Heme’’in baglanmasi ile birlikte hiicre i¢i Ca™ seviyesi artmaya baslar (26).

Noronal NOS beyindeki serebellum, olfaktor bulbus, hipotalamus, orta beyin,
corpus striatum, hipokampiis ve medulla oblongata gibi dokulardaki ndron
populasyonundan salinir ve ndrotransmisyon ig¢in NO iiretir, ayrica noronal plastisite ve
agr1 duyusunu diizenler. nNOS esas olarak ndronlarda sentezlenirse de viicutta birgok
dokuda varlig1 gosterilmistir. Caligmalar gostermistir ki nNOS iskelet kasinda dominant
NOS isoformudur ve ndromiiskiiler sonplak bdlgesinde gérece daha yogundur. iskelet
kas liflerinde mitokondri, sitoplazma ve sarkolemmada mevcuttur. Ozellikle iskelet kas

sisteminde tip I liflerinde ve tip II liflerine goére daha yogun bulunur. Plorik sfinkter



kasinda gorece daha yogun olmakla birlikte hem gastrik hem intestinal diiz kaslarda
vardir. Akcigerlerde havayolu epitel hiicrelerinde olmamakla birlikte kapiller endotelyal
hiicrelerinde varligr saptanmistir. Burada muhtemelen kapiller permeabilitenin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bobreklerde en fazla makula densa olmak {izere
glomertiller, damar yataklar1 ve bir¢ok tiibiil segmentlerinde bulunur. Mediiller nNOS
aktivitesi korteksten daha fazladir (24).

Indiiklenebilir NOS (iNOS) : Isoform 2 olarakta adlandirilan bu enzim viicutta
yapisal olarak bulunmaz. Kalmoduline ¢ok siki baglandigi icin bu enzim kalsiyum
bagimli degildir. iNOS proinflamatuvar sitokinler ve bakteriyal {irlinlere ait ¢esitli sinyal
molekiilleriyle indiiklenebilir (2, 24). Inflamasyona maruz kalan iNOS enziminin
uyarilmasi genel olarak 3-4 saat sonra meydana gelir ve enzim bir defa uyarildiginda
24-48 saat boyunca NO iiretilir (27). ilk olarak makrofajlarda tariflenmistir (28).
Bununla birlikte bugiin notrofiller, hepatositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endoteliyal
hiicreler ve kardiyomiyositler gibi diger hiicrelerde de bulundugu gosterilmistir (29-32).
iINOS tarafindan iiretilen NO diizeyinin artritis, greft reddi, diabet, ateroskleroz ve septik
sokta goriilen doku yikimindaki immiinolojik cevaplarla ilgili oldugu gosterilmistir (33-
37).

3.1.1.1.Nitrik Oksit’in Fizyolojik Onemi

NO biiyiik arterlerden en kiiciik kapiller damarlara kadar biitiin endotelyal
dokularda bulunmakta ve saglam damar endotelinden bazal bir hizda iretilmektedir.
Vaskiiler endotelyumdan diisiik diizeylerde salinan NO damar tonusunun ve arteriyel
kan basincinin ve lokal kan akiminin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. NO,
cGMP iizerinden vaskiiler diiz kaslarda gevsemeye yol acarak vazodilatasyonu

saglamakta ve NO salinimindaki azalma kan basincinin yiikselmesine neden olmaktadir



(38, 39). Damar siirtlinme stresi, artmig liimen i¢i basing ve kan basinci gibi farkli
mekanik faktorler damarlarda NO {iretimi i¢in fizyolojik bir tetikleyicidirler (40, 41). NO
sentezi i¢in gerekli olan L-arjinin ve/veya kofaktor diizeyinde eksiklik gibi cesitli
nedenlere bagli olarak NO biyoyararlaniminda azalma meydana gelebilir. NO sentezinin
inhibisyonu ile olusturulan akut ya da kronik NOS inhibisyonunda endotelyal
hiicrelerde NO {iretiminin yetersizligine bagli olarak hipertansiyon meydana
gelmektedir. Bu nedenle NO sentezindeki veya biyoaktivitesindeki azalma
hipertansiyon fizyopatolojisinde 6nemli rol oynamaktadir.

NO, endotelyum hiicresi ve diiz kas hiicre proliferasyonunu onleyerek vaskiiler
bliylimenin modiilasyonunu saglar. NO, vaskiiler diiz kas hiicre migrasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe eder (42, 43). NO, vaskiiler tonusun diizenlenmesi yaninda
platelet inhibisyonu, notrofil agregasyon ve adezyonunun inhibisyonunu saglar (44, 45).
Ayn1 zamanda NO endotelyum yiizeyinde antitrombotik etkinlige sahiptir, bdylece
damar duvarinda platelet agregasyonu ve adezyonunu inhibe eder.

NOS inhibisyonu mikrovaskiiler gegirgenligi artirarak lokositlerin gogiinii ve
adezyonunu artirmaktadir. Buna gore NO 16kosit adezyonunu, aktivasyonunu ve
agregasyonunu azaltir (45). Damarlarda monosit ve graniilositlerin adhezyonu yapisal
NOS enzimlerinin stimiilasyonunu takiben azalmaktadir (46). NOS inhibitorii olan L-
NAME ile platelet ve 16kosit adhezyonu artmaktadir (47).

Tiimor hiicresi ve mikroorganizmalardaki demir-siilfiir tagiyan enzimler
makrofaj hiicresince sentezlenen NO tarafindan nitrolize edilir, bdylece NO
antimikrobiyal, antitlimoral, sitotoksik ve sitostatik etkiler gosterir. Bu ozellik NO’e
vaskiiler, immiin ve néronal sinyal molekiilii olmasinin yani sira antibakteriyal, antiviral

etkinlik kazandirir (48).
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NO, santral ve periferik sinir sisteminde nonadrenerjik nonkolinerjik sinirlerde bir
norotransmitter olarak etkinlik gdsterir. Santral ve periferal sinirlerde NO
katekolaminlerin salgilanmasindan sorumludur (49, 50). Sempatoeksitatér beyin sapinda
niikleuslarinin aktivitesini ve sempatik uyariya kardiyak cevaplar1 zayiflatir (51, 52). NO
tek basma hem peroksinitrit olusturarak hem de siiperoksit ile kombine olarak
transmitter salimmindaki artis1 etkileyebilir (53). Ozellikle santral motor noronlarin
aktivitesini ve vagal stimulasyona kardiyak cevabi artirir (51, 52, 54).

NO, gastrointestinal sistem, mesane sfinkter fonksiyonlar1 ve penil ereksiyonun
saglanmasinda rol oynamaktadir (55). Barsakta splanik kan akimini, bagirsak
hareketlerini ve iyon transportunu diizenler (56, 57).

Bobrek dokularinda sentezlenen NO, glomeriiler filtrasyon hizini, total renal ve
mediiller kan akimini, basing natriiirezini, epiteliyal Na' transportunu ve renin gibi
vazoaktif ajanlarin sentezini diizenlemektedir (20, 58).

3.1.1.2.Patofizyolojik Siireclerde Nitrik Oksit’in Rolii

NO, vaskiilar tonusun diizenlenmesinde, noronal iletisimde ve viicut savunmasi
gibi birgok fizyolojik siirecte anahtar bir sinyal molekiiliidir. NO ayn1 zamanda
esansiyel bir molekiil olup, her zaman faydali degildir. NO insan viicudunda doz bagimli
bir sekilde etki gostermektedir. Ornegin kan basinci dolasimdaki NO seviyesinin
fizyolojik simirlarda dengeli bir bigimde siirdiiriilmesiyle ayarlanmaktadir. Bunun
yaninda endotoksik sokta goriildiigii gibi ¢ok biiylik miktarda NO salgis1 6liime gotiiren
dolasim yetmezligine yol agabilmektedir. NO basta antiaterojenik, antiproliferatif ve
antitrombotik olmak iizere ¢ok ¢esitli etkilere sahiptir. Bu nedenle aterosklerozis igin
risk faktorleri olan hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diabet ve sigara kullanimi gibi

farkli patolojik durumlarin fizyopatolojisinde NO {iretiminin ve/veya biyoaktivitesinin

11



kayb1 6nemli bir rol oynamaktadir. Esansiyel hipertansiyonlu hastalarin damarlarinda ve
plateletlerinde NO olusumunda azalma vardir. Esansiyel hipertansiyon koroner arter
hastalig1 i¢in bir risk faktorii kabul edilmektedir. Koroner aterosklerozlu hastalarda
koroner arterlerden NO salinimi ile hipertansiyon ve bozulmus Ach gevsemesi arasinda
kuvvetli bir iligki vardir. Ayn1 arastirmacilar hiperkolesterolemik hayvanlara ve insanlara
L-arjinin verildiginde bozulmus olan endotelyal NO iiretiminin diizeldigini ve iligkili
vaskiiler lezyonlarin azaldigini bildirmislerdir (59). Ozellikle tip I diabeti olan hastalarda
bazal NO saliniminin yetersiz olmasi hastalifin belirgin 6zelligi olan trombotik
mikroanjiopatiye katkida bulunabilmektedir (60). Septik sokta ise aktive olan
hiicrelerden asirt miktarda NO salinimi agir hipotansiyona yol agmaktadir (37).

NO ve/veya metabolitlerinin bircok hastalikta arttigt ya da azaldigi
gosterilmistir. Ozellikle inflamasyon ve infeksiyon durumlarinda NO ve/veya
metabolitlerinin arttig1 bildirilmistir. inflamatuvar barsak hastalig1 olan kisilerde ve gut
hastaliginin hayvan modellerinde NO ve metabolitleri artmaktadir (61, 62). Dizanterili
hastalarin kolonik mukozasinin epiteliyal hiicre ylizeyinde iNOS ve eNOS genlerinin
ekspresyonu 6zellikle akut donemde belirgin olarak artmistir (63). Ek olarak kolerada
da, oOzellikle akut donemde NO, ve NO;  konsantrasyonunda da anlamli bir artma
bulunmustur (64).

Serebral iskemi veya epilepside asirt NO {iretimi norotoksisiteye yol agmaktadir.
Ortamdaki ytliksek miktardaki NO ile asir1 derecede uyarilma sinir hiicrelerinin tahribine
yol acgar. Beyin hasar1 olan hastalarda serebrospinal sivida NOx diizeylerinin arttig1
bildirilmistir. Bununla birlikte plazma ve idrar NOx diizeylerinin intratekal NO

tiretiminin belirleyicisi olarak kullanilamayacag1 gosterilmistir (65).
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Hirshprung hastaligi, hepatit, primer Reynauld fenomeni, portal hipertansiyon
gibi durumlarda ise NO ve/veya metabolitlerinin azaldigi bildirilmektedir (66).

3.1.2.NOS inhibitorleri

L-arjinin analoglar1 veya NOS enzimlerinin kofaktorlerinin etkilenmesi ile NOS
inhibisyonu saglanmaktadir. Ik olarak NOS inhibitérii N®-monomethyl-L-arjinin (L-
NMMA) sentezlenmistir ve bu bilesik tiim NOS isoformlarina benzer oranda selektivite
gosterir (24, 67). L-NMMA genelde akut NOS inhibisyonu c¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Daha sonra L-NNA ve L-NAME gibi nonselektif NOS inhibitorleri
sentezlenmistir. L-NMMA, L-NNA ve L-NAME, NOS enzimini kompetitif olarak
inhibe etmektedirler. Son iki bilesik kronik NOS inhibisyonu modelinde en ¢ok
kullanilan bilesiklerdir. L-NAME, esterazlarla L-NNA’ya metabolize olur ve dokulara
bu sekilde gecer (68). L-NAME’nin L-NNA’ya hidrolizi sivi tamponlarda yavas, fakat
kan ve dokular gibi fizyolojik sivilarda olduk¢a hizlidir. Bu nedenle hem L-NNA hem
de L-NAME’nin kan basinci iizerine potenslerinin benzer oldugu goriilmektedir (24).
Her iki ajanda suda ¢dziinebilen bilesiklerdir. igme suyuyla oral yoldan kullanilmakla
birlikte intravendz, intraperitoneal ve subkutan uygulandiklarinda sistemik dolasima
gecebilmektedirler. Bu ajanlarla farkli uygulama yollar tercih edilse akut degil fakat
Ozellikle kronik sonuglar agisindan benzer bulgular elde edilmektedir. Hem L-NNA hem
de L-NAME sistemik uygulamalarda kan beyin bariyerini gecerek yaklasik 2-6 saat
icerisinde beyinde tiim bdlgelerinde maksimum NOS inhibisyonu saglar. Bu ajanlar
yapisal ve indiiklenebilir NOS enzim formlarmin tamamini inhibe ederler. Sonraki
yillarda bunlarin diginda N-iminoetil-L-ornitin (L-NIO), N -amino-L-arjinin (L-NAA),
asimetrik N® -dimetil-L-arjinin (L-ADMA), N -dimetil-L-arjinin (L-SDMA), 7-

nitroindazol (7-NI), L-kanavanin ve aminoguanidin gibi yeni NOS inhibitorleri
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sentezlenmistir. L-NMMA, L-NNA ve L-NAME NOS enzimlerini nonspesifik bir
sekilde inhibe ederken bazi inhibitorler selektivite gosteritler. L-kanavanin ve L-NIO,
INOS enzimini nNOS ve eNOS enziminden ¢ok daha giiclii bir sekilde inhibe
etmektedirler (69). L-NNA, iNOS enzimi olduk¢a zayif inhibe ederken, eNOS ve nNOS
enzimlerini olduk¢a kuvvetli bir sekilde inhibe etmektedir (70). Difenilendiiodonium ise
NOS enzimini maruziyet sliresine ve ortam sicaklifina bagli olarak progresif ve
irreversibl bir sekilde inhibe eder. Trifluoperazin, klorpromazin, kalmidazolium gibi
kalmodulin antagonistleri Ca*"-kalmodulin bagimli olan nNOS ve eNOS izoenzimlerini
inhibe etmektedirler (71).

Biyolojik sistemlerde NOS enziminin BH4 sentez inhibitorleri gibi ajanlarla
substrat ve kofaktorlerin elde edilebilirliginin siirlanmasiyla indirekt inhibisyon
saglanir. NOS ayn1 zamanda {iriinii olan NO molekiiliiniin bizzat kendisiyle de feedback
olarak inhibe olabilmektedir. Bu inhibisyon olasilikla NOS enziminin "heme" kismai ile
etkilesimiyle sonuglanir. "Heme" ile etkilesen metilen mavisi gibi ajanlarda NOS
enzimini bloke etmektedir (71).

3.1.3.NOS inhibisyonu Aracih Hipertansiyon Mekanizmalar

Fizyolojik sartlar altinda endotelyumdan salinan kasici ve gevsetici faktorler
denge halinde iken esansiyel hipertansiyonda bu denge bozulur ve kasici faktorlerin
salimimi artarken endotelyum bagimli gevseme bozulur (72). Endotelyal disfonksiyon
NO iiretiminde bir azalma ya da NO etkisini bozan kasici1 faktorlerin endotelden asir
salimimi ile birliktedir. Endotelyum hasarina bagli olarak hipertansiyonda periferik
damar tonusu artmaktadir. Endotelyum bagimli vazodilatasyon en ¢ok NO salinimi ile
ilgilidir. ~ Vaskiiler endotelyumda NO sentezinin zayiflamasi akima bagh

vazodilatasyonda bir azalmaya neden olmaktadir (69, 73, 74). NO sentezi L-NAME, L-
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NNA gibi ¢esitli NOS inhibitorii ajanlarla inhibe edilebilir. NOS enzim sentezinin
farmakolojik olarak akut ve kronik inhibisyonu sonucunda hipertansiyon olustugu birgok
hayvan tiirleri ile yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Boylece c¢esitli NOS
inhibitorlerinin kullanilmasiyla NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon siklikla calisilan
bir model olmustur. Kan basincinda meydana gelen yiikselmenin en olasi nedeni
endotelyal hiicrelerde NO iiretiminin yetersizligi sonucu damarlarin yetersiz gevsemesi
ve kasilmalara abartili cevap vermesi olarak kabul edilmektedir (75). Ancak NOS
inhibisyonu aracil1 hipertansiyonun mekanizmalari heniiz yeterince bilinmemektedir.

3.1.3.1.Akut NOS Inhibisyonu Aracih Hipertansiyonun Mekanizmalari

Akut NOS inhibisyonunda sistemik vaskiiler direngte artma, kardiyak debide ve
atim hacminde azalma meydana gelmektedir. (76, 77). Bu degisikliler muhtemelen
artmis sistemik vaskiiler dirence bagli olarak art-yiikte meydana gelen artma ve
myokardiyal perflizyonda bir azalmanin sonucudur. Akut NOS inhibisyonu aracili
hipertansiyonda kan basinci artis1 doz bagimlidir (2, 20, 76, 78). NOS inhibitorlerinin
pressor dozlarinda plazma renin aktivitelerinde azalma, nonpressér dozlarinda ise artma
oldugu gosterilmistir (79, 80).

3.1.3.2. Kronik NOS Inhibisyonu Aracih Hipertansiyonun Mekanizmalari

Gardiner ve ark. Brattleboro sicanlarinda 7 giin i¢in oral L-NMMA
uygulamasinin kan basincinda artisa neden oldugunu ilk kez gostermislerdir (76).
Arastirmacilar sicanlara igme suyu ile L-NAME uygulayarak uzun siireli NOS
inhibisyonu elde etmisler ve devaminda kan basinct yiiksekliginin siiregen hal aldigini
bildirmislerdir (6). NOS inhibitorleri aracili hipertansiyon olusturulan sicanlarda L-

arjinin verildiginde gelisen hipertansiyonun diizelmesi NO’in 6nemini desteklemektedir
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(8). Yine eNOS geninin tahrip edildigi farelerde hipertansiyon gelisimi, kan basincinin
diizenlenmesinde NO'in roliinli géstermektedir (45). Moncada 1999'da NOS inhibisyonu
aracilt deneysel hipertansiyon modelinde NO {iretiminde iki tip degisikligin oldugunu
ileri siirmiistiir. Normal durumlarda damarlar iizerindeki kasici faktorlerin etkileri NO
iiretimiyle dengelenir. Hipertansiyonda ise birinci durumda, asir1 miktarda kasici faktor
tiretimine karsi koruyucu bir cevap olarak NO iiretiminde artis meydana gelmekte, fakat
yeterli olamamaktadir. ikinci durumda ise, damarlarda vazokonstriktor aktivite normaldir
fakat NO {iretimi azalmistir. Bundan dolay1r normalde kan basinci artisina yol agmayan
vazokonstriktor ajanlar anormal bir sekilde vazokonstriksiyona yol agmakta ve bdylece

kan basincinda artis meydana gelmektedir (81).

3.1.3.2.1.Doz Bagimh Olarak Kan Basinci Degisiklikleri

L-NNA, L-NAME ve benzeri L-arjinin analoglar1 ile NOS enziminin akut ve
kronik olarak inhibe edilmesiyle deney hayvanlarinda hipertansiyon meydana gelir.
Ozellikle NOS enziminin kronik inhibisyonu hipertansiyon arastirmalarinda yogun
olarak kullanilmaktadir (20). Kronik NOS inhibisyonu aracili meydana gelen
hipertansiyonun bircok nedeni bildirilmektedir. Kronik NOS inhibisyonu aracili
hipertansiyona total periferik diren¢ artiginin, artmis renal sodyum tutulumunun,
sempatik sistem aktivasyonunun ve ¢esitli vazoaktif maddelerin katkis1 oldugu ileri
stirilmektedir. Arastirmalarda denek tiirlerinin degismesi, farkli NOS inhibitorlerinin
farkli doz ve siirelerde kullanilmasi s6z konusudur. Kullanilan NOS inhibitdriiniin tiird,
dozu ve uygulama siiresi meydana gelen hipertansiyonun niteligini degistirmektedir (20)
Kan basinci artigina yol agmayan diisiik doz kronik NOS inhibisyonunda, beraberinde

sodyum yiiklemesi yapildiginda hipertansiyon gelisir (80). Benzer sekilde kronik NOS
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inhibisyonuna eslik eden tuz yiiklemesi, olusan hipertansiyonu siddetlendirmektedir
(82). Sadece sodyum yiiklemesi yapilan ratlarda hipertansiyon goriilmedigi halde, diistik
doz NOS inhibisyonu ile bobreklerin adaptasyonu dnlendigi zaman, sodyum atiliminin
bozulmasinin olast bir sonucu olarak hipertansiyon gelismekte, doz ve siire bagimh
olarak renal hasar olusmaktadir. (83). Yiiksek doz NOS inhibitorleri ile yapilan kronik
NOS inhibisyonunda olusan kan basinci artisindan baslica total periferik direng artisi
sorumlu tutulmaktadir. Ozellikle yiiksek doz L-NAME ve L-NNA ile yapilan uzun
siireli NOS inhibisyonunda dokularda hasar olusmaktadir. Bobreklerde tiibiiler nekroz
ve glomeruloskleroza kadar varan doku hasari, damarlarda media tabakasinda
kalinlasma ve kalpte fokal nekroz odaklari olusabilmektedir (20). Mevcut veriler
151g¢inda diisiik doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan esasen sodyum
tutulumunun, yiiksek doz NOS inhibit6rleri ile olusturulan hipertansiyondan ise total
periferik diren¢ artisinin sorumlu oldugu bildirilmistir (8). Hem kronik NOS
inhibisyonu hem de buna bagli olarak gelisen hipertansiyonda, vaskiiler yatakta ve diger

dokularda bazi adaptif degisiklikler meydana gelebilir.
3.1.3.2.2.Bobreklerin Rolii

Dolagim sisteminin 6nemli bir pargasi olan bobrekler kan basmcinin
diizenlenmesinde 6nemli bir yer tutar. NO, renal fonksiyonlarin diizenlenmesinde énemli
bir rol oynamakta ve bdylece kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda meydana
gelen kan basinci artisinin siirdiiriilmesine katki saglamaktadir. intrarenal NO sentezinin
inhibe edilmesiyle kan basincinda artma olmaktadir (84). Endotelyal NOS, afferent ve
efferent arteriyollerde, glomeriillerde ve tiibiillerde yer alirken, nNOS 6zellikle makula

densa ile iliskilidir (85). Kronik NOS inhibisyonu, glomeriiler kapiller hipertansiyon ve
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glomertiiler hasarla birlikte sistemik hipertansiyona neden olmaktadir (86). Alt1 hafta
sireyle L-NNA ile (14mg/kg/giin) hipertansiyon olusturulan siganlarda renal kan
akiminin ve glomeriiler filtrasyon hizinin azaldig1 gosterilmistir (87). iki ay siireyle daha
ilimli  dozda L-NAME (Smg/kg/giin) ile olusturulan hipertansiyonda renal
vazokonstriksiyon, glomeriiler filtrasyon hizinda hafif azalma, glomeriiler kapiller
basingta artis, albuminiiri, glomeriiloskleroz ve interstisyel fibrozis meydana
gelmektedir (88).

Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda voliim artisinin ve alinan tuz
miktarinin onemli oldugu ¢esitli calismalarla gosterilmistir (80). Endojen NO dogrudan
tiibiiler etki ile sodyum geri emilimini inhibe etmektedir. Uygulanan yiiksek tuz
diyetinin kronik L-NAME verilen sicanlarda hipertansiyonu ve renal hasari
agirlastirdigi  diyetteki tuz kisitlamasinin bu modelin gelisimini tamamen onledigi
gosterilmistir (80, 82). Aksine L-NAME indiiklii hipertansiyonda tuz alimindaki
degisikliklerin etkili olmadigini bildiren ¢aligmalarda vardir (89, 90). Sonu¢ olarak
kronik NOS inhibisyonunun olusturdugu hipertansiyonda sodyum ve voliim etkisi ile
iliskili sonuglar celiskiler gostermektedir. Arastirmalarda c¢eliskili sonuclarin elde
edilmesi 6zellikle arastirmalarda farkli tiir ve dozlarda NOS inhibitorleri kullanilmasina
ve farkli denek tiirlerinde ¢alisilmasina baglanmaktadir. Gergekten goreceli olarak NOS
inhibitorleri subpressor ve diisiik dozlarda kullanildiginda sodyum duyarliligir ve buna
bagli sodyum tutulumu artarken, NOS inhibitorlerinin daha yiiksek dozlarinda sodyum
duyarlilig1 goreceli olarak azalmaktadir (80, 91). Uzun siireli NOS inhibisyonu yapilan
deney hayvanlarinda basing-natriiirezis dogrusunda hipertansif bir saga kayma meydana
gelmektedir (92). Yuasa ve ark. yaptiklari ¢calismada uzun siireli NOS inhibisyonunda

sodyum duyarliliginin arttigim1 ve birlikte, artan sempatik aktiviteninde bu duyarlilik
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artisina katkida bulundugunu gostermislerdir (93). Hem intramediiller hem de
intraven6z NOS inhibitorii uygulamalarinda mediiller kan akimi azalmakta ve, sodyum
ve su atiliminin azalmasi hipertansiyona yol agmaktadir (84, 94). Sodyum tutulumunda
esas olarak NO’in mediiller kan akimin1 diizenleyici roliiniin, kortikal kan akiminda ise
Anjiyotensin II’'nin (Agll) etkin oldugu bildirilmistir (84, 94). Bu durum volim ve
sodyum tutulumunun NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda rol oynadigin
gostermekle birlikte, ne derece 6nem arz ettigine yeterli agiklama getirememektedir (82,
90).

NOS inhibisyonu araciligiyla olusan hipertansiyon sirasinda veya Oncesinde,
Agll reseptor antagonisti losartan uygulamasinin hipertansiyonu biiyiik 6l¢iide 6nlemesi,
renin anjiotensin sisteminin bu hipertansiyon modelinde 6nemli bir rolii oldugunu
diistindiirmektedir (91). Kronik NOS inhibisyonu olusturulan sicanlarda Agll reseptor
antagonistleri ile Agll kronik olarak inhibe edildiginde, meydana gelmis olan
hipertansiyon, kardiyak hipertrofi, renal fonksiyonel ve yapisal hasar gerilemekte veya
tamamen Onlenmektedir (95). Hipertansiyonda renal dokuda vazokonstriktor Agll ve
vazodilator NO arasindaki denge durumunun iligkisine isaret edilmistir. Kronik L-
NAME uygulanan anesteziye ratlarda renal kan akimi azalirken renal vaskiiler direng
artmakta ve bu artisa biiylik dlgiide Agll’nin aracilik ettigi one siirtilmektedir (96).
Renin-anjiotensin sistemi, NOS inhibisyonundan sonra yiikselmis kan basincinin
stirdliriilmesinden sorumlu olabilir (97). Bu model hipertansiyonun baslangic ve
stirdiiriilmesine AgIl’nin katkida bulundugu, artmis renin diizeyinin ise hipertansiyonla
bir iligkisi olmadigi bildirilmistir (98). Bununla birlikte L-NAME uygulanan siganlarda
kan basincindaki artigla paralel olarak plazma renin diizeyinde artis meydana gelmesi ve

L-NAME ile birlikte kaptopril uygulamasi sonucunda kan basincindaki artigin
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zayiflamasi, hipertansiyon gelisiminin kismen renindeki artisa sekonder olduguna isaret
etmektedir (99). Ayrica kan basinci artis1 ile birlikte plazma renin seviyesi artarken,
sodyum ve su dengesinde, fenilefrin, bradikinin ve asetilkoline vazopressor,
vazodepressor ve vazodilatdr cevaplar deSismemistir. L-arjinin ilave edildiginde ise
hipertansiyon hizla geri déonmektedir (100). Aksine L-NAME aracili kronik NOS
inhibisyonu olusturulan ratlarda kan basinci artisiyla birlikte plazma renin aktivitesinin
diistiigli gosterilmistir. Buna gore NOS inhibisyonunda renal perfiizyon basincindaki
artisa bagli olarak kompensatuvar bir sekilde renin saliniminin stimiilasyonu
zayiflamaktadir (101). Bu hipertansiyon modelinde renin aktivitesinin  arttig1,
degismedigi, veya azaldigimi gosteren c¢eliskili bulgular renin aktivitesinin NOS
inhibisyonu aracili hipertansiyona kismen katkida bulunabilse bile, reninin kan basincini
arttirict esas mekanizmadan sorumlu olmadigini gostermektedir (96, 98, 102).

3.1.3.2.3.Sempatik Sinir Sisteminin Rolii

Literatiir 1s183inda  kronik NOS inhibisyonu sonucu meydana gelen
hipertansiyonun olusmasinda NO’in vazodilator etkinligi ve bdbrek tiibiillerinden
sodyum geri emilimini Onleyici etkisine ilaveten sempatoadrenerjik sistem aktivitesinin
katkis1 oldugunu ileri siiren ¢alismalar vardir (9, 10, 91). Bilindigi gibi NO, vaskiiler
endotelyum disinda beyinde sempatik akimin kontrol edildigi niikleus traktus solitarius
(NTS), paraventrikiiler niikleus (PVN) ve ventral medullada sentezlenmektedir (103,
104). Kronik NOS inhibisyonu i¢in kullanilan NOS inhibitorlerinin 6zellikle de L-NNA
ve L-NAME gibi nonselektif ajanlarin kan-beyin bariyerini gecebildikleri bilinmektedir.
Sistemik verilen bu NOS inhibitorleri kan beyin bariyerini gecerek santral sinir
sisteminin stratejik alanlarinda lokal NOS inhibisyonu olusturmaktadirlar (105). Kronik

NOS inhibisyonu kismen artmig santral sempatik aktivite araciligiyla hipertansiyon
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olusturabilir (97, 106). Yiiksek doz (40mg/kg/giin 6 hafta, igme suyunda) L-NAME ile
kronik NOS inhibisyonunda kan basinci ve dolasimdaki katekolaminler ozellikle
adrenalin ve noradrenalin artmaktadir. Ayn1 zamanda beyinde NOS aktivitesi belirgin
olarak diismektedir. Bu bulgular ve diisilk tuz diyeti almalarina ragmen deney
hayvanlarinda kan basinci artis1 goriilmesi hipertansiyona sempatik aktivasyon artisinin
katitlmina isaret etmektedir (107). Ayni zamanda NOS inhibisyonu aracili
hipertansiyona sempatik aktiviteye karsi artmis vaskiiler o-adrenerjik reseptor
duyarlihginin katkis1 ileri siiriilmektedir (12-14). Intraserebroventrikiiler L-NAME
uygulamasi ile sempatik stimiilasyona vaskiiler cevaplar artmaktadir. Fakat ayn1 doz
ajanin i.v. verilmesi ile kan basinci artmamaktadir. Buna gore i.c.v. L-NAME aracili
olusan kan basinci artisindan, artan sempatik aktiviteye bagli olarak gelisen vaskiiler
duyarhilik degil, santral sempatik aktivitedeki bir artis sorumludur (108). Kronik oral L-
NAME alan hipertansif ratlarda, L-NAME ile birlikte ganglion blokorii pentolinium
uygulandiginda kan basinci diizelmektedir. Pentolintumun kan basincini diisiiriicii
etkileri beyinde NOS inhibisyonu aracili hipertansiyona sempatik sistemin katilimina
isaret etmektedir (109). Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisimine
renal sempatik sinir sisteminin katkisi da, artmis plazma katekolamin diizeyleri yaninda,
hipertansiyonun renal denervasyon ve/veya sempatektomi ile gecikmesi ve/veya
zayiflamasi ile gosterilmistir (91, 110). Yuasa ve ark. uzun siireli NOS inhibisyonunda
sempatik sinir sisteminin aktive oldugunu ve sodyum duyarliligini arttirmak suretiyle
dogrudan olmasa bile dolayli olarak kan basinct artisina katkida bulundugunu
bildirmislerdir (93). Sempatik sinir sistemi etkinligindeki artisin NOS inhibisyonu ile

olusan hipertansiyonda, hipertansiyonun bagslangicinda degil devaminda yer aldig
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belirtilmektedir (111). Mevcut veriler kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyona
santral ve periferik sempatik sistemin katildigini diisiindiirmektedir.

3.2.Klonidin

Klonidin yeni sinif santral etkili antihipertansif ajanlarin prototipidir, imidazolin
derivatif bir sempatomimetik ajan olup nazal dekonjestan olarak sentezlenmistir. Bir
rastlant1 sonucu 1962 de hipotansif etkisi kesfedilmistir ve antihipertansif bir ajan olarak
ilk defa 1966 da Almanya’da kullanilmaya baglanmistir. Klonidin o,-adrenerjik
reseptorler icin selektif bir agonisttir ve segicilik orani a,/a; yaklasik 200/1 dir. Klonidin
oral yoldan hizli ve tam absorbe olur. Elli-altmis dakikada maksimum plazma seviyesine
ulagir. Klonidinin eliminasyon yart omrii 9-12 saattir. Klonidin %50 oraninda
karacigerde inaktif metabolitlerine doniisiir, % 50'si de bobreklerle degismeden atilir
(112). Panik tedavisinde verildiginde klonidinin sedatif etkisi goriilmektedir, kronik
kullaniminda sedatif etkisi ortadan kalkar, ilaca tolerans gelisir. ay-adrenerjik reseptor
agonistlerinin gii¢lii analjezik etkileri vardir, ancak bu etkinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Hayvanlar {izerinde yapilan calismalarda, oj-adrenerjik agonistlerin
ditirezi arttirdiklar1 gézlenmistir. Bu diiiretik etki, yapilan caligmalarda mekanizma
farklilig1 gostermistir. Antidiiiretik hormonun renal tiibiillere olan etkisi o,-adrenerjik
agonistler tarafindan bloke edilir. ay-adrenerjik agonistlerin glomeriiler filtrasyon hizinm
arttirdign goriilmiis, fakat bu etkinin mekanizmasi anlagilamamistir. Bu etkinin renin
salimim1 inhibisyonu ve atriyal natriiiretik peptidin salinimimin kolaylasmasi ile ilgili
oldugu diistiniilmektedir (113).

3.2.1.Santral Etkileri

Klonidin santral postsinaptik o,-adrenerjik reseptor aktivasyonu yoluyla efferent

sempatik noronal ateslemeyi ve bodylece sempatik aktivasyonu inhibe ederek kan
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basincin1 diisiirir. Ayn1 zamanda presinaptik op-adrenerjik reseptor araciligiyla
noroefektdr kavsaktan noradrenalin salmimini azaltir. Boylece periferal rezistansi
zayiflatmasida antihipertansif tesirine katki saglar (114). Presinaptik a-adrenerjik
reseptorler periferal adrenerjik noronlardan norepinefrin salinimmin diizenlenmesine
negatif-feed back yoluyla katilmaktadir. Klonidin parsiyel a-adrenerjik agonist
Ozelliklere sahip olup, hem presinaptik hem de postsinaptik a,-adrenerjik reseptorlerin
her ikisine de baglanmaktadir (115). Deney hayvanlarinda klonidinin direk intra-
arteriyel enjeksiyonu vazokonstriksiyonla sonuglanmakta ve vaskiiler diiz kaslarda
postsinaptik a-adrenerjik reseptorlerin stimiilasyonuna bagli olarak bolgesel kan
akiminda bir azalmaya neden olmaktadir (115). Klonidinle kan basinci azalmasi
sempatik akimda bir azalma ve baroreseptdr refleks duyarliliginda bir artisla
karakterizedir. Bu cevaplar klonidinin bir santral a-adrenerjik agonist etkisine
baglanabilir ki burasinin baroreseptor arkusun ilk merkezi nakil yeri olan nukleus traktus
solitarius olmasi1 olasidir (116). Alfa-adrenerjik reseptor aracili vaskiiler diiz kas
tonusundaki artig periferal baroreseptor duyarlilifindaki bir artistan kaynaklanmaz
ciinki afferent “tampon” sinirlerin kesilmesi klonidinin bu etkisini ortadan
kaldirmamaktadir (117).

3.2.2.Periferik Etkileri

Klonidinin santral vazodepressér merkezlerde esas etkisini ortaya cikardig
goriilmekle birlikte, insan ve hayvan deneylerindeki ¢aligmalar periferal adrenerjik sinir
sisteminde de bir azalmaya yol actigin1 gostermektedir. Hipertansif hastalarda kisa ve
uzun siireli klonidin uygulamalarinda {riner katekolamin atilimi, plazma adrenalin ve

noradrenalin konsantrasyonu azalmaktadir (118). Klonidin verilmesi ile dolagimdaki
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noradrenalin miktar1 ve katekolamin metabolitlerinin idrardaki miktarinin azaldigi yakin
calismalardada teyit edilmistir (47).

SH ratlara 4 hafta 0,1 mg/kg/gin klonidin uygulandiginda kan basinci
diismezken, ayn1 doz klonidin akut uygulamada kan basincini diistirmiistiir. Kronik
uygulamada “in vitro” aortik noradrenalin kasilma ve klonidin aracili gevseme cevaplari
degismemistir. Klonidinin kronik uygulamasinda antihipertansif etkinligin siirekliligini
saglayacak doza ulagilamamis olabilir. Tolerans gelismeside muhtemeldir veya
kullanilan klonidin dozu, klonidinin periferal vazokonstiktif etkisini sinirlayacak
terapotik doz olmayip klonidinin santral antihipertansif etkisini antagonize edebilir
(119). Akut i.v. L-NAME veya metilen mavisi uygulanan ratlarda i.v. klonidin
uygulandiginda kan basincindaki artis anlamli olarak azalmistir. Klonidinin
antihipertansif etkisi santral sinir sistemi ve/veya periferal vaskiiler dolasim seviyesinde
NO-cGMP aracili olabilir (120). Literatiirden elde edilen veriler klonidinin pre-ve/veya
postsinaptik oj-adrenerjik reseptorler aracili hem periferik hem de santral sempatik
aktiviteyi azaltarak kan basincini diislirdiigiinii ve buna NO’in kismen aracilik ettigini
gostermektedir.

Dort hafta klonidin alan SH ratlarda kan basinci diismekte fakat 2. haftada geri
donmektedir. Klonidin damarlarda yapisal bir degisklige yol agmamistir. Bununla
beraber mezenterik arterde noradrenalin ve KCI kasilma cevaplari klonidin uygulanan
ratlarda zayiflamaktadir (18). Alt1 hafta 10 mg pellet klonidin uygulanan SH ratlarda kan
basinc1 diismiistiir. Basiler arterde “in vitro” deneylerde KCl, serotonin, Ca'" kasilma
cevaplart ve Ach, isoproterenol, sodyum nitropurussid gevseme cevaplarinda bir

degisiklik olmamustir (121).
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3.2.3.Antihipertansif Etkileri

Hipertansif kigilerdeki akut ve kronik klonidin uygulamalarinda klonidinin kan
basincini diisiiriicii etkisi azalmis kardiyak debiye bagli bulunmakla birlikte, hastalar
arasinda periferal vaskiiler direngteki degisiklikler tutarsiz bulunmakta ve tiim hastalar
gdz Oniine alindiginda anlamli bir degisiklik bulunmamaktadir (122, 123). Akut
intravendz klonidin enjeksiyonu sonrasi kalp hizi degismemekle birlikte atim hacmi
anlaml olarak azalmaktadir. Fakat 11-12 ay siireyle klonidin tedavisi almis hipertansif
hastalarda atim hacmi degismezken kalp hizinda azalmayla baglantili kardiak debide
azalma ve kan basincinda diisme olmaktadir. Burada klonidinin kardiak debiyi azaltici
etkisi direkt myokardiyal bir etkisinden ziyade sempatik sinir sistemi iizerine olan
etkisine baglanabilir (123). Esansiyel hipertansiyonlu 30 hastada 2 hafta klonidin terapisi
sonucu kan basinci azalmakta, plazma adrenalin, noradrenalin konsantrasyonu diismekte
ve kalp hiz1 azalmaktadir. Baroreseptor duyarlilik (BRS) ve fenilefrine duyarlilik ise
artmaktadir. Fenilefrine duyarlilik artis1 azalmis plazma noradrenalin diizeyini izleyen a-
adrenerjik reseptorlerdeki bir upregiilasyonun yansimasi olabilir (124). Klonidin
kesilmesinden 72 saat sonra rebound hipertansiyon, beraberinde serebrospinal sivida ve
plazmada adrenalin, noradrenalin seviyelerinde artma gozlenmistir. Buna gore klonidin
sempatik aktiviteyi inhibe ederek kan basincini diistirmektedir (17).

Adrenal medullektomi ve bilateral vagetektomi yapilmis ratlarda klonidin doz
bagimli olarak sempatik stimiilasyon indiiklii plazma noradrenalin cevaplarini inhibe
eder. Klonidin presinaptik a-adrenerjik reseptor aracili noradrenalin salinimini inhibe
ederek sempatik stimiilasyonu azaltiyor olabilir (125). Yakin bir ¢alismada klonidinin
parasempatik aktivasyonla kan basincim1 diiglirdiigli de bildirilmistir. Atropinle

klonidinin parasempatik aktivitesi inhibe edilmistir (126). Klonidin hem i.c.v. hem de
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1.v. uygulandiginda NO salimin1 arttirarak kan basincini diistirmektedir (120, 127). Bu
durum akut NOS inhibisyonu ile 6nlenmektedir. Aksine klonidin ve benzeri ajanlarin
santral NO aracil1 antihipertansif tesir gostermedikleri bildirilmistir (128).

Intravendz klonidin uygulanan deney hayvanlarinda renin sekresyonu
azalmaktadir, fakat intrasisternal uygulama sonucu kan basinci diismesine ragmen renin
sekresyonu degismemektedir (129). Bunun temel nedeni klonidinin renin sekresyonunu
inhibe edici etkisinin renal sempatik sinir aktivitesinin santral inhibisyonundan ziyade
bobrekteki a-adrenerjik reseptor aktivasyonu aracili olmasi seklinde yorumlanmaktadir
(114). izole perfiize sican bobreginde yapilan calismada diisiik doz klonidin
uygulamasinda perfiizyon basincinda artma olmaksizin renin salinimi azalmaktadir;
yiiksek doz uygulamada ise hem renal vazokonstriksiyon hemde renin salinnminda
anlamli azalma meydana gelmektedir (130). Bu bulgular klonidinin diisiik dozlarda
sempatik sinir aktivitesi inhibisyonu araciligiyla, yiiksek dozlarda ise postsinaptik alfa-
adrenerjik reseptorler aracili direk agonistik etkiyle renin sekresyonuna etki ettigini
gostermektedir. Baslangi¢ plazma renin aktivitesi yiiksek olan hastalarda 1 ay klonidin
uygulamasi ile plazma renin aktivitesi diismekte, fakat 3 ay sonra plazma renin seviyesi
baslangi¢ seviyesilerine donmektedir (131). Bu arastirmalar klonidinin antihipertansif
etkisinin klonidin indiiklii plazma renin aktivitesinde bir azalma veya tedavi Oncesi
plazma renin aktivitesi ile bir korelasyonu olmadigini géstermektedir (114).

Ditiretik ilaglar hari¢ tim sif antihipertansif ajanlar yaygin olarak degisen
derecelerde su ve tuz tutulumunu indiiklerler. Klonidin kullanan hastalarda muhtemelen
aldesteron sentezindeki bir azalmadan dolay1 sodyum tutulumu diger birgok ajana gore

daha azdir (118). Direk vazodilatdr ajanlara kompansator cevap olarak gelisen artmis
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plazma renin aktivitesi ve artmis kardiak debi karakteristiktir, fakat klonidin alan
hastalarda bu gozlenmez (132).

Klonidin kesilmesi sonrasi hastalarda gelisen rebound hipertansiyon insidansi ve
rebound hipertanisyona yol ag¢an sinir doz bilinmemekle birlikte, genelde ilacin
kesilmesini takiben 24-36 saat i¢inde kan basincinda belirgin yiikselme goriilmektedir.
Bunun yaninda bazi vakalarda tasikardi, tasiaritmi, insomnia, ajitasyon, basagrisi gibi
sikayetler goriliir (133, 134). Klonidin  terapisinin kesilmesini takiben plazma
noradrenalin konsantrasyonu ve iiriner katekolamin atilimi belirgin olarak artmis
bulunmustur (134). Bu durum klonidin sonrasi gelisen rebound hipertansiyonun
patogenezinde dolasimdaki artmis noradrenalin konsantrasyonunun veya noradrenalinin
artmis noronal salinimimin rolii olduguna isaret etmektedir. Muhtemelen klonidin
uygulamasi periferik sempatik sinirlerde noradrenalinin ndronal salinimini inhibe
ederken, klonidin aracili inhibisyon zayiflamaya basladigi zaman sinaptosomal
noradrenalin saliniminda bir artis meydana gelmektedir. Bununla beraber rebound kan

basinci artisindan sorumlu mekanizmalar heniiz yeterince agikliga kavugsmamustir.

27



4.GEREC VE YONTEM

4.1.Denekler

Deneylerde Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesinden
(FUTDAM) saglanan yaklasik 300 g agirliginda 62 adet erkek Wistar tiirii siganlar
kullanildi. Sicanlar dortlii gruplar halinde 6zel kafeslere alinarak, standart sartlara
sahip FUTDAM labaratuvarinda (12 saat giinisig1, 12 saat karanlik, havalandirmal,
sabit 1s1l1 odalarda) bakima alindilar. Yaklasik 4 hafta sonra deneysel calismalara
baslandi. Siganlarin beslenmesinde 8 mm’lik standart sican pellet yemi kullanildi.
Hayvanlar i¢in igme suyu olarak musluk suyu verildi. Hayvanlarin istedikleri kadar
yem ve su i¢cmelerine izin verildi. Deneklerin agirlik artislar1 deney baslangicinda ve
bitiminde elektronik tarti (Chyo MP-300 electronic balance) ile gram olarak 6l¢iildii.
Bu ¢alismanin tiim prosediirleri ve ¢calisma protokolii Firat tiniversitesi Tip Fakiiltesi

Etik Kurul yonetmeliginin onayina uygun olarak yapildi.

4.2.Deneysel Protokol

Deneylerde 62 adet erkek Wistar albino sigan, 7 grupta 8 denek ve bir grupta 6
denek olacak sekilde toplam 8 grup olusturuldu;

Grup Kontrol (n=8) = Sicanlara deney siiresince herhangi bir islem yapilmadi.
Bu grup kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Grup dLNNA (n=8) = Siganlara 10 giin siireyle i¢gme suyunda 15mg/100ml L-
NNA uygulandi.

Grup yLNNA (n=8) = Siganlara 10 giin siireyle i¢gme suyunda 45mg/100ml L-

NNA uygulandi.
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Grup dLNNA+KLO (n=8) = Siganlara 10 giin silireyle i¢cme suyunda
15mg/100ml L-NNA + 150ug/100ml klonidin birlikte uygulandi.

Grup yLNNA+KLO (n=8) = Siganlara 10 giin silireyle i¢cme suyunda
45mg/100ml L-NNA + 150ung/100ml klonidin birlikte uygulanda.

Grup yLNNA+yKLO (n=8) = Sicanlara 10 giin siireyle i¢gme suyunda
45mg/100ml L-NNA + 225ug/100ml klonidin birlikte uygulandi.

Grup KLO (n=8) = Siganlara 10 giin siireyle icme suyunda 150ug/100ml
klonidin uygulandi.

Grup yKLO (n=6) = Siganlara 10 giin siireyle icme suyunda 225ug/100ml
klonidin uygulandi.

4.3.1la¢ uygulamalar

NOS inhibisyonu ile hipertansiyon olusturmak i¢in; 10 giin boyunca her giin
yLNNA grubu ve dLNNA grubunun i¢gme sularina sirasiyla L-NNA (Sigma Deishofen
Almanya) 45mg/100ml ve 15mg/100ml olacak sekilde musluk suyunda c¢oziilerek
verildi. Klonidin (Clonidine hydrochloride, Sigma) i¢me suyunda c¢oziilerek
150pg/100ml olacak sekilde KLO grubuna, 225 ng/100ml olacak sekilde yKLO grubuna
10 giin boyunca uygulandi. yLNNA+KLO grubuna 10 giin boyunca hergiin L-NNA
45mg/100ml ve klonidin 150ug/100ml olacak sekilde, yLNNA-+yKLO grubuna 10 giin
boyunca herglin L-NNA 45mg/100ml ve klonidin 225ug/100ml olacak sekilde ayni
icme suyunda ¢oziilerek verildi. dLNNA+KLO grubuna 10 giin boyunca hergiin L-NNA
15mg/100ml ve klonidin 150pg/100ml olacak sekilde ayni igcme suyunda ¢oziilerek
uygulandi. Kontrol grubuna ilagsiz normal musluk suyu verildi. Uygulanan
konsantrasyona gore aldiklar1 giinlik L-NNA miktarlart dLNNA; yLNNA;

dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinda sirasiyla (mg/kg/giin)

29



15,1£0,1; 46,3+0,6; 15,1+0,1; 46,1+£0,6 ve 46,3+0,9 oldu. Klonidin miktarlar1 ise
dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve KLO; yKLO gruplarinda sirasiyla
(ng/kg/gin), 151,3+1,5; 151,642,2; 231,7+4,5 ve 148,5+1,7; 231,2+4,1 olarak
hesaplandi1 (Tablo 2).

Giinliik olarak her giin gruplarin tiikettikleri igme suyu miktarlar1 o6lgiildii.
Kontrol grubunun ilagsiz, KLO, yKLO dLNNA, yLNNA, dLNNA+KLO,
yLNNA+KLO ve yLNNA-+yKLO gruplariin ilaglhh igme sular1 her giin yenilenerek
tazelendi.

4.4.Kan Basinci ve Kalp Hizi Ol¢iimii Olciimleri

Bilinci agik siganlarin sistolik ve diyastolik kan basinci ile kalp hizi 6lgtimleri
kuyruktan indirekt tail-cuff metodu ile yapildi (MAY BPHR 9610-PC TAIL CUFF
Indirect Blood Pressure Recorder, Commat Ltd. Ankara- Tiirkiye). Deneklerin kan
basinct Olgiimleri ilag uygulamasina baslamadan once (0. giin) ve ila¢ uygulamasina
baslandiktan sonra 5. ve 10. giinlerde yapildi. Kan basinci ve kalp hizi 6l¢timleri igin
denekler once tek kisilik muhafaza edici kutulara yerlestirildi. Muhafaza kutusuna alinan
deneklerin kuyruguna cihazin kaf ve sensorii yerlestirildi ve kuyruklar1 37-38 'C de 10-
15 dakika 6l¢lim igin diizenli sinyal sesi ve nabiz atimi alana kadar MAY TWC 02 Tail
Warming Controller (Commat Ltd. Ankara- Tiirkiye) ile 1sitildi. Olgiimler sessiz ve
sakin labaratuvar ortaminda yapildi. Olgiim yapabilmek igin denegin rahat sakin ve
hareketsiz olmasi1 gerektiginden dolayr 6l¢lim boyunca denekler siirekli gozlendi.
Gozlem siiresince sinyal sesinin diizenli ve denegin sakin oldugu anlarda 6l¢tim alinarak
bilgisayara kaydedildi. Her bir denek i¢in 6 adet diizgiin kan basinci ve kalp hizi 6l¢iim
degerleri bilgisayara kaydedildi. Daha sonra her bir denek i¢in, denegin 6 Ol¢iim

degerinden en biiyiikk ve en kiiciikk degerler ¢ikarilarak geriye kalan 4 degerin
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ortalamalar1 alindi. Deney boyunca kan basinci ve kalp hizi kayit ve 6l¢lim islemleri tek
ve ayni ¢caligmaci tarafindan yuriitiildii.

4.5.Cerrahi Uygulamalar

Deney sonunda in vitro sartlarda calismalar i¢in denekler 1,2 gr/kg i.p. iiretan
anestezisi ile uyutuldu. Hayvanlar tam olarak anesteziye girdikten sonra sirt isti
yatirilarak hizli bir sekilde abdomen ve toraks orta hattan acgildi. Plazma NOx 6l¢limii
i¢in kalpten yaklasik 2 ml kan 6rnegi EDTA’l tiiplere alindi. Torasik aorta diafragmanin

lizerinden baglayarak arkus aortaya kadar diseke edilerek hizli bir sekilde ¢ikarildi.

4.6. ”in vitro” Deneyler

Torasik aorta ¢ikarildiktan sonra soguk Krebs-Ringer bikarbonat solusyonu igine
almmarak c¢evre bag ve destek dokularindan dikkatlice temizlendi. Torasik aorta
temizlendikten sonra abdominal aortaya yakin ugtan 4 mm boyunda halka halinde
kesildi. Torasik aortadan elde edilen 4 mm boyundaki halkalar, liimeninden birbirine
paralel iki paslanmaz c¢engel gecirilerek igerisinde 37°C de 1sitilmis ve %95 O, + %5
CO;, karisimi ile gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 20 ml’lik
izole organ banyosuna asildi. Alt c¢engel izole organ banyosunun tutma kismina
tutturuldu, st c¢engel ise izometrik kasilma cevaplarini kaydetmek i¢in force-
displacement transducerlerine ( FT 0.03) baglandi. Kayitlar Grass marka ( Model 79 )
poligraf ile yapildi. Krebs-Ringer bikarbonat solusyonu pH 7,4 olacak sekilde (mmol/L)
118 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 KH,PO4, 25 NaHCOs , 10.1 Dekstroz , 2.5 CaCl,2H,0, 1.2
MgS0O47H,0 icermektedir. Izole organ banyosuna asilan torasik aorta halkalari 2

gramlik optimal istirahat gerimi altinda 1 saat boyunca dengelendi. izole organ
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banyosunda metabolik son iiriinlerin birikimini 6nlemek i¢in banyodaki Krebs-Ringer
bikarbonat soliisyonu yaklasik 15 dakika arayla tazelendi.

Sican torasik aorta halkalar1 dengelendikten sonra, tek doz fenilefrinle (10°M) 6n
kasilma uygulanmis preparatlar asetilkolinle (10°M) test edilerek endotelyumun
saglamhig teyit edildi. Test islemini takiben yikama yapilip preperat dengelendikten
sonra klonidin (Sigma, Deishofen, Almanya) artan konsantrasyonlarda banyoya
uygulanarak konsantrasyon cevap egrileri elde edildi. Yikama yapildi ve preparatlar
dengelendikten sonra fenilefrin (Sigma Deishofen Almanya) artan konsantrasyonlarda
banyoya uygulanarak konsantrasyon cevap egrileri elde edildi. Sonraki asamalarda ayri
ayr1 10° M konsantrasyonda L-NNA ve indometasin (INDO) iceren Krebs-Ringer

bikarbonat soliisyonu hazirlanarak ayni islemler tekrarlandi.

4.7. Plazma Nitrit/Nitrat (NOx) Ol¢iimii

4.7.1. Cozeltilerin hazirlanmasi
0,1 M siilfirik asit ¢ozeltisi :2.8 ml derisik siilfirik asit alinip 500 ml ye seyreltildi.
5 mmol/L bakir stilfat ¢ozeltisi: 1,234 gr bakir siilfat alinip distile suda ¢6ziildii. Sonra
1L ye tamamlandi.
N-naftiletilen diamin ¢6zeltisi: 50mg N-naftiletilen diamin alinip bir miktar distile suda
¢Oziildii. Son hacim 250 ml ye tamamlandi.
Siilfanilamid ¢ozeltisi: 5 gr siilfanil amid 500ml 3M HCIl de ¢oziildii.
Glisin-NaOH tamponu: 1,5 gr glisin hidrokloriir bir miktar suda ¢6ziildii. Sonra iizerine
2M NaOH c¢ozeltisi ilave edilerek pH 9,7 ye ayarlandi. Sonra ¢ozelti 1L ye seyreltildi.
Cinko siilfat ¢ozeltisi: 2,156 gr ¢inko siilfat alinarak bir miktar distile suda ¢oziildii.

Sonra hacim 100ml ye tamamlandi.
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Standart: Standart hazirlamak i¢in NaNO; in 0,1 mol/L konsantrasyonunda stok
soliisyonu hazirlandi.
Kor ¢ozelti: 2,5 ml distile su alindi. Uzerine 1 ml siilfanil amid c¢ozeltisi 1 ml

naftiletilendiamin hidrokloriir ¢ozeltisi ilave edildi.

Log™

0.1 T T
o.0 0.z 0.4 0.6 0.2 1.0

R=0,9219

Sekil 1. Spektrofotometre i¢in kalibrasyon egrisi (Y:Absorbans, X: NaNO, umol/L)

4.7.2. Olciimiin Yapihis:

Plazma NOx 6l¢iimii i¢in alinan kan 6rnekleri 5000 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi ve plazmalar1 ayrildi. Ayrilan plazmalar numaralandirilmis Eppendorf tiiplerine
konuldu ve Ol¢limler yapilana kadar (-20 °C) de saklandi. Plazmalardan NOx 6l¢limii
yapmak i¢in plazmalar oda sicakliginda eritilerek herbirinden 250ul alindi ve

deproteinizasyon igin iizerine 1ml ¢inko siilfat ¢ozeltisi ilave edildi. Vortekslendikten

33



sonra 1,250 ul (55mmol/It) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek 3500g de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustteki ¢ozelti kismindan 2ml alinarak iizerine 2ml distile su Iml glisin
tamponu ilave edildi ve bu ¢ozelti yitkanmis kadmiyum graniillerinin iizerine eklendi.
Sonrasinda karanlik odada 90 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibe edilen indirgenmis
¢Ozeltiden 2ml numune alinarak tizerine 1ml siilfanilamid, Iml naftiletilendiamin
¢Ozeltisi ve 0.5ml distile su ilave edildi. Yaklasik 20-60 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometrede 545 nm dalgaboyunda Olgiim yapildi. Her bir numunenin
konsantrasyon degeri, elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon egrisine

yerlestirilmesiyle hesaplandi (Sekil 1) (135).

4.8.Kullanilan kimyasallar

Fenilefrin, Asetilkolin, Klonidin, Indometazin, L-NNA, N-(-1naphthyl)-
etilendiamin dihidroklorid, glisin hidroklorid, iiretan (Sigma Aldrich Inc.St. Louis, MO.
A.B.D) dan; siilfirikasit, hidroklorik asit, bakir siilfat pentahidrat, sodyum nitrit, sodyum
hidroksit, siilfanil amid (Merk. KgaA, Almanya) dan; graniil kadmiyum (Fluka Chemie,

Steinheim, Isvicre); ¢inko siilfat heptahidrat Carlo Erba (Milano, italya)’dan satin alindi.

4.9.istatistik

Elde edilen veriler ortalama + standart hata (SH) olarak belirtildi. Ortalamalar
arasindaki farklarin istatiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢in “‘Origin 5.0°” paket
istatistik programlar kullanildi. Istatistiksel farklar ANOVA ve Student t-testleri ile
hesaplandi. Elde edilen sonucglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatiksel olarak

anlaml kabul edildi.
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S.BULGULAR

5.1. Sicanlarin Gelismesi

5.1.1. Sicanlarm Ictikleri Su ve Aldiklan fla¢ Miktarlan

Yaklasik 11-12 haftalikken temin edilen ve 4 haftalik bir alisma doneminden
sonra 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitorii alan siganlarin giinliik ictikleri su
miktarlar her giin 6l¢iildii.

5.1.1.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasinin Etkileri

Icilen su miktarlar1 Kontrol; dLNNA; yLNNA gruplarinda ortalama =+ standart
hata (SH) olarak sirasiyla (ml) 30,5+0,3; 30,0+0,3; 30,6+0,4 seklinde idi ve gruplar
arasinda anlaml farklilik gézlenmedi (p>0,05), (Tablo1).

Uygulanan konsantrasyona gore kg basma aldiklar1 giinliik L-NNA miktarlar
dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO ; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO gruplarinda sirasiyla
ortalama = SH olarak (mg/kg/glin) 15,1+0,1; 46,1+0,6; 15,1+£0,1; 46,3+0,6; 46,3+0,9
olarak hesaplandi1 (Tablo2).

5.1.1.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasinin Etkileri

Icilen su miktarlar1 Kontrol; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA-+yKLO;
KLO; yKLO gruplarinda ortalama + standart hata (SH) olarak sirasiyla (ml) 30,5+0,3;
30,0+0,3; 30,3+0,3; 30,6+0,5; 30,1+0,3; 30,2+0,5 seklinde idi ve gruplar arasinda
anlaml bir farklilik gézlenmedi (p>0,05), (Tablo1).

Uygulanan konsantrasyona gore kg basina aldiklar1 giinliik klonidin miktarlari
dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO; KLO; yKLO gruplarinda sirasiyla
(ng/kg/gin) 151,3+1,5; 151,6£2,2; 231,7+4,5 148,5+1,7; 231,2+4,1olarak hesaplandi

(Tablo2).
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Tablo 1. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarinda ratlarin 10 giinliik deney boyunca igtikleri su miktarlar

(ml/giin). Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

Gruplar Su (ml/giin)
Kontrol 30,5+0,3
(n:8)
dLNNA 30,0+0,3
(n:8)
yLNNA 30,340,3
(n:8)
dLNNA+KLO 29,9+0,3
(n:8)
yLNNA+KLO 30,6+0,4
(n:8)
yLNNA+yKLO 30,6+0,5
(n:8)
KLO 30,1+0,3
(n:8)
yKLO 30,240,5
(n:6)
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklagik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA-+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Tablo 2. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarimin 10 giinliik deney boyunca aldiklari L-NNA ve Klonidin
miktarlan (sirayla mg/kg/giin ve ug/kg/giin). Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli

bir farlilik bulunmadi (p>0,05).

Grup L-NNA (mg/kg/giin) Klonidin (ng/kg/giin)
Kontrol - -
(n:8)
dLNNA 15,1+0,1 -
(n:8)
yLNNA 46,120,6 -
(n:8)
dLNNA+KLO 15,120,1 151,3+1,5
(n:8)
yLNNA+KLO 46,3+0,6 151,6+2,2
(n:8)
yLNNA+yKLO 46,3+0,9 231,7+4.5
(n:8)
KLO ; 148,5+1,7
(n:8)
yKLO ; 231,2+4.1
(n:6)
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklagik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150png/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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5.1.2.Agirlik Artis1 Oranlar

L-NNA ve/veya Klonidin uygulanan siganlarin agirliklarinin (gram) ortalamalari
+ SH hesaplandi.

5.1.2.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasinin Sicanlarin Agirhk Artisi Uzerine
Etkileri

Sicanlarin agirliklart deney basinda  Kontrol; dLNNA; yLNNA, gruplarinda
sirastyla (gram) 296,1+£2,6; 296,1+£2,3; 297,6+£3,5 ve deney sonunda sirasiyla (gram)
297,3+£2,5; 297,6+1,7; 294,6+5,9 olarak dlgiildii. Istatistiksel olarak karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05), (Tablo3).

5.1.2.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasinin Sicanlarin Agirhk Artis1 Uzerine
Etkileri

Sigcanlarin agirliklar1 deney basinda Kontrol; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO;
yLNNA+yKLO; KLO; yKLO gruplarinda sirasiyla 296,1+2,6; 295,5+2,5; 296,7+5,8;
293,2+2.8; 301,1+£7,4; 296,3+1,6 ve deney sonunda sirasiyla 297,3+2,5; 297,1+1,7;
208,0+4,1; 294,6+2,1; 305,0+£5,8; 298+1,lolarak &lciildii. Istatistiksel olarak
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05), (Tablo 3).

5.2. Hemodinamik Degisiklikler

5.2.1. Sistolik Kan Basinci (SKB) Degerleri

Yaklagik 11-12 haftalik olarak temin edilen Wistar tiirii erkek sicanlarin 4
haftalik aligma doneminden sonra sistolik kan basinglar1 (SKB) ve diyastolik kan
basinglar1 (DKB) deneylere baglamadan 6nce (0.giin), 5.glin ve deney sonunda (10.giin)

gerec ve yontem kisminda belirtilen sekilde 6lgiildii (Tablo 4, Sekil 1).
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Tablo 3. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarinin 10 giinliik deney boyunca aldiklar1 kilo artiglar1 (g). Gruplar

arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

Gruplar 0.Giin (g) 10.Giin (g)
Kontrol 296,1+2,6 297,3+2.5
(n:8)
dLNNA 296,1+2.3 297,6+£1,7
(n:8)
yLNNA 297,6£3.5 294,6+5.9
(n:8)
dLNNA+KLO 295,542.5 297,1+1,7
(n:8)
yLNNA+KLO 296,7+5.8 298,0+4.1
(n:8)
yLNNA+yKLO 2932428 294,6+2.1
(n:8)
KLO 301,1+7.4 305,045,8
(n:8)
yKLO 296,3+1,6 298+1,1
(n:6)
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklagik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150png/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Tablo 4. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;

KLO; yKLO gruplarinin SKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH.

Gruplar/ giinler 0. giin 5.giin 10.giin
Kontrol 132,5+0,9 133,5+1,1 132,1+0,9
(n:8)
dLNNA 128,8+1,6 142,9+0,9* 147,242, 7*#
(n:8)
yLNNA 133,0+1,3 165,9 + 3, 1*#§ 177,12, 7*#§
(n:8)
dLNNA+KLO 130,1+0,9 131+2,1 127,6+2
(n:8)
yLNNA+KLO 128,1 £2,2 140,9 + 2,5%# 144,8+ 3,7*#
(n:8)
yLNNA+yKLO 132,3+1 133,2+1,3 135,245,2
(n:8)
KLO 130,3+1,7 131,2+0,9 133,1+0,5
(n:8)
yKLO 135,2+1,7 127,6+2,8 132,4+0,9
(n:6)

* Aym grubun 0. giiniine gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05).
# Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05).
§ dLNNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklagik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA-+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150png/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Sekil 2. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; LNNA+yKLO;

KLO; yKLO gruplarinin SKB (mm/Hg).

* Aym grubun 0. giiniine ve Kontrol grubuna giére anlamh olarak farkhdir (p<0,05)

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150png/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

5.2.1.1. “in vivo” L-NNA uygulamalarmin etkileri

Kontrol grubu sicanlarda 0; 5 ve 10. glinlerde SKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH
strastyla 132,5+0,9; 133,5+1,1 ve 132,1+0,9 olarak o6lgiildii. Bu grubun SKB degerleri
deney siiresince anlamli bir farklilik gostermedi (p>0,05), (Tablo 4, Sekil 2).

Non-selektif NOS inhibitorii L-NNA alan siganlarda sistolik kan basinci 5. ve

10. giinlerde baslangica gore progresif olarak artt1 (Sekil 3).
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Diisiik doz (~15mg/kg/giin) L-NNA alan dLNNA grbunda 0; 5 ve 10. giinlerde
SKB (mm/Hg) sirasiyla 128,8+1,6; 142,9+0,9 ve 147,242,7 olarak 6l¢iildii. Hem 5.giin
hemde 10.giinde SKB 0.giine ve Kontrol grubunun 5 ve 10. giinlerine gore anlamh
olarak yiiksek bulundu (p<0,001), (Tablo 4, Sekil 3,4). Kan basinci 5. giinde anlamli

olarak yiikselirken bu yiikselme 10.giinde 5.giline gore anlamli degildi.
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E . —o ' dLNNA+KLO
g 160 1 - =- yLNNA
(2] .
8 RS - 4- yLNNA+KLO
c 150 - .
N3 . - a- yLNNA+yKLO
x *
S 140 - Lol —o—KLO
3 él\a\/ —x—yKLO
130 &
120 . . .
0 5 10

Giinler

Sekil 3. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;

KLO; yKLO gruplarinin SKB (mm/Hg) .

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05) .

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Yiiksek doz L-NNA alan (~45 mg/kg/giin) yLNNA grubu si¢anlarda 0; 5 ve 10.
giinlerde SKB (mm/Hg) ortalamalari=SH sirastyla 133,0+1,3; 165,9+3,1 ve 177,1£2,7
olarak Ol¢iildii. yYLNNA grubunun 5 ve 10. giinlerdeki SKB degerleri, 0. giin SKB
degerleri ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001). Meydana
gelen kan basinci 10. giinde 5.giine gore anlamh olarak ylikseldi ve en yliksek diizeye

ulasti. Yine Kontrol grubunun 5 ve 10. giinlerine gore bu degerler anlamli olarak

yiiksekti (p<0,001), (Tablo 4, Sekil 3,4).
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Sekil 4. Kontrol, dLNNA ve yLNNA gruplarinin 0, 5 ve 10. giin SKB (mm/Hg)

ortalamalari=SH.

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh yiiksektir (p<0,05).
# dLNNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamh yiiksektir (p<0,05).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
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yLNNA ve dLNNA gruplarinda 5. ve 10. gilinlerde SKB (mm/Hg)
ortalamalari£SH karsilastirildiginda sirasiyla 165,9+£3,1, 142,9+0,9 ve 177,1+2,7,
147,2+2,7 olarak bulundu. Yiiksek doz L-NNA alan yLNNA grubunda dLNNA
grubuna gore SKB hem 5. hemde 10. giinde anlaml1 olarak yiiksek bulundu (p<0,001),

(Tablo 4, Sekil 3,4).

5.2.1.2. “in vivo” Klonidin uygulamalarmin etkileri
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Sekil 5. Diisiik ve yiiksek doz L-NNA ile hipertansiyon olusturulmus siganlarda diisiik ve yiiksek
doz klonidin uygulamas ile meydana gelen kan basinci degisiklikleri (mmHg).

*Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh yiiksektir (p<0,05).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
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Yaklagik 150 pg/kg/glin klonidin alan KLO grubu si¢anlarda 0; 5 ve 10.
giinlerde SKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH sirasiyla 130,3+1,7; 131,24+0,9 ve 133,1+0,5
olarak olciildii. Tek basina Klonidin uygulamasi siganlarin sistolik kan basinglarinda
herhangi bir degisiklige yol agmadi (p>0,05), (Tablo 4, Sekil 5).

Yiiksek doz klonidin alan (~230 pg/kg/giin) yKLO grubu siganlarda 0; 5 ve 10.
giinlerde SKB (mm/Hg) ortalamalari=SH sirasiyla 135,2+1,7; 127,6+2,8 ve 132,4+0,9
olarak oOlciildii. Tek basma yiiksek doz klonidin uygulamasi siganlarin sistolik kan
basinglarinda herhangi bir degisiklige yol agmadi (p>0,05), (Tablo 4, Sekil 5).

dLNNA+KLO grubunda 0; 5 ve 10. giinlerde SKB (mm/Hg) ortalamalari=SH
sirastyla 130,1+£0,9; 13142,1 ve 127,642 olarak bulundu. Bu grupta diisiik doz L-NNA
ile birlikte klonidin uygulamas1 SKB artisin1 tamamen 6nledi (p<0,001), (Tablo 4, Sekil
5).

yLNNA+KLO grubunda 0; 5 ve 10. giinlerde SKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH
sirastyla 128,1 £ 2,2; 140,9 £+ 2,5 ve 144,8+ 3,7 olarak 6lciildii. Bu grupta yiiksek doz L-
NNA uygulamasina eslik eden klonidin uygulamasi kan basincinda anlamli bir azalmaya
neden oldu (p<0,001). Fakat klonidin meydana gelen kan basinci artisini tam 6nlemeyip,
bu grupta kan basinci 0.giin ve Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0,001), (Tablo 4, Sekil 5).

yLNNA+yKLO grubunda ise yiiksek doz klonidin uygulamasi kan basinci
artisin1 tamamen 6nledi: 0; 5 ve 10.glin SKB (mmHg) sirasiyla 132,3+1; 133,2+1,3 ve

135,245,2 (p<0,001), (Tablo 4, Sekil 5).
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5.2.2.Diyastolik Kan Basinc1 (DKB) degerleri
Indirekt kan basinci dl¢iimii yonteminde diastolik kan basinci degerleri sistolik
kan basinci degerlerine gore goreceli olarak daha az giivenilirdir. Bununla birlikte

calismamizda elde edilen DKB bulgular1 SKB ile paralellik gostermektedir.

Tablo 5. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;

KLO; yKLO gruplarinin DKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH.

Gruplar/Giinler 0. giin 5.giin 10.giin
Kontrol 82,7+0,4 82,4+0,5 82,2+0,5
(n:8)
dLNNA 80,7+0,8 85,3+0,4* 87,5+£0,9*#
(n:8)
yLNNA 83,9+0,6 103,2+2,3*# 111,1£1,6%#
(n:8)
dLNNA+KLO 81,7+0,6 83,3+1,1 80,9+0,7
(n:8)
yLNNA+KLO 81,4+1,4 88,5+1,6%# 90+1,6#
(n:8)
yLNNA+yKLO 81,4+0,5 82+0,5 81,3+2.,5
(n:8)
KLO 82,9+0,9 81,2+0,9 82,1+0,5
(n:8)
yKLO 81+0,9 80,4+0,9 81,2+0,5
(n:6)

* Aym grubun 0. giiniine gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05).
# Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150png/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

Kontrol, KLO, YLNNA, YLNNAKLO, DLNNA, DLNNAKLO gruplarinda

DKB (mm/Hg) ortalamalari=SH sirasiyla 82,7+0,4, 82,9+0,9, 83,9+0,6, 81,4+14,

46



80,7+0,8, 81,7+0,6 olarak Ol¢iildii . Tiim gruplarin baslangi¢ (0.giin) DKB (mm/Hg)
ortalamalari£SH degerleri benzerdi (p>0,05), (Tablo 5).

5.2.2.1. “in vivo” L-NNA uygulamalarinin etkileri

Kontrol grubu siganlarda 0, 5 ve 10. glinlerde DKB (mm/Hg) sirasiyla 82,7+0,4,
82,4+0,5 ve 82,2+0,5 olarak ol¢iildii. Bu grubun DKB degerleri deney siiresince anlamli
bir farklilik géstermedi (p>0,05), (Tablo 5).

Diisiik doz L-NNA alan dLNNA grubunda 0, 5 ve 10. giinlerde DKB (mm/Hg)
ortalamalari+SH sirasiyla 80,7+0,8, 85,3+0,4 ve 87,5+0,9 olarak 6l¢iildii. Hem 5.giin
hemde 10.gliinde DKB Kontrol grubuna ve 0.gline gére anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0,05 ve p<0,001), (Tablo 5).

yLNNA grubu siganlarda 0, 5 ve 10. giinlerde DKB (mm/Hg) ortalamalarn+=SH
sirastyla 83,9+0,6, 103,2+£2,3 ve 111,1£1,6 olarak 6lgiildii. yLNNA grubunun 5 ve 10.
giinlerdeki DKB degerleri, 0. giin DKB degerleri ile karsilastirildiginda anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0,001), (Tablo 5). Meydana gelen kan basinci 10. giinde en yiiksek
diizeye ulasti.

yLNNA ve dLNNA gruplarinda 5. ve 10. giinlerde DKB (mm/Hg)
ortalamalari£SH karsilastirildiginda sirasiyla 165,9+£3,1, 85,3+0,4 ve 177,1£2,7,
87,5+0,9 olarak bulundu. Yiiksek doz L-NNA alan yLNNA grubunda dLNNA grubuna
gore DKB hem 5. hemde 10. giinde anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001), (Tablo
5).

5.2.2.2. “in vivo” klonidin uygulamalarinin etkileri

KLO grubu sicanlarda 0, 5 ve 10. giinlerde DKB (mm/Hg) ortalamalari=SH

sirastyla  82,9+0,9, 81,2+0,9 ve 82,1+£0,5 olarak olciildii. Tek basina Klonidin
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uygulamasi siganlarin kan basinglarinda herhangi bir degisiklige yol agmadi (p>0,05),
(Tablo 5).

Yiiksek doz klonidin alan yKLO grubu sicanlarda 0; 5 ve 10. giinlerde DKB
(mm/Hg) ortalamalari=SH sirasiyla 81+0,9; 80,4+0,9 ve 81,2+0,5 olarak ol¢iildii. Tek
basina yiiksek doz klonidin uygulamasi siganlarin kan basinglarinda herhangi bir
degisiklige yol agmadi (p>0,05), (Tablo 5).

dLNNA+KLO grubunda ise 0, 5 ve 10. gilinlerde DKB (mm/Hg)
ortalamalari+SH sirasiyla 81,7+0,6, 83,3+1,1 ve 80,9+0,7 olarak bulundu. Diisiik doz L-
NNA ile birlikte Klonidin uygulamasi SKB artisin1 tamamen 6nledi (p<0,001), (Tablo
5).

yLNNA+KLO grubunda 0; 5 ve 10. giinlerde DKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH
sirastyla 81,4+1,4; 88,5£1,6 ve 90+1,6 olarak ol¢iildii. Bu grupta yiiksek doz L-NNA
uygulamasina eslik eden klonidin uygulamasi kan basincinda anlamli bir azalmaya
neden oldu (p<0,001). Bununla birlikte bu grupta kan basincit 0.glin ve Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001), (Tablo 5).

Yiiksek doz klonidin alan yLNNA+yKLO grubunda ise 0; 5 ve 10. giinlerde
DKB (mm/Hg) ortalamalari+=SH sirasiyla 81,4+0,5; 82+0,5 ve 81,3+2,5 olarak 6l¢iildii.
Bu grupta yiiksek doz L-NNA uygulamasma eslik eden yiiksek doz klonidin

uygulamasi kan basinci artisini tamamen 6nledi (p<<0,001), (Tablo 5).

5.2.3. Gece-giindiiz farkinin kan basinci iizerine etkileri
Calismamizda siganlarin kan basinci {izerine gece-giindiiz farkinin etkilerini aragtirmak

icin yLNNA+KLO grubunun 5.giin SKB degerleri giindiiz saat 9-12:00 ve 5.giin gece saat 21-
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24:00 arasinda 6lgiildii. Giindiiz ve gece SKB degerleri sirastyla (mmHg) 140,9 + 2,5 ve 142,3

+ 3,1 seklinde idi. Her iki deger arasinda anlamli farklilik yoktu (p>0,05).

5.3.Kalp Hiz1 (KH) Degerleri

Bilinci agik sicanlarin kuyruktan indirekt tail-cuff metodu ile kan basinci 6lgiimii
sirasinda 0, 5 ve 10. gilinlerde nabiz atim hizlar1 hesaplanarak kalp hizi elde edildi.
Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO; KLO;
yKLO gruplart KH (atim/dakika) ortalamalari=SH karsilagtirildiginda (0.giin) sirasiyla:
317,745,9; 328,2+8,2; 33447,6; 316,1£8,6; 332,8+6,6; 323,5+7,7; 335,2+6,2; 335+8,1
olarak olciildii. L-NNA ve/veya klonidin uygulamasina baglamadan 6nce (0.giin) tim
gruplarin kalp hizlar1 benzerdi (p>0,05), (Tablo 6).

5.3.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasimn Etkileri

Kontrol grubunun kalp hiz1 degerleri 0; 5 ve 10.giinlerde sirasiyla (atim/dakika)
317,745,9; 311,244,1 ve 315+45,7 olarak ol¢iildii. Kalp atim hizinda herhangi bir
degisiklik gozlenmedi (p>0,05), (Tablo 6).
Hem yiiksek doz hemde diisiik doz L-NNA alan gruplarda kalp hizinda benzer sekilde
azalma meydana geldi. yLNNA grubunda kalp hizinda 5. ve 10.giinlerde anlaml1 azalma
oldu. Sifirinct; 5. ve 10. glinlerde yLNNA grubunun KH (atim/dakika) ortalamalari+SH
sirastyla:  334+7,6; 286,5+4,3 ve 299+9.,4 olarak 6l¢iildi. Yine diisik doz L-NNA alan
dLNNA grubu siganlarda kalp hizinda 5. ve 10.giinlerde anlamli azalma oldu (p<0,05),
(Tablo 6). Sifirinci; 5. ve 10. giinlerde dLNNA grubunun KH (atim/dakika)
ortalamalari+SH sirasiyla; 328,2+8,2; 272,7+7,9 ve 281,8+6,5 olarak 6l¢iildii (p<0,05),

(Tablo 6).
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Tablo 6. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;

KLO; yKLO gruplar1 KH (atim/dakika) ortalamalari+=SH.

Gruplar/ giinler 0. giin 5.giin 10.giin
Kontrol 317,745.9 311,244,1 315+5,7
(n:8)
dLNNA 328,248,2 272,7£7,9%* 281,8+6,5*
(n:8)
yLNNA 33447.6 286,5+4,3* 299+9 4%
(n:8)
dLNNA+KLO 316,148,6 272,3+6,7* 268,7+5,6*
(n:8)
yLNNA+KLO 332,846,6 295,145% 280+4,8%
(n:8)
yLNNA+yKLO 323,54+7,7 296,245,7* 292,246,9%
(n:8)
KLO 335,2+46,2 340,5+7,5 328,510
(n:8)
yKLO 335+8,1 317+18,4 335,3+4,4
(n:6)
* Aym grubun 0.giin de@erlerine gore istatistiksel olarak anlamh farkhilik vardir (p<0,05).
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

5.3.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasinin Etkileri
Klonidin alan KLO grubunda KH (atim/dakika) 0; 5 ve 10.giinlerde sirasiyla 335,2+6,2;
340,5+7,5 ve 328,5+10 olarak olgiildii. Klonidin kalp hizinda herhangi bir etki yapmadi

(p>0,05), (Tablo 6). Yiiksek doz klonidin alan yKLO grubunun 0; 5 ve 10.giin kalp
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hizlar1 (atim/dakika) sirasiyla 335+8,1; 317+18,4 ve 335,3+4,4 oldu ve anlaml bir
degisiklik 6zlenmedi(p>0,05),(Tablo 6).

Yiiksek ve diisiik doz L-NNA alan sicanlarda diismiis olan kalp hiz1 iizerine
klonidin uygulamasi herhangi bir degisiklige yol agmadi (p>0,05), (Tablo 6, Sekil 6-7).
dLNNA+KLO grubunun KH (atim/dakika) ortalamalari+=SH sirasiyla; 316,148,6,
272,3+6,7, 268,7+5,6 olarak OoOlciildii. yLNNA+KLO grubunun KH (atim/dakika)
ortalamalari+SH sirasiyla; 332,846,6, 295,1+5, 280+4,8 olarak 6l¢iildii. Bunun yaninda
yiiksek doz klonidin alan yLNNA+yKLO grubunun 0; 5 ve 10.glin kalp hizlar
(atim/dakika) sirasiyla 323,5+7,7; 296,2+5,7 ve 292,2+6,9 oldu ve anlamli bir degisiklik

gozlenmedi (p>0,05), (Tablo 6, Sekil 6-7).
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Sekil 6. Kontrol, dLNNA ve dLNNA+KLO gruplarinin kalp atim hizlar1 (atim/dk).

*Aym grubun 0.giin kalp hizina gore istatistiksel olarak anlamh bir diisme vardir (p<0,05).
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.

dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
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Sekil 7. Kontrol, yLNNA , yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin kalp atim

hizlar1 (atim/dk).

* Aym grubun 0.giin kalp hizina gore istatistiksel olarak anlamh diisme vardir (p<0,05).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.

yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA-+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.

5.4. “in vitro” Sartlarda Vaskiiler Cevaplar

5.4.1.Fenilefrin Cevaplari

5.4.1.1.Normal Krebs Ortaminda Fenilefrin Maksimum Kasilma ve EC50

Cevaplan

5.4.1.1.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasimnin Etkileri
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Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitéri L-NNA
uygulanan sicanlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda kiimiilatif

konsantrasyonlarina olusturduklari maksimum kasilma cevaplar1 degerlendirildi.

Tablo 7. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarmin sicanlarda torasik aorta halkalarinda fenilefrinin in vitro
sartlarda Normal Krebs ortaminda kiimiilatif konsantrasyonlarima olusturduklari

maksimum kasilma cevaplar1 (Emax) (mg) ve bu cevaplarin EC50 degerleri (logaritmik).

Gruplar Fenilefrin Emax Fenilefrin EC50
(mg) (logaritmik)
Kontrol 1542,9+84,9 -6,37+0,13
(n:6)
dLNNA 1315,3+133,6 -6,73+0,10*
(n:8)
yLNNA 1465,2+184,8 -7,30+0,24*
(n:5)
dLNNA+KLO 1523,4+113,5 -6,54+0,22
(n:8)
yLNNA+KLO 1466,5+184.9 -6,86+0,52
(n:5)
yLNNA+yKLO 1636,4+278,7 -7,1240,29%
(n:7)
KLO 1548,4+170,6 -6,98+0,11
(n:4)
yKLO 1215,4495,6* -7,93+0,16*
(n:4)
* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farklhiik vardir (p<0,05).
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklagik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Kontrol; dLNNA ve yLNNA gruplarinin fenilefrin maksimum kasilma cevaplari
(mg) ortalamat+SH sirasiyla 1542,9+84,9; 1315,3+133,6 ve 1465,2+184,8 olarak
bulundu. Kontrol grubuna gore diisiik ve yiiksek doz L-NNA uygulanan gruplarda
fenilefrinin maksimum kasilma cevaplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0,05),(Tablo 7).

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitéri L-NNA
uygulanan siganlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda kiimilatif
konsantrasyonlarina olusturduklar1 kasilma cevaplarinin EC50 degerleri (logaritmik)
hesaplandi. Kontrol; dLNNA ve yLNNA gruplarinin fenilefrin kasilma cevaplarinin
EC50 degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,37+0,13; -6,73+0,10 ve -
7,30+0,24 olarak bulundu (Tablo 7). Kontrol grubuna goére hem diisiik hemde ytiiksek
doz L-NNA alan gruplarda fenilefrin EC50 degerleri anlamli olarak azaldi (sirasiyla
p=0,01 ve p=0,004). Yine yiiksek doz L-NNA alan grubun EC50 degeri dLNNA
grubuna gore anlamli olarak daha digsiiktii (sirasiyla -6,73+0,10 ve -7,30+0,24;
p<0,001), (Tablo 7).

5.4.1.1.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasimin Etkileri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan siganlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda kiimilatif
konsantrasyonlarina olusturduklari maksimum kasilma cevaplar1 degerlendirildi.
Kontrol; KLO ve yKLO gruplarinin fenilefrin maksimum kasilma cevaplart (mg)
ortalama+SH sirastyla 1542,9+84.,9; 1548,4+170,6 ve 1215,4+95,6 olarak bulundu.
Kontrol grubuna gére yKLO uygulanan grupta fenilefrinin maksimum kasilma cevaplari

anlamli olarak diistii (p=0,03),(Tablo 7).
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dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin fenilefrinin
maksimum kasilma cevaplar1 sirasiyla 1523,4+113,5; 1466,5+184,9 ve 1636,4+278,7
seklindeydi ve Kontrole gore herhangi bir degisiklik gézlenmedi (p>0,05), (Tablo).

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan siganlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda kiimilatif
konsantrasyonlarina olusturduklar1 kasilma cevaplarinin EC50 degerleri (logaritmik)
hesaplandi. Kontrol; KLO ve yKLO gruplarinin fenilefrin kasilma cevaplarinin EC50
degerleri, logaritmik olarak, ortalamat+SH sirasiyla -6,37+£0,13; -6,98+0,11 ve -
7,93+0,16 olarak bulundu (Tablo 9). yKLO fenilefrin EC50 degeri hem Kontrole hemde
KLO grubuna gore anlamli olarak diisiiktii (sirastyla p<0,001 ve p=0,003), (Tablo 7).

dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin fenilefrin EC50
degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,54+0,22; -6,86+0,52 ve -
7,12+£0,29 olarak bulundu (Tablo 9). Kontrole yLNNA+yKLO grubunun fenilefrine
EC50 degeri gore anlamli olarak diisiiktii, sirasiyla -6,37+0,13 ve -7,12+0,29 (p=0,01),
(Tablo 7).

5.4.1.2.L-NNA (10'5 M) Krebs Ortaminda Fenilefrin Maksimum Kasilma ve

EC50 Cevaplan

5.4.1.2.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasinin Etkileri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitori L-NNA
uygulanan sicanlarda in vitro sartlarda Normal Krebs ortaminda torasik aorta
halkalarminin fenilefrinin kiimiilatif konsantrasyonlarina olusturduklar1 maksimum
kasilma cevaplar1 degerlendirildikten sonra ortama ilave edilen L-NNA (10° M) Krebs

varliginda yine fenilefrinin kiimiilatif konsantrasyonlarina olusturduklari maksimum
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kasilma cevaplar1 degerlendirildi. L-NNA (10° M) iceren Krebs ortaminda Kontrol;
dLNNA ve LNNA gruplarinin fenilefrin maksimum kasilma cevaplart (mg)
ortalama+SH sirasiyla 1631,74222,7; 1590+£317,2 ve 1744,9+252,2 olarak bulundu.
Kontrol grubuna gore L-NNA uygulanan gruplarda maksimum kasilma cevaplari
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05), (Tablo 8). Her {i¢ grubta normal
Krebs ortamina gére L-NNA (10° M) Krebs ortaminda Emax cevaplar degismedi,
(Tablo 8).

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitéri L-NNA
uygulanan sicanlarda torasik aorta halkalarinda in vitro sartlarda L-NNA (10 M) iceren
Krebs ortami sartlarinda fenilefrinin EC50 degerleri (logaritmik) hesaplandi. Kontrol;
dLNNA ve yLNNA gruplarinin fenilefrin kasilma cevaplarmin EC50 degerleri,
logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,97+0,17 ; -6,35+0,14 ve -6,2140,29 olarak
bulundu (Tablo 8).

Hem diisiik hem de yiiksek doz L-NNA alan heriki grupta da EC50 degerleri
kontrole gore anlamli olarak yiiksekti (sirayla p=0,01 ve p=0,04). Bununla birlikte
Kontrol grubunun fenilefrin EC50 degerleri normal Krebs ortamina gére L-NNA (107
M) Krebs ortaminda anlamli olarak diistii, sirasiyla -6,37+0,13 ve -6,97+0,17 (p=0,02),
(tablo 8). Yine yLNNA grubunun fenilefrin EC50 degerleri normal Krebs ortamina gore
L-NNA (10° M) Krebs ortaminda anlamli olarak diistii, sirasiyla -7,30+0,24 ve -
6,21+0,29 (p<0,001), (Tablo 8). Fakat dLNNA grubunda herhangi bir degisiklik
gbzlenmedi, sirasyila -6,73+0,10 Ve -6,35+0,14 (p>0,05), (Tablo 8).

5.4.1.2.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasinin Etkileri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca i¢gme suyunda L-NNA ve/veya klonidin

uygulanan sicanlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda L-NNA
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Tablo 8. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA-+KLO;
yLNNA+yKLO; KLO; yKLO gruplarimin siganlarda torasik aorta halkalarinda
fenilefrinin in vitro sartlarda L-NNA Krebs ortaminda kiimiilatif konsantrasyonlarina
olusturduklari maksimum kasilma cevaplar1 (Emax) (mg) ve bu cevaplarin EC50

degerleri (logaritmik).

Fenilefrin Emax Fenilefrin EC50
(mg) (logaritmik)
Gruplar Normal Krebs L-NNA(10°M) Normal Krebs L-NNA(10°M)
Krebs Krebs

Kontrol 1542,9+84.9 1631,7+£222,7 -6,37+0,13 -6,97+0,17*
(n:6)
dLNNA 1315,3+133,6 1590+317,2 -6,73+0,10# -6,35+0,14#
(n:8)
yLNNA 1465,2+184,8 1744,9+252,2 -7,30+0,24# -6,21+0,29#*
(n:5)

dLNNA+KLO 1523,4+113,5 1881,4+161,5 -6,54+0,22 -6,94+0,21
(n:8)

yLNNA+KLO 1466,5+184,9 1933,14+373,5 -6,86+0,52 -6,78+0,13
(n:5)

yLNNA+yKLO 1636,4+278.7 2055+345,8 -7,12+0,29# -6,94+0,32
(n:7)
KLO 1548,4+170,6  2281,2+219,8# -6,98+0,11 -6,58+0,43
(n:4)
yKLO 1215,4+95,6# 1581,7+152,2 -7,93+0,16# -7,5540,20
(n:4)

* Ayni grubun Normal Krebs ortam degerlerine gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir.
# Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhilik vardir.

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150ng/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 ng/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA-+yKLO: 10 giin boyunca yaklastk 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

(10° M) iceren Krebs ortami sartlarinda sartlarda kiimiilatif konsantrasyonlarina
olusturduklar1 maksimum kasilma cevaplar1 degerlendirildi. Kontrol; KLO ve yKLO
gruplarinin  fenilefrin maksimum kasilma cevaplart (mg) ortalama+SH sirasiyla

1631,7+£222,7; 2281,24219,8 ve 1581,7£152,2 olarak bulundu. Kontrol grubuna gore
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herhangi bir degisiklik olmadi, fakat, KLO uygulanan grupta normal Krebs ortamina
gore fenilefrinin maksimum kasilma cevaplar1 anlamli olarak yiikseldi, sirasiyla
1548,4+170,6 ve 2281,2+219,8 (p=0,03), (Tablo 8).

dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin fenilefrinin
maksimum kasilma cevaplar1 sirasiyla 1881,4+£161,5; 1933,14+£373,5 ve 2055+345,8
seklindeydi ve Kontrole gore herhangi bir degisiklik gézlenmedi (p>0,05), (Tablo8).

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan sicanlarda torasik aorta halkalarinda fenilefrinin in vitro sartlarda L-NNA
(10° M) iceren sartlarda kimillatif konsantrasyonlarma olusturduklart kasilma
cevaplarmin EC50 degerleri (logaritmik) hesaplandi. Kontrol; KLO ve yKLO gruplarinin
fenilefrin kasilma cevaplarinin EC50 degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla
-6,97+0,17; -6,58+0,43 ve -7,55+0,20 olarak bulundu ve anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05), (Tablo 8).

dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin fenilefrin EC50
degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,94+0,21; -6,78+0,13 ve -

6,94+0,32 olarak bulundu ve anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05), (Tablo 8).

5.4.1.3. INDO (10'5 M) Krebs Ortaminda Fenilefrin Maksimum Kasilma ve

EC50 Cevaplan

5.4.1.3.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasinin Etkileri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitori L-NNA
uygulanan siganlarda torasik aorta halkalannda in vitro sartlarda INDO (10 M) igeren
Krebs ortami sartlarinda fenilefrinin kiimiilatif konsantrasyonlarina olusturduklar

maksimum kasilma cevaplar1 degerlendirildi. Kontrol; dLNNA ve yLNNA gruplarinin
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fenilefrin maksimum kasilma cevaplar1 (mg) ortalama+SH sirasiyla 1720,5£157;
1798,2+190,4 ve 1385,2+208,9 olarak bulundu. Kontrol grubuna gore L-NNA
uygulanan gruplarda maksimum kasilma cevaplar1 arasinda anlamli bir farklilik

bulunmadi (Tablo 9).

Tablo 9. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarmin sicanlarda torasik aorta halkalarinda fenilefrinin in vitro
sartlarda  INDO Krebs ortaminda kiimiilatif konsantrasyonlarma olusturduklar:

maksimum kasilma cevaplar1 (Emax) (mg) ve bu cevaplarin EC50 degerleri (logaritmik).

Fenilefrin Emax Fenilefrin EC50
(mg) (logaritmik)
Gruplar Normal Krebs INDO(10°M) Normal Krebs iNDO(10?° M)
Krebs Krebs

Kontrol 1542,9+84,9 1720,5+£157 -6,37+0,13 -6,46+0,20
(n:6)

dLNNA 1315,3+£133,6 1798,2+190,4 -6,73+0,10# -6,62+0,11
(n:8)

yLNNA 1465,2+184,8 1385,2+208,9 -7,30+0,24# -6,24+0,03*
(n:5)

dLNNA+KLO 1523,4+113,5 1973+236,1 -6,54+0,22 -6,55+0,17
(n:8)

yLNNA+KLO 1466,5£184,9  1599,84+169,9 -6,86+0,52 -7,21+0,38
(n:5)

yLNNA+yKLO 1636,4+278,7 1864,8+316,7 -7,12+0,29# -6,94+0,37
(n:7)

KLO 1548,4+170,6 2097,9+272,5 -6,98+0,11 -6,26+0,06*
(n:4)

yKLO 1215,4+95,6# 1032,3+88,1# -7,93+0,16# -6,79+0,17*
(n:4)

* Aymi grubun Normal Krebs degerlerine gore istatistiksel olarak anlamh farkhlik vardir.
# Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir.

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitéri L-NNA
uygulanan sicanlarda torasik aorta halkalannda in vitro sartlarda INDO (10 M) iceren
Krebs ortami sartlarinda fenilefrinin EC50 degerleri (logaritmik) hesaplandi. Kontrol;
dLNNA ve yLNNAgruplarinin fenilefrin kasilma cevaplarimin EC50 degerleri,
logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,46+0,20; -6,62+0,11 ve -6,24+0,03 olarak
bulundu. Kontrol grubuna gére L-NNA uygulanan gruplarda fenilefrin EC50 degerleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte yLNNA grubunun
normal Krebs ortamina gére INDO (10° M) Krebs ortaminda fenilefrinin EC50 degeri
anlamli olarak yiiksekti, sirasiyla -7,30+£0,24 ve -6,24+0,03 (p<0,001). Kontrol ve
dLNNA grbunda ise herhangi bir degisiklik gézlenmedi (Tablo 9).

5.4.1.3.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasimin Etkileri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan si¢anlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda INDO (10
M) iceren sartlarda kiimiilatif konsantrasyonlarma olusturduklari1 maksimum kasilma
cevaplar1 degerlendirildi. Kontrol; KLO ve yKLO gruplarinin fenilefrin maksimum
kasilma cevaplart (mg) ortalama+SH sirasiyla  1720,5£157; 2097,9£272,5 ve
1032,3+88,1 olarak bulundu. Kontrol grubuna gére yKLO uygulanan grupta fenilefrinin
maksimum kasilma cevaplar1 anlamli olarak diistii (p=0,01),(Tablo 9).

dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin fenilefrinin
maksimum kasilma cevaplar1 sirasiyla 19734236,1; 1599,84+169,9 ve 1864,8+316,7
seklindeydi ve Kontrole gore herhangi bir degisiklik gozlenmedi (p>0,05), (Tablo 9).

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan si¢anlarda torasik aorta halkalannda fenilefrinin in vitro sartlarda INDO (107

M) igeren sartlarda kiimiilatif konsantrasyonlarina olusturduklari kasilma cevaplarinin
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EC50 degerleri (logaritmik) hesaplandi. Kontrol; KLO ve yKLO gruplarinin fenilefrin
kasilma cevaplarinin EC50 degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -
6,46+0,20; -6,26+0,06 ve -6,79+0,17 olarak bulundu (Tablo 9). Her iki grupta Kontrole
gore anlaml1 bir farklilik gozlenmedi (p>0,05). Fakat hem KLO hemde yKLO fenilefrin
EC50 degeri normal Krebse gore INDO (10 M) Krebs ortamia gore anlamli olarak
yiiksekti, sirasiyla -6,98+0,11; -6,26+0,06 ve -7,93+0,16; -6,7940,17 (sirasiyla p=0,001
ve p=0,003), (Tablo 9).

dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin fenilefrin EC50
degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,55+0,17; -7,214+0,38 ve -
6,94+0,37 olarak bulundu (Tablo 9). Kontrole gore fenilefrin EC50 degeri gruplar
arasinda degismedi (p>0,05).

5.4.2.Klonidin Cevaplari

5.4.2.1. “in vivo” L-NNA Uygulanan Ratlarda “in vitro” ortamda klonidinin
Maksimum Kasilma Cevaplari ve EC50 Degerleri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitori L-NNA
uygulanan siganlarda torasik aorta halkalarinda klonidinin in vitro sartlarda kiimilatif
konsantrasyonlarina olusturduklart maksimum kasilma cevaplart degerlendirildi.
Kontrol; dLNNA ve yLNNA gruplarinin klonidin maksimum kasilma cevaplart (mg)
ortalama+SH sirasiyla 477,3+97,9; 649,3+95,6 ve 972,3+271,8 olarak bulundu. Kontrol
grubuna gore diisiik ve yliksek doz L-NNA uygulanan gruplarda klonidinin maksimum
kasilma cevaplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05),(Tablo 10).

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda NOS inhibitori L-NNA

uygulanan siganlarda torasik aorta halkalarinda klonidinin in vitro sartlarda kiimilatif
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konsantrasyonlarina olusturduklar1 kasilma cevaplarinin EC50 degerleri (logaritmik)
hesaplandi. Kontrol; dLNNA ve yLNNA gruplarinin klonidin kasilma cevaplarinin EC50
degerleri, logaritmik olarak, sirasiyla -6,24+0,23; -6,79+0,15 ve -7,45+0,28 olarak
bulundu (Tablo 10). Kontrol grubuna gore yiiksek doz L-NNA alan yLNNA grubunun

klonidin EC50 degeri anlamli olarak azaldi (p=0,009), (Tablo 10).

5.4.2.2. “in vivo” Klonidin Uygulanan Ratlarda “in vitro” ortamda klonidinin

Maksimum Kasilma Cevaplar: ve EC50 Degerleri

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan sicanlarda torasik aorta halkalannda klonidinin in vitro sartlarda kiimilatif
konsantrasyonlarina olusturduklari maksimum kasilma cevaplar1 degerlendirildi.
Kontrol; KLO ve yKLO gruplarmin klonidin maksimum kasilma cevaplar1 (mg)
ortalamat+SH sirasiyla 477,3£97,9; 799,2+190,3 ve 216,4+49,5 olarak bulundu ve
gruplar arasinda anlamli bir farklilik gdzlenmedi (p>0,05), (Tablo 10).

dLNNA+KLO ve yLNNA+yKLO gruplarinin klonidinin maksimum kasilma
cevaplar1 sirastyla (mg) 765,9£112,5 ve 780,1+134,5 seklindeydi ve Kontrole gore
herhangi bir degisiklik gdzlenmedi (p>0,05), (Tablo 10). yLNNA+KLO grubunda
klondinin kasilma cevaplari elde edilemedi.

Kontrol grubu ve 10 giin boyunca igme suyunda L-NNA ve/veya klonidin
uygulanan si¢anlarda torasik aorta halkalannda klonidinin in vitro sartlarda kiimilatif
konsantrasyonlarina olusturduklar1 kasilma cevaplarinin EC50 degerleri (logaritmik)
hesaplandi. Kontrol; KLO ve yKLO gruplarinin klonidin kasilma cevaplarinin EC50

degerleri, logaritmik olarak, ortalama+SH sirasiyla -6,24+0,23; -7,20+0,10 ve -
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6,47+0,210olarak bulundu (Tablo 9x). KLO grubunun klonidin EC50 degeri Kontrole

gore anlamli olarak diisiiktii ( p=0,01).

Tablo 10. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarmin siganlarda torasik aorta halkalarinda klonidinin in vitro
sartlarda kiimiilatif konsantrasyonlarina olusturduklar1 maksimum kasilma cevaplari

(Emax) (mg) ve bu cevaplarin EC50 degerleri (logaritmik).

Gruplar Klonidin Emax (mg) Klonidin EC50
(logaritmik)
Kontrol 477,3+97.9 -6,24+0,23
(n:6)
dLNNA 649,3+95,6 -6,79+0,15
(n:8)
yLNNA 972,3+271,8 -7,45+0,28%*
(n:5)
dLNNA+KLO 765,9+112,5 -6,35+0,13
(n:8)
yLNNA+KLO - -
(n:5)
yLNNA+yKLO 780,1+134,5 -6,95+0,39
(n:7)
KLO 799,2+190,3 -7,20+0,10*
(n:4)
yKLO 216,4+49,5 -6,47+0,21
(n:4)
* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir.
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklagik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150png/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

dLNNA+KLO; ve yLNNA+yKLO gruplarinin klonidin EC50 degerleri,

logaritmik olarak, sirasiyla -6,35+0,13 ve -6,954+0,39 olarak bulundu (Tablo 10).
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Kontrole gore klonidin EC50 degerleri farklilik gostermedi (p=0,01). yLNNA+KLO
grubunun klonidin kasilma cevaplar1 elde edilemedigi i¢in EC50 degerleri

hesaplanamadi.

5.4.3. Normal Krebs Ortaminda L-NNA ve/veya Klonidin Uygulamasinin
Fenilefrin, Klonidin Emax (mg) Cevaplan Ile Fenilefrin ve Klonidin EC50 (log)
Degerlerinin Karsilastirilmasa.

Normal Krebs ortaminda torasik aorta halkalarinin fenilefrin, klonidin ve KCl
aksimum kasilma cevaplari ile fenilefrin ve klonidinin EC50 degerleri karsilagtirilarak
in vivo L-NNA ve/veya klonidin uygulamasinin torasik aortanin vazokonstriktor
kapasitesi tizerine etkileri degerlendirildi (Tablo 11). Karsilastirma sonuglarina gore;
dLNNA grubunda fenilefrin EC50 degeri anlaml1 olarak diistii.
yLNNA grubunda fenilefrin ve klonidin EC50 degerleri anlamli olarak diistii.
dLNNA+KLO grubunda Kontrole gore herhangi bir degisiklik gézlenmedi.
yLNNA+KLO grubunda Kontrole gore herhangi bir degisiklik gézlenmedi.
yLNNA+yKLO grubunda fenilefrin EC50 degeri anlamli olarak diistii.

KLO grubunda klonidin EC50 degeri anlamli olarak diistii.
yKLO grubunda fenilefrin Emax cevabi ve fenilefrin EC50 degeri anlamli olarak diistii.

5.4.4. Kontrol, KLO ve yKLO grubunun EC50 ve Emax Degerlerinin
Karsilastirilmasi

Kontrol grubunun fenilefrin EC50 degeri L-NNA Krebs ortaminda anlamli
azalmistir. KLO grubunun fenilefrin Emax cevabi1 L-NNA Krebs ortaminda, fenilefrin
EC50 degeri ise INDO Krebs ortaminda anlamli olarak yiikselmistir. Benzer sekilde

klonidin EC50 degeri INDO Krebs ortaminda yiikselirken, aksine normal Krebs
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ortaminda klonidin EC50 degeri kontrole gore diismiistiir. yKLO grubunun kontrole
gore normal Krebs ortaminda hem fenilefrin Emax degeri hemde EC50 degeri kontrol
grubuna gore diismiistiir. INDO Krebs ortaminda ise fenilefrin EC50 degeri normal

Krebs ortamina gore yiikselmistir (Tablo 12).

Tablo 11. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;
KLO; yKLO gruplarinin Normal Krebs ortaminda siganlarin torasik aorta halkalarinda

fenilefrin, klonidin Emax cevaplar1 (mg) ile fenilefrin ve klonidin EC50 degerleri

(logaritmik).
Fenilefrin Klonidin
Gruplar Emax EC50 Emax EC50
(mg) (log) (mg) (log)
Kontrol 1542,9+84,9 -6,37+0,13 477,3+97,9 -6,24+0,23
(n:6)
dLNNA 1315,3+133,6 -6,73+0,10* 649,3+95,6 -6,79+0,15
(n:8)
yLNNA 1465,2+184,8 -7,30+0,24* 972,3+271,8 -7,45+0,28%*
(n:5)
dLNNA+KLO 1523,4+113,5 -6,54+0,22 765,9+112,5 -6,35+0,13
(n:8)
yLNNA+KLO 1466,5+184.,9 -6,86+0,52 - -
(n:5)
yLNNA+yKLO 1636,4+278,7 -7,1240,29* 780,1+134,5 -6,95+0,39
(n:7)
KLO 1548,4+170,6 -6,98+0,11 799,2+190,3 -7,20+0,10%*
(n:4)
yKLO 1215,4+95,6* -7,93+0,16* 216,4+49,5 -6,47+0,21
(n:4)
* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farklhiik vardir (p<0,05).
Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldu.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
yLNNA-+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Tablo 12. Kontrol, KLO ve yKLO grubunun fenilefrin ve klonidin EC50 ve Emax

Degerlerinin Karsilastirilmasi

Kontrol KLO yKLO
(n:6) (n:4) (n:4)
Normal Krebs  1542,9+84,9 1548,4+170,6 1215,4+95,6#
Fenilefrin
Emax L-NNA(10° M) 1631,7+£222,7 2281,2+219,8* 1581,7+£152,2
(mg) Krebs
INDO(10° M) 1720,5+£157 2097,9+272.5 1631,7+234.6
Krebs
Normal Krebs -6,37+0,13 -6,9840,11 -7,93+0,16#
Fenilefin
EC50 L-NNA(10° M) -6,97+0,17* -6,58+0.43 -7,55+0,20
(log) Krebs
INDO(10° M) -6,46+0,20 -6,26+0,06* -6,79+0,17*
Krebs
Normal Krebs 477,3£97,9 799,2+190,3 216,4+49,5
Klonidin
Emax L-NNA(10° M) - 682,65+204,1 -
(mg) Krebs
INDO(10” M) - 582,7+207,7 -
Krebs
Normal Krebs -6,24+0,23 -7,20+0,10# -6,47+0,21
Klonidin
EC50 L-NNA(10”° M) - -6,85+0,24 -
(log) ] Krebs
INDO(10° M) - 6,21+0,02* -
Krebs

* Aym grubun Normal Krebs degerleriyle karsilastirildiinda anlamh farkhhk vardir (p<0,05).
# Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhhk vardir (p<0,05).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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5.5.Plazma Nitrit/Nitrat (NOx) Degerleri

Deney sonunda (10.giin) sicanlardan toplanan plazma 6rnekleri gere¢ ve yontem
kisminda belirtildigi sekilde analiz edilerek plazma NOx degerleri ortalama+SH olarak
Olciildii (Tablo 13).

5.5.1. “in vivo” L-NNA Uygulamasinin Etkileri

Yiiksek doz L-NNA alan sicanlarda plazma NOx seviyesinde herhangi bir
degisiklik gozlenmezken diisiik doz L-NNA alan siganlarda plazma NOx seviyesi
anlaml olarak artt1 (p<0,001), (Tablo 13), (Sekil 8). Kontrol; dLNNA ve yLNNA grubu
plazma NOx (uM) ortalamalari+=SH karsilastirildiginda (10.giin) sirasiyla 0,254+0,01;
0,623+0,113 ve 0,261+0,031 olarak 6l¢iildii.

5.5.2. “in vivo” Klonidin Uygulamasinin Etkileri

Tek bagina klonidin alan KLO ve yKLO gruplarinda plazma NOx diizeyinde
anlamli herhangi bir degisiklik goézlenmedi (p>0,05), (Tablo 13). Kontrol; KLO ve
yKLO grubu plazma NOx (uM) ortalamalari=SH karsilastirildiginda (10.giin) sirasiyla
0,254+0,01; 0,252+0,01 ve 0,344+0,08 olarak 6l¢iildii (Tablo 13).

Hemde L-NNA hem birlikte klonidin uygulamasi alan siganlarda plazma NOx
seviyesi incelendi. Kontrol; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO ve yLNNA-+yKLO
gruplarinda plazma NOx (uM) ortalamalarn+SH karsilastirildiginda (10.gilin) sirasiyla
0,254+0,01; 0,459+0,105; 0,180+0,008 ve 0,221+0,026 olarak ol¢iildii (Tablo 13).
Klonidin alan dLNNA+KLO ve yLNNA+KLO gruplarinin plazma NOx degerleri
sirastyla dLNNA ve yLNNA ile karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik olmadi

(p>0,05),(Tablo 13).
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Tablo 13. Kontrol; dLNNA; yLNNA; dLNNA+KLO; yLNNA+KLO; yLNNA+yKLO;

KLO; yKLO gruplarinin plazma NOx degerleri (uM) ortalamalari=SH.

Gruplar Plazma NOx (uM)
Kontrol 0,254+0,010
(n:7)
dLNNA 0,623+0,113*
(n:5)
yLNNA 0,261+0,031
(n:8)
dLNNA+KLO 0,459+0,105
(n:8)
yLNNA+KLO 0,180-+0,008
(n:8)
yLNNA+yKLO 0,221+0,026
(n:8)
KLO 0,252+0,010
(n:8)
yKLO 0,344+0,080
(n:6)

* Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhilik vardir (p<0,001).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA aldi.

dLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
yLNNA+KLO : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin aldi.
yLNNA-+yKLO: 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin ald:.
KLO : 10 giin boyunca yaklasik 150png/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.

yKLO : 10 giin boyunca yaklasik 225p1g/100ml konsantrasyonunda klonidin ald1.
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Sekil 8. Kontrol, dLNNA, yLNNA gruplarinin plazma NOx degerleri (uM)

ortalamalari=SH.

*# Kontrol ve yLNNA grubuna gore anlamh olarak yiiksektir (p<0,001).

Kontrol : 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
dLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
yLNNA : 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA ald1.
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6.TARTISMA

Bu c¢alismada L-NNA’nin iki farkli konsantrasyonda uygulamasiyla olusturulan
kronik NOS inhibisyonunu aracili hipertansiyona klonidinin etkilerini belirlemek, bu
model hipertansiyona katkida bulunan mekanizmalara agiklik kazandiracak bulgulara
ulasmak amaclanmistir. Daha Onceki calismalarda L-NNA’nin  uzun siireli
uygulamalarinda kan basmcimin arttigi ve bu artisin bir¢ok antihipertansif ilagla
onlendigi bildirilmistir. Yapilan klinik ve deneysel arastirmalarda klonidinin insanlarda
ve birgok deneysel hipertansiyon modelinde kan basincini diislirdiigi gosterilmistir.
Ancak bu caligmada klonidinin NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon {izerine etkileri
ilk defa arastirilarak klonidinin kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun
gelisimini 6nledigi gosterilmistir.

Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon modeli giinlimiizde hipertansiyon
arastirmalarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu calismada NOS inhibisyonu
aracilt hipertansiyon olusturmak i¢in non-selektif NOS inhibitorii L-NNA’nin diisiik ve
yiiksek olmak {tizere iki farkli dozu kullanildi. Bilindigi gibi L-NAME bir 6n ilag olup,
potensi ve seciciligi tamamen L-NNA’ya hidrolize olabilme miktariyla orantilidir (136).
L-NAME’e gore L-NNA’nin daha disik dozlarinda benzer oranda total NOS
inhibisyonu saglanmasi bunu dogrulamaktadir (105). NOS inhibitorleri ile olusturulan
hipertansiyonun temel nedeni NOS enziminin inhibisyonu sonucu NO sentezindeki
azalmadir. Daha oOnceki c¢aligmalarda deney hayvanlarmma oral yolla verilen L-
NAME’nin 15 mg/kg/giin dozunun tama yakin bir NOS inhibisyonu i¢in yeterli oldugu
ileri stiriilmiistiir (137, 138). Bu nedenle bu ¢alismada deneklere L-NNA’nin 15 mg/ 100
ml’lik konsantrasyonu uygulandi ve bu uygulama sonucu deneklerin yaklagik 15

mg/kg/giin L-NNA dozu aldiklar1 tespit edildi. Ancak daha yiiksek dozda NOS
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inhibitorii uygulandiginda hipertansiyonun siddetinin arttig1 ve literatiir incelendiginde
kronik NOS inhibisyonu olusturmak ig¢in siklikla NOS inhibitorlerinin daha yiiksek
dozlarinin tercih edildigi goriilmektedir. Bu nedenle diger gruba L-NNA’nin 45 mg/ 100
ml konsantrasyonu uygulanarak NOS inhibisyonu olusturuldu ve ratlarin aldigi doz
yaklasik 46 mg/kg/giin olarak tespit edildi. Bu ¢alismada L-NNA ve klonidin ayn1 igme
suyu i¢erisinde birlikte uygulanmistir. Hem L-NNA hemde klonidinin suda ¢oziintirligi
iyi bilinmektedir. igme suyuyla verilen klonidinin s.c. uygulamanin yaris1 oraninda
plazmaya gectigi bildirilmistir (139). Ayrica bir L-arjinin analogu olan L-NNA’nin oral
yoldan igme suyuyla alindiginda L-arjinine benzer sekilde gastrointestinal sistemden
kolayca absorbe oldugu ileri siiriilmiistiir (140).

Ik olarak Gardiner ve ark. siganlarda uzun siireli L-NMMA uygulamasinin kan
basincinda artisa neden oldugunu gostermislerdir (76). Uzun siireli L-NAME
uygulandiginda kan basinct artisinin  siireklilik arz ettigi bildirilmistir (6). NOS
inhibisyonu aracili hipertansiyon gelisiminden total periferik direng artisi, artmis renal
sodyum tutulumu, sempatik sistem aktivasyonu ve c¢esitli vazoaktif maddeler sorumlu
tutulmaktadir. Arastirmalarda denek tiirlerinin degismesi, farkli NOS inhibitorlerinin
farkli doz ve siirelerde kullanilmasi s6z konusu olmakla birlikte meydana gelen
hipertansiyonun niteligi degiskenlik gostermektedir (20). Bugiline kadar yapilan
calismalarda uzun siireli NOS inhibisyonu yapilan deney hayvanlarinda NOS
inhibitdrlerinin doz ve siire bagimli olarak kan basinci artist meydana getirdigi net bir
sekilde gosterilmistir (8, 20). Bu calismada da yiiksek doz L-NNA uygulamasiyla
gelisen hipertansiyon diisik doz L-NNA ile olusturulan hipertansiyondan daha
siddetlidir. Diisiik doz L-NNA alan grupta plazma NOx seviyesi artarken, yliksek doz L-

NNA alan grupta ise herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Moncada diisiik doz NOS
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inhibitorii uygulandiginda plazma NOx seviyesinin yiikselmesinin esas olarak artmis
vazokonstriktor etkinligi kompanse etmek amaciyla daha fazla NO iiretilmesinden
kaynaklandigini ileri slirmiistiir (81). Bu c¢alismada kronik L-NNA uygulamasiyla
hipertansiyon olusturulan ratlarin plazma NOx seviyesindeki artis literatiirle uygunluk
gostermektedir. Yiksek dozda NOS inhibitoérii uygulandiginda hipertansiyonun
siddetinin artmas1 NOS inhibisyonunda meydana gelen ilave bir artisa isaret etmektedir.
Ancak daha onceki calismalarda o6zellikle yiiksek doz NOS inhibitorleri ile yapilan
hipertansiyona bobrek, kalp ve damarlarda meydana gelen kalic1 yapisal ve/veya
fonksiyonel degisikliklerin katkida bulundugu bildirilmistir (6, 20). Arastirmacilar
yiiksek doz L-NAME uyguladiklarinda kardiyovaskiiler hipertrofi, renal arteriyollerde
duvar kalinlagsmasi, fokal glomeriiler kollaps, interstisyel ekspansiyon ve tiibiiler atrofiyi
igeren yapisal hasar bulgular1 bildirmislerdir (6, 20, 99, 141). Diisiik dozda fakat uzun
stireli (Smg/kg/giin 2 ay ve 10 mg/kg/giin 3 hafta) L-NAME uygulandiginda glomeriiler
skleroz ve renal vaskiiler duvar hasar1 gozlenirken, 3 haftadan daha kisa siirelerde ise
herhangi bir yapisal hasar gozlenmemistir (88, 98). Son iki ¢alismada kullanilan NOS
inhibitorlerinin dozlarinin diisiik olmasina ragmen dokularda yapisal hasar meydana
gelmesi, kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda yapisal hasarlarin kullanilan
NOS inhibit6riiniin dozu kadar uygulama siiresiyle de iligkisinin Onemine isaret
etmektedir. Ayn1 zamanda mevcut calismada L-NNA’nin uygulama siiresinin kisa
olmast L-NNA’nin hem diisiik hem de yliksek dozlariyla olusturulan hipertansiyona
olast bir doku hasarinin katkisinin diisiik bir olasilik oldugunu diisiindlirmektedir. Bu
caligmada ratlarda organ ve dokularin yapisal hasar degerlendirmesi yapilmamstir, fakat
L-NNA’nin diisiik ve yiiksek dozlarinin uygulanmasiyla gelisen hipertansiyonda ratlarin

su aliminda ve viicut agirligr artisinda anlamhi bir farklilik olmamasi nedeniyle NOS
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inhibitorii uygulamasimin yukaridaki literatiir calismalarida dikkate alindiginda ratlarin
gelisimini etkilemedigi ve doku hasar1 olusmadig ileri siiriilebilir. Yiiksek dozda NOS
inhibitorii uygulandiginda hipertansiyonun siddetinin artmasi, NOS inhibitorleri ile
meydana gelen hipertansiyondan temel olarak NOS inhibisyonu rol oynasa bile diger
sistemlerin etkilenmesinin olusan hipertansiyona katkida bulunabilecegide ihmal
edilmemelidir.

Bu calismada L-NNA uygulanan ratlarin “in vitro” torasik aorta halkalari
incelendiginde diisiik doz L-NNA alan grupta fenilefrine, yiiksek doz L-NNA alan
grupta ise hem fenilefrine hem de klonidine vazokonstriktor duyarlili§in arttig tespit
edilmistir. Bilindigi gibi fenilefrin saf bir a;-adrenerjik reseptor agonisti, klonidin ise
giiclii bir a-adrenerjik reseptor agonistidir. Kanagy yaptigi bir ¢alismada yiiksek doz L-
NAME (60 mg/kg/giin, 14 giin) uygulanan ratlarin endotelyumu tahrip edilmis torasik
aorta halkalarinda «o,-adrenerjik reseptorlere duyarlilik artist1 olmadigi halde op-
adrenerjik agonistlere (UK14304) vazokonstriktor duyarlilikta bir artisin oldugunu
gostermistir (12). Diisiik ve yliksek doz L-NNA uygulamasinin o;-adrenerjik reseptor
duyarhiliginda meydana getirdigi artisin benzer olmasi, fakat yiiksek doz L-NNA
uygulamasi ile op-adrenerjik reseptorlere duyarlilik artisinin daha yiliksek L-NNA
dozuna bagli olarak ilave bir sempatik aktivite artisindan ve/veya sempatik aktiviteye bir
duyarlilik artisindan kaynaklanabilir.

Santral etkili bir antihipertansif ajan olan klonidinin hipertansif hastalarda
plazma adrenalin ve noradrenalin diizeyini, iriner katekolamin metabolitlerini ve
serebrospinal sivida noradrenalin diizeyini azaltarak sempatik aktiviteyi diistirdiigii
erken calismalarda gosterilmistir (17, 124). Yakin zamanda yapilan ¢alismalar uzun

stireli klonidin uygulanan hipertansif hastalarda iiriner katekolamin atiliminin, plazma
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adrenalin ve noradrenalin konsantrasyonunun azaldigini teyit etmistir (47). Intravenoz
klonidin uygulamasiyla kan basincinda meydana gelen diismenin santral sinir sistemine
ap-adrenerjik reseptor antagonisti uygulamasiyla oOnlenmesi klonidinin santral ;-
adrenerjik reseptor aracili hipotansif etki gosterdigine isaret etmektedir (142). Sonug
olarak klonidinin kan basincinmi santral postsinaptik op-adrenerjik reseptor aktivasyonu
yoluyla efferent sempatik noronal ateslemeyi zayiflatarak ve noroefektor kavsakta
presinaptik inhibisyonun da katkisiyla periferal rezistansi azaltarak disirdiigi one
stiriilmiistiir (142, 143).

Klonidinin hipotansif etkisi akut ve kronik uygulamayla iliskili olarak
degiskenlik gostermektedir. Genel olarak akut uygulamalarda klonidinin kan basincin
hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda disiirdiigii goriilmektedir. Klonidin
normotensif kisilerde 1-200 pg/giin i.v. doz araliginda, normotensif veya hipertansif
farkli hayvan tiirlerinde ise 1-500 pg/kg/giin i.v. doz araliginda kan basincini
distirmektedir (125, 139, 142, 144-153). Klonidinin kan basincimi diisiirmeyen i.v.
dozlar santral sinir sistemine intratekal, intraserebral ve intrasisternal uygulandiginda da
kan basinct diisme meydana gelmektedir (154-156). Klonidinin akut uygulandig:
hipertansif ratlarda kan basinci anlamli diiserken ayni doz klonidin (0,1 mg/kg/giin)
giinlere yayilarak kronik uygulandiginda ise kan basincini diisiirmemektedir (157).
Kronik uygulamada klonidinin 6zellikle diisiik dozlarin (yaklasik 0,05 mg/kg/giin)
antihipertansif etkisine kismi bir tolerans gelistigine isaret edilmekte, fakat klonidinin
daha yiiksek dozlarinin antihipertansif etkisine karsi tolerans gelismedigi
bildirilmektedir (158, 159). Kan basincinda uzun siireli bir diisiis saglamak i¢in kronik
uygulamada muhtemelen klonidinin daha yiiksek dozlar1 kullanilmalidir. Iliml1 esansiyel

hipertansiyonlu hastalarda ve SH ratlarda yapilan ¢aligmalarda klonidinin subkutan, oral
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veya 1.v. yolla uzun siireli uygulanmasiyla kan basinglarinda bir diisme gozlenmistir (17,
119, 121, 124, 159-161).

Bu calismada kronik klonidinin uygulanan (150 ve 225 pug/100 ml) normotensif
ratlarin kan basinglarinda bir degisiklik olmamistir. Uzun siireli subkutan klonidin alan
normotensif kisilerin ve s.c. klonidin pelleti (yaklasik 0,11 mg/kg/giin) uygulanan
normotensif ratlarin kan basincinda bir degisiklik goézlenmemesi bu bulgular
desteklemektedir (121, 162, 163). Normotensif tavsanlarda ise klonidinin diisilk dozu
(0,3 mg/kg s.c.) kan basincini etkilemezken daha yiiksek dozu (1 mg /kg/giin s.c) kan
basincinda bir diismeye yol agmaktadir (164). Muhtemelen klonidinin hipotansif dozu
tiire bagimh olarak farklilik arz etmekte ve ayn1 zamanda klonidinin etkisi doza bagimli
olarak ¢ok degiskenlik gostermektedir (126). Klonidinin degisik dozlarimin farkli etkiler
gostermesi klonidinin doz araliginin insanlardakine benzer sekilde deney hayvanlarinda
da oldukg¢a dar oldugunu diistindiirmektedir (158, 165).

Arastirmacilar SH ratlarda kronik klonidin uygulamasinin damarlarda yapisal bir
degisiklige yol a¢gmadigini, fakat bununla beraber mezenterik arterde noradrenalin
kasilma cevaplarim1 zayiflattigini bildirmislerdir (18). Bunun aksine kronik klonidin
uygulamasi sonucunda aortada ve basiler arterde kasilma ve gevseme cevaplarinin
degismedigi gosterilmistir (119, 121). Klonidinin kan basincini diisiirmediginin tespit
edildigi bir calismada karotis arteri ¢apinda bir azalmaya neden olmas1 vaskiiler o-
adrenerjik reseptorler lizerine pressor etkisinin hipotansif etkisini bloke edebilecegine
isaret etmektedir (157). Gergektende normotensif farelerle yapilan bir c¢alismada
deneklere 1 mg/kg i.p. klonidin verildiginde kan basincini diislirmiis, fakat klonidin 10
ve 50 mg/kg gibi ¢ok yiiksek dozlarda uygulandiginda ise kan basincini artirmistir (126).

Bu calismada klonidin uygulanan normotensif ratlarin kan basinglarinda bir degisiklik
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olmamasi segilen dozun uygun oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda diisiik doz
klonidin alan grupta torasik aortada o,-adrenerjik ve yliksek doz klonidin alan rat
grubunda o;-adrenerjik reseptor duyarliliginda bir artma tespit edilmistir. Kronik
klonidin uygulamasi sonucu a-adrenerjik reseptor duyarhigindaki artisin klodininin
sempatolitik etkisinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (124, 166, 167). Insanlarda
yapilan ¢aligmalarda da klonidinin saglikli insanlarda kan basincini diisiiriirken 6nkolda
periferik vaskiiler yatakta vazokonstriksiyona neden olmasi bu ajanin antihipertansif
etkisinin giicliniin santral sempatolitik ve periferik vazokonstriktor etkilerinin cebirsel
toplamindan olustugunu diisiindiirmektedir (148).

Santral etkili bir antihipertansif ajan olan klonidin sempatik aktiviteyi azaltarak
kan basincini diigiirmektedir. Bilgilerimize gore bugiine kadar kronik NOS inhibisyonu
aracili  hipertansiyon modelinde klonidinin  etkileri  arastirilmamistir.  NOS
inhibitorlerinin uzun siireli uygulanmasiyla kan basincinda meydana gelen artisin
sempatolitik bir ajan olan fentolamin (0.1 mg/kg i.v. bolus) infiizyonu ile dikkate deger
bir sekilde onlenmesi kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyondan artmis sempatik
aktivitenin sorumlu olabilecegine isaret etmektedir (107). Bu calismada diisiik doz L-
NNA uygulanmasiyla olusturulan hipertansiyonun gelisimi klonidinin 150 pg/100 ml
konsantrasyonunda uygulanmasiyla tamamen onlenmistir. Ancak L-NNA’nin yiiksek
konsantrasyonda uygulanmasiyla (45 mg/100 ml) hipertansiyon gelisimi ise kismen
Onlenmistir. Bu yliksek doz L-NNA uygulanan ratlarin aldigi giinliik klonidin
konsantrasyonu arttirildiginda ise (225 pg/100 ml), yiikksek doz L-NNA aracili
hipertansiyon gelisimi tamamen onlenmektedir. Klonidinin kronik NOS inhibisyonu
aracilt hipertansiyonun gelisimini doz-bagimli 6nlemesi bu model hipertansiyondan

sempatik aktivitedeki bir artisin sorumlu olduguna isaret etmektedir. Santral sinir
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sitemine NOS inhibitorii uygulanmasiyla olusan hipertansiyonun gangliyon blokori
pentolinyum ile Onlenmesi bu yaklasimi desteklemektedir (109). Yiiksek tuz diyeti
uygulanan deneklerde uzun siireli NOS inhibisyonunun kan basincini sodyum-duyarli ve
artmis sempatik aktivite aracili arttirdigir bildirilmistir. Arastirmacilar ayn1 zamanda
sempatik aktivitedeki bir artisinin sodyum duyarlhiliginda artmaya yol actifina isaret
etmislerdir (93). Uzun siireli hafta boyunca %8 ve %1’ lik tuz diyeti uygulanan tuz
duyarl SH ratlarin anterior hipotalamusuna klonidinin kronik olarak inflize edilmesiyle
yiiksek tuz diyeti alan SH ratlarda kan basinci diismiis diger grupta ise bir degisiklik
olmamigtir. Buna gore yiiksek tuz diyeti alan ratlarin sempatik aktivitesi artmakta ve
klonidin sempatik aktiviteyi zayiflatarak kan basincini diistirmektedir (83). Yiiksek tuz
diyetinin SH ratlarda anterior hipotalamusta santral a,-adrenerjik reseptor sayisinda bir
artis meydana getirdigi ve bu artisin muhtemel nedeninin santral sinir sistemindeki
azalmis noradrenalin diizeyi olduguna isaret edilmistir (168). Bu calismada sodyum
tutulumu incelenmemis olmakla birlikte daha 6nceki calismalarda NOS inhibisyonu
aracilt hipertansiyona artmis sodyum tutulumunun katkida bulundugu bildirilmistir.
Aragtirmacilar  NOS  inhibitorlerinin =~ sistemik  uygulandiginda  hipertansiyon
olusturmayan dozlarinin santral sinir sistemine uygulanmasiyla kan basincinin arttigini,
kan basincindaki bu artisin 6zellikle yiiksek tuz diyeti alan ratlarda daha da
siddetlendigini gostermislerdir (108, 169, 170). Nakanishi ve ark. da yaptiklan
calismada uzun stireli NOS inhibisyonu sonucu meydana gelen kan basinci artigindan
artmig tuz tutulumunun sorumlu oldugunu bildirmislerdir (94). Yiiksek doz NOS
inhibitorii alan gruba yiiksek tuz verildiginde ise hipertansiyonun dahada siddetlenmesi

bu goriisii desteklemektedir (82). Bu veriler kronik NOS inhibisyonunda kan basinci
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artisindan 6zellikle sempatik aktivitedeki ve kismende sodyum tutulumundaki bir artisin
sorumlu oldugunu diistindiirmektedir.

Klonidinin santral sinir sistemine i.c.v. injeksiyonunun hipotansiyon olusturmast,
hem in vivo hemde in vitro olarak NTS igerisine verildiginde NO konsantrasyonu
artirmast ve hipotansif etkisinin L-NNA ilave edildiginde 6nlenmesi iizerine klonidinin
santral sempatolitik etkisine NO’in aracilik ettigi ileri siiriilmiistiir (127). Bu ¢aligmada
ise L-NNA uygulanmasiyla hipertansiyon gelisiminin klonidin tarafindan doz bagimh
olarak oOnlenmesi, 06zellikle yiiksek doz L-NNA alan ratlarda giicli bir NOS
inihibisyonunun oldugu diisiiniiliirse klonidinin santral antihipertansif etkisine NO’in
onem arz edecek derecede katilmadig ileri siirtilebilir. Diger arastirmacilarin yaptigi bir
calismada klonidinin intrasisternal uygulamasiyla meydana gelen hipotansiyonun L-
NNA ile 6nlenmemesi bu goriisii desteklemektedir (128). Fakat in vitro ¢alismalardaki
bulgular klonidinin endotelyumdan salinan kasici ve gevsetici ajanlar1 stimiile ettigi
yoniindedir. Rat aortik halkalar1 ve mezenterik arterlerinde yapilan c¢alismalarda
klonidinin NO-cGMP yolag aracili gevsemeye yol agtigina isaret edilmistir (171). Insan
derisindeki kiiciik damarlarda klonidinin hem NO hemde prostaglandin aracili
vazodilatasyona yol actig, ratlarda ise in vitro sartlarda damar ¢aligmalarinda klonidinin
kasilma cevabina tromboksan A2’nin katkis1 oldugu bildirilmistir (172, 173). Bu
calismada in vivo klonidinin uygulanan ratlarin plazma NOx seviyelerinde bir degisiklik
gozlenmemesi ve L-NNA uygulanan ratlara klonidin verildiginde klonidinin plazma
NOx miktarinda anlaml bir degisiklige yol agmamasi klonidinin NO {izerine ciddi bir
etki gostermedigini diisiindliirmektedir.

Bir ¢alismada mezenterik vaskiiler yatak bir NO vericisi ile inkiibe edildiginde

dokudaki noradrenalin diizeyinin azaldigi, L-NAME ile inkiibe edildiginde ise arttig1
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bildirilmistir. Buna dayanarak NOS inhibisyonunda periferik sempatik aktivitenin
artistyla kan basincinin yiikseldigi ileri siiriilmektedir (174). Fakat NOS inhibisyonunda
plazma noradrenalin diizeyinin degismedigini gosteren c¢alismalar mevcut olmakla
beraber bu durum noradrenalin siklusundaki bir artis1 dislamamaktadir. Ustelik
noradrenalin diizeyi degismese dahi vaskiiler yataklarda sempatik duyarlilikta meydana
gelen bir artis periferal vazokonstriksiyona ve dolayisiyla kan basincinin yiikselmesine
neden olabilir (175). Bu calismada da diisiik doz L-NNA alan grupta torasik aortada o;-
adrenerjik reseptor duyarhigi artarken, yiiksek doz L-NNA alan grupta ise hem o;-
adrenerjik reseptor hem de o,-adrenerjik reseptor duyarhiginda artis tespit edilmistir. Bu
sonu¢ NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda sempatik aktivitedeki ve ayrica sempatik
duyarhiliktaki bir artisin vaskiiler yataklarda artmis vazokonstriksiyondan sorumlu
olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Literatiirdeki veriler ve bu ¢alismanin bulgular
biraraya getirildiginde bu c¢alismada uygulanan dozlarda, sonuglar kronik NOS
inhibisyonunda kan basinci artisindan santral ve periferik sempatik aktivitedeki bir
artisin sorumlu olduguna isaret etmektedir.

Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon modeli ile yapilan Onceki
arastirmalar gézoniine alindiginda bu model hipertansiyonda kan basinci artis1 ortak bir
bulgu iken, kalp hiz1 bulgularinin azaldigini, arttigin1 yada degismedigini bildiren ¢esitli
calismalar vardir. Bu ¢alismada L-NNA’nin diisiik ve yiiksek dozlarinin uygulanmasiyla
gelisen hipertansiyonda kalp hizi anlamli olarak diismektedir. L-NNA ve L-NAME’nin
yaklasik 10-70 mg/kg/giin doz araliginda uzun siireli uygulamasiyla kalp hizinda diisme
meydana geldigini bildiren ¢aligmalar bulgularimizi desteklemektedir (87, 100, 110,
140). Bir L-arjinin alkil esteri olan L-NAME etkili bir muskarinik reseptor antagonisti

iken, bir nitroarjinin bilesigi olan L-NNA ise antimuskarinik bir 6zellik gostermez (50).
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Kalp hizinda meydana gelen diismeden L-NNA’nin direkt AV ve/veya SA nodal
etkisinden ziyade L-NNA uygulamasi ile artmis kan basincina karsi gelisen bir
baroreseptor refleks cevap aracili vagal eksitasyon artis1 sorumlu olabilir. Yabe ve ark.
kedilerde yaptiklar1 caligmada akut L-NNA uygulamasi sonucu kan basincinin arttigini,
kalp hizinin ise diistiigiinii bildirmislerdir. Onlara gére NO kardiyak iletimi direkt olarak
degil fakat vagal kolinerjik mekanizma araciligiyla indirekt olarak diizenlemektedir. Bu
arastirmacilar L-NNA uygulamasi sonucunda hem intak hem de denerve kedilerde
kardiyak sempatik sinir aktivitesinde herhangi bir artisin olmadigini, vagal denervasyon
yapilan kedilerde kalp hizinin arttiim1 ve bu nedenle sempatik sistemin NO aracili
kardiyak iletimin diizenlenmesine herhangi bir katkisinin olasi olmadigina isaret
etmiglerdir (176). Akut NOS inhibitorii uygulamalarinda kalp hizinda meydana gelen
diismenin kan basincindaki ani artisa refleks bir yanittan kaynaklanmasi s6z konusu
olabilir. Uzun stireli NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonda ise artmis sempatik
aktiviteyi baskilamak icin baroreseptdr refleks aktivasyonuna bagl kalp hizinda bir
azalma olabilecegine isaret edilmistir (137, 177). Fakat NOS inhibitorleri farkli doz ve
siirelerde uygulandiginda kalp hizinin arttigim veya degisiklik olmadigini bildiren
caligmalarda vardir (91, 97, 178-181). Gergekte cok yiiksek dozlarda (yaklasik 100-150
mg/kg/glin) kronik NOS inhibitorii uygulanan ratlarin kan basinci yiikselirken kalp
hizlarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir, fakat kardiyak indekste bir artis
meydana gelmistir (178, 179). Cok yiiksek dozda L-NAME kullanilan bu iki ¢alismada
baska sistemler aktive olmus olabilir. Bu ¢alismada da yliksek doz L-NNA alan grubun
10.giindeki kalp hiz1 diisiik doz L-NNA alan grupla karsilagtirildiginda kalp hizindaki
diisme goreceli olarak daha azdir. Elde edilen sonuglardaki celiskinin nedeni deneylerde

farkli denek tiirlerinin kullanilmasi, ¢esitli NOS inhibitérlerinin degisik doz ve siirelerde
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uygulanmas1 ve/veya deneklere uygulanan deneysel prosediirlerdeki farklilik olabilir
(137). Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon modelinde kalp hiz1 ile ¢eliskili
sonuglar olsa da, genel olarak NOS inhibitorleri 10-70 mg/kg/giin doz araliginda
uygulandiginda kan basinct artisina kalp hizinda bir azalmanin eslik ettigi
gorilmektedir. Bu ¢alismada L-NNA’nin kronik uygulanmasi sonucu kan basinci artmis
kalp hiz1 ise azalmistir. Klonidin yiikselmis olan kan basincini doz bagimli olarak
diisiirmekle birlikte azalmis olan kalp hizimi etkilememis, yine normotensif kontrol
ratlarda da kalp hizina etki etmemistir. Klonidin kronik olarak uygulandiginda genel
olarak normotensif hayvanlarda ve SH ratlarda yapilan caligmalarda kan basincinin
devamli diisiik seyrettigi fakat kalp hizinda bir degisiklik olmadigi bildirilmistir (121,
158, 159, 163, 164). Diger hipertansiyon modellerinde de kronik klonidin uygulamasinin
kalp hizim1 etkilemedigi gosterilmistir (83, 182). Klonidinin kronik uygulamada kan
basincini diisiirmesine ragmen kalp hizinda anlamli bir degisiklige yol agmamasi kalp
hizin1 kontrol eden sistemlerin duyarliliginin kan basincini1 diizenleyen sistemlere gore
daha diisiik olduguna isaret etmektedir (146, 159). Kalp hizinin ve kan basincinin santral
diizenlenmesinin kismen birbirinden bagimsiz olmasi da s6z konusudur ki ap-adrenerjik
reseptOr antagonisti yohimbin, klonidin uygulamasiyla kan basincinda meydana gelen
diisiisti onlerken kalp hizindaki diisiisii ise etkilememistir (153).

On giin siireyle L-NNA uygulamas1t Emax degisikligi yapmaksizin o;- ve op-
adrenerjik reseptorlerde duyarlilik artis1 meydana getirmekte ve bu artis doz-bagimli bir
goriiniim arz etmektedir. Yine uzun siire klonidin uygulamasi o;- ve o,- adrenerjik
reseptor duyarliligini doz-bagimli bir sekilde arttirmaktadir. Bu duyarhilik artist
klonidinin uygulama siiresinde olusan sempatolitik etkinliginin bir gostergesi olabilir.

On giin boyunca tek basina L-NNA veya klonidin uygulanan ratlarda meydana gelen a,-
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ve/veya ap-adrenerjik reseptor duyarliliklarindaki artis L-NNA ve klonidin birlikte
uygulandiginda geri donmiistiir. Uzun siireli L-NNA ve klonidin uygulamasi ile ;-
adrenerjik reseptorlerde meydana gelen duyarlilik artis1 in vitro sartlarda ortama INDO
Krebs ilave edildiginde geri donmiistiir. Bu durum arasidonik asit metabolitlerinin ;-
adrenerjik reseptor aktivitesini etkiledigini diisiindiirmektedir.

Ozetle bu calismada;

Kronik L-NNA uygulamasiyla gelisen hipertansiyonun doz-bagimli oldugu ve
ratlarin kalp hizinda diisme meydana getirdigi,

Tek basina uzun siire klonidin uygulamasinin, uygulanan dozlarda, normotensif
ratlarin kan basincini ve kalp hizini etkilemedigi,

L-NNA uygulamasi ile hipertansiyon gelisiminin klonidin tarafindan doz bagimli
bir sekilde dnlendigi, fakat L-NNA uygulamasiyla diisen kalp hizin1 degistirmedigi,

Diisiik doz L-NNA uygulamasinin plazma NOx seviyelerini artirirken, yiiksek
doz L-NNA, tek basma klonidin uygulamasi ve L-NNA-+klonidin uygulamalarinin
plazma NOx diizeylerini etkilemedigi,

Diisiik doz L-NNA uygulanan ratlarin torasik aorta halkalarinin a;-adrenerjik
reseptor duyarliginin arttigl, yiiksek doz L-NNA uygulanan ratlarda ise hem a;-
adrenerjik reseptor hem de ap-adrenerjik reseptor duyarliginin arttigi,

Klonidin diisiik dozlarda uygulandiginda ratlarin torasik aorta halkalarinin o,-
adrenerjik reseptor duyarliginin arttigi ancak daha yiliksek dozlarda uygulandiginda ise
torasik aortanin a;-adrenerjik reseptor duyarliginin arttigi,

Diisiik ve yiiksek doz L-NNA uygulamasinin torasik aorta halkalarmin o;- ve o,-

adrenerjik reseptér duyarligindaki artisi klonidinin diisilk dozlarda azalttigi, ancak
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yiiksek doz klonidinin yiiksek doz L-NNA’nin olusturdugu artmis a;-adrenerjik reseptor
duyarhigini degistirmedigi ,

Uzun siireli L-NNA ve klonidin uygulamasi sonucu a,;- ve ay-adrenerjik reseptor
duyarliliklarinda meydana gelen artisin in vitro L-NNA ve INDO varhiginda geri
dondiigl gosterilmistir.

L-NNA uygulamasi ile hipertansiyon gelisiminin klonidin ile 6nlenirken, L-NNA
uygulamasi ile diismiis kalp hizinin diizelmemesi, kronik NOS inhibisyonu aracili
hipertansiyonda kalp hiz1 diisiisiiniin artmis kan basincina refleks bir yanittan
kaynaklanmadigina isaret etmektedir. Diisiik doz L-NNA uygulamasi ile torasik aortada
a-adrenerjik reseptor ve yiiksek doz L-NNA uygulamasi ile hem o;-adrenerjik reseptor
hem de ap-adrenerjik reseptér duyarliginin artmasi da meydana gelen hipertansiyona
katkida bulunabilir. Diisiik doz klonidin uygulamasiyla torasik aortada o,-adrenerjik
reseptor duyarliginin artmasi, yiiksek doz klonidin uygulamasiyla a;-adrenerjik reseptor
duyarhi@inin artmasi, klonidinin sempatolitik etkisinin gostergesi olarak diisiiniilebilir.
Sonu¢ olarak kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon gelisiminin klonidin
tarafindan 6nlenmesi bu model hipertansiyonun gelisiminden esas olarak sempatik sinir
sistemi aktivasyonunun sorumlu oldugu gorisiinii desteklemektedir. Bu calismada
klonidinin kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisimini doz bagimli olarak

onledigi ilk kez gosterilmistir.
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