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OZET

L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi araciligi ile sentezlenen
nitrik oksit (NO) bir ¢ok fizyolojik sistemdeki ana diizenleyici molekiildiir.
Subaraknoid kanama (SAK) sonrasindaki fizyopatolojik siirecte NO'in 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Yakin zamana kadar metabolitlerindeki degisikliklerin analizi
ile belirlenebilen NO diizeyi artik dokularda amperometrik yontem ile dogrudan
Olciilebilmektedir.

Bu calismada deneysel SAK olusturulan tavsanlarin sag frontal subkortikal NO
diizeyleri amperometrik yontemle Olclilmistiir. Serum fizyolojik (SF) ve 7-
aminoguanidin infiizyonlar1 yapilan iki grup tavsanda SAK oncesinde, SAK'dan
hemen sonra ve takip eden 1., 2., 3. ve 4. giinlerde beyin dokusunda NO diizeyleri
Olctlmiistiir.

SF infiizyonu yapilan deneklerde SAK'dan hemen sonra beyin dokusunda NO
miktarinda anlamli diisme, 1. glinde anlamli yiikselme tespit edilmis, 7-
aminoguanidin verilen deneklerde SAK'dan hemen sonra ve SAK sonrasi 4. giinde
beyin dokusunda NO miktarinda anlamli diigme tespit edilmistir.

Bu c¢alisma beyin dokusundaki NO diizeyinin amperometrik yontemle
dogrudan 6l¢iilebildigini gostermistir. Elde ettigimiz sonuglar, SAK'dan hemen sonra
beyin dokusunda NO eksikliginin meydana geldigini ve takip eden siirecgte
immiinolojik NOS enziminin aktivitesinin arttifin1 ve endotelyal NOS aktivitesinin

ise azaldigini gostermistir.

Anahtar kelimeler:
Nitrik oksit; Subaraknoid kanama; Amperometrik 6l¢iim; L-arjinin; Nitrik oksit

sentaz.



SUMMARY

Nitric oxide (NO) is a potent regulatory molecule in many physiological
systems, synthesized via L-arginine oxidation by family of nitric oxide synthase
(NOS). It is known that NO plays important role in physiopathological processes
after subarachnoid hemorrhage (SAH). While determination of NO level has been
decided by analyses of NO metabolites in different samples until now, recently NO is
measured directly by amperometric method.

In this study, right frontal subcortical NO level was measured in rabbits with
experimental SAH by amperometric method. NO levels were measured in two
groups of rabbits which received saline and 7-aminoguanidine before and
immediately after SAH, and also 1, 2, 3, and 4 days after SAH.

It is found that NO level significantly decreased immediately after SAH,
significantly increased on 1st day of SAH in saline infusion group. NO level
decreased immediately after SAH and on 4th day of SAH in 7- aminoguanidine
group.

This study shows that NO can be measured directly by amperometric method.
Our results show that NO decreases immediately after SAH, immunological NOS is

induced and endothelial NOS is inhibited in days following SAH.

Key words:
Nitric oxide; Subarachnoid hemorrhage; Amperometric method; L-arginine,

Nitric oxide synthase.
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1. GIRIS VE AMAC

Beyin damar hastaliklar1 arasinda aterotromboz, embolizm ve birincil
intraserebral kanamay1 takiben dordiincii sirada yer alan subaraknoid kanama
(SAK), kanamali inme olgularinin % 6-8’ini olusturur. SAK'm en sik nedeni
travmalardir; spontan subaraknoid kanamalarin en sik nedeni ise % 75-80 siklikla
anevrizmalardir (39).

Anevrizmal SAK sonrast kanin subaraknoid mesafeye dolmasi ile bir ¢ok
kimyasal ve fizyolojik siire¢ baglar. Kanama ile birlikte arterlerde hemen bolgesel ya
da genel daralma (erken vazospazm) meydana gelir; bu anevrizmaya gelen kani
azaltmaya yani kanamayr durdurmaya yardim eder, kanama bdlgesinde tikag
olusturma ve pihtilagma siireci ile kanamanin tam durmasi miimkiin olabilir. Akut
vazospazmda hangi siireglerin rol oynadig1 agik degildir. Subaraknoid mesafedeki
kanin yikilmaya baslamasi ile yeni bir fizyolojik ve kimyasal siire¢ baglar. Bu siire¢
yeniden kanama, ge¢ vazospazm, hidrosefali, epilepsi ve ekstrakranial patolojilere
(kalp iskemisi gibi) neden olur. Bu siiregte nitrik oksit (NO) 6nemi bir rol oynar.
Yapilan ¢alismalarla 6zellikle ge¢ vazospazmda NO'nun roliiniin fazla oldugu ortaya
konulmustur. Vazospazm nedeni olarak NO'nun {iretiminde veya etkinliginde
azalmanin ve NO {iretiminin genetik olarak kusurlu olmasmin etkili oldugu;
anevrizma olugsumunda ve olusan anevrizmalarin kanamaya yatkinliginda NO'nun
onemli rolii oldugu ¢alismalarla ortaya konmustur. (7, 13, 14, 24)

NO yar1 dmrii 10-60 sn olan ugucu bir gazdir. NO, L-arjininin NOS tarafindan
enzimatik oksidasyonu sonucu sentezlenir. NO’nun bilinen en 6nemli fonksiyonu
basta arterler olmak iizere damarsal yatakta meydana getirdigi genislemedir. NO
ayrica trombosit agregasyonu ve adezyonunu, I6kositlerin endotel hiicresine
adezyonunu engeller, diiz kas proliferasyonunu indiikler, bagisiklik sistemini
diizenler, damar gegirgenligini artirir, trombosit ve 16kosit membrani gecirgenligini
artirir (6, 32, 52).

NO’nun kisa yarilanma omrii aragtirmacilar i¢in her zaman sorun olmustur.
Yakin zamana kadar NO’nun dogrudan olgiilememesi arastirmacilart dogrudan
olmayan yontemleri kullanmaya yoneltmistir. Bu yontemlerden biri NO diizeyinin

gostergesi olarak NO yikim {iriinleri nitrat ve nitritin dlizeylerine bakmaktir. Bir diger
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yontem NO sentez asamalarini1 engelleme yontemidir. Bu yontemde NO sentezleyen
NOS izoenzimlerinin genel ya da 0zgiil inhibitorleri kullanilarak NO sentezi
engellenmeye calisilmisti. NO Onciili olan L-arjinin verilerek NO diizeyinde
degisim amaclamak ve etkinligini 6l¢gmek bir bagka yontemdir. Diger bir yontem ise
dogrudan NOS enzim aktivitelerine bakmaktir (65, 66, 74).

Dogrudan NO ol¢liim teknigi olan amperometrik (elektrokimyasal) dl¢iimde
Ozgiin bir sensor kullanilir. Bu sensoriin o6lgiim teknigi, NO’nun gaz gegirgen bir
membrandan gegip ince bir elektrolit tabakasindan diffiizyonu ve takiben 6l¢iim
elektrodlarin1 okside etmesine dayalidir. Bu oksidasyon, membranin disindaki
NO’nun konsantrasyonu ile orantili bir akim yaratir. Bu 6l¢lim i¢in 6zgiinlestirmis
yazilimlar kullanilir. Yakin tarihlerde bu 6l¢iim teknigi kullanilarak ¢esitli dokularda
NO diizeyleri farkli patolojik siireclerde 6l¢iilmiistiir (11, 47).

SAK meydana geldikten sonraki dénemde beyin dokusu igerisinde NO
diizeyinin dogrudan bilinmesi ve zaman-konsantrasyon grafiginin ortaya konmasi ve
inflamasyon sonucu artan iNOS'un NO'nun diizeyine etkilerinin bilinmesi, SAK
sonrasi fizyopatolojik ve kimyasal siireclerin daha iyi anlagilmasina yardim edecek
ve SAK sonrasi ortaya c¢ikan ve heniliz tedavileri istenilen diizeyde olmayan
vazospazm gibi komplikasyonlarin tedavisine yonelik yeni yontemlerin gelismesine
katkida bulunacaktir.

Bu c¢alismamizda deneysel olarak SAK olusturulmus tavsanlarda, SAK
olusumunu takip eden akut donemde ve sonrasindaki gilinlerde beyin dokusu
icerisindeki NO'yu amperometrik yontemle dogrudan dlgmeyi planladik. Ayrica SAK
sonrasi donemde inflamasyon ile ortaya ¢ikan iNOS'un NO diizeyine olan etkisini

secici iNOS inhibitorii olan 7-AG kullanarak belirlemeyi amagladik.



13

2. GENEL BILGILER

2.1. NITRIK OKSIT (NO)

2.1.1. Tanum ve tarihce

NO lipofilik, kimyasal olarak kararli, reseptdr bagimsiz, bilinen en diislik
molekiil agirlikli serbest radikal bir gazdir (13).

1970'li yillarin sonlarinda Dr. Robert Furchgott'in iki teknisyeni ayni deney
protokoliinde birbirine zit iki veri elde etti. Teknisyenlerden biri tavsan aortasinda
asetilkolin ile bir miktar kasilma elde ederken diger teknisyen tam tersine gevseme
elde etti. Furchgott teknisyenlerden kasilma elde edenin aortay: ¢ikarirken 6zensiz
davrandigini endoteli zedeledigini, gevseme elde edenin ise daha itinali davrandigini
fark etti ve basit bir deney protokolii ile damar endotelinin asetilkolin gevsemesi i¢in
zorunlu oldugunu ve kisa yarilanma 6mrii olan bir maddenin gevsemeden sorumlu
oldugunu yayimladi. Bu kisa yarilanma Omrii olan maddeye endotel kaynakli
gevsetici faktdr (EDRF) adin1 verdi (22).

1986-87 yillarinda Furchgott ve Ignarro birbirinden bagimsiz olarak EDRF'nin
NO olabilecegini iddia ettiler (23, 33).

1992 yilinda beyin ekstrelerinde NO aktivitesinin varligt bulundu (13).

2.1.2. NO sentezi ve nitrik oksit sentaz (NOS)

NO, NOS aracilig1 ile sentezlenir. NO sentezinde rol oynayan NOS'un ii¢
formu vardir.

Noronal NOS (nNOS yada Tip 1)

Immunolojik NOS (iNOS ya da Tip 2)

Endotelial NOS (eNOS ya da Tip3) (13, 32).

NO, NOS aracilig1 ile L-arjininden iki basamakta sentezlenir.

1- Arjininden hidroksiarjinin olusumu (NADPH, O,, Ca"™ kullanilir; CO
tepkimeyi engeller).

2- Hidroksiarjininden NO ve sitrullin olusumu (NADPH, O,, Ca™ kullanilir;
CO ve arjinin analoglarn tepkimeyi engeller, ayrica olusan NO, NOS'un prostatik

grubuna baglanarak bu basamakta negatif feedback ile tiretimi azaltir) (Sekil 1) (32).
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NH; 0
CHy —NH—C] CHy —NH—C]

NH» nitric NH»
CH» oxide CH»

05 NO

CH, CH,
CH-NH7 » CH-NH3
COO~ COO~
arginine NADPH NADP+ citrulline

Sekil 1. L-arjinin-sitrullin tepkimesinde NO olusumu.

Endotelial NOS ve noéronal NOS devamli aktif halde iken, iNOS devaml: aktif
halde bulunmaz. Toksik ve enfeksiydz uyari ile aktif hale geger. nNOS ve eNOS'un
aksine iNOS kalsiyum bagimli degildir. iNOS uyar1 sonucu devamli ve yiiksek
oranda NO sentezleyebilir bdylece iNOS'un sitotoksik 6zelligi ortaya ¢ikar. eNOS ve
nNOS ise kiiciik miktarlarda ve aralikli olarak NO sentezler. Bunlar NO'nun
molekiiler messenger islevine uygun olarak yiiksek kontrol altinda ¢alisir (32).

Astrositlerde L-arjininden dogrudan NO sentezleyen nNOS enziminin varligi
s6z konusudur. Uretilen NO, astrositlerin ayaksi uzantilarindan difiizyonla damar
duvarina ulasir (20, 56).

Hipoksi, makrofajlarda iNOS transkripsiyonunu uyarir. Ayrica bir¢ok hiicrede
lipopolisakkarit ve sitokinler iNOS'u uyarir. eNOS i¢in aralikli uyaricilar protein 1,
protein 2, niikleer faktdr 1, akut faz reaktanlar1 ve gerilme stresidir. nNOS enzimi
i¢cin uyaricilar protein 2, akut faz reaktanlari, niikleer faktor 1, niikleer faktér kappa B
ve glutamattir. Her ti¢ tip NOS formu i¢in enzim yikim yolu ile kontrol mekanizmasi
vardir (20, 32). Bir diger kontrol yolu ise L-arjininin tiikkenmesi durumunda NOS
enziminin iizerine aldigi iki elektronu NO sentezinde degil, siliperoksit anyon

sentezinde kullanmasi durumudur. NOS, hem NO hem de siliperoksit anyonunu
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birlikte sentezleyebilir (25, 32).

NO, nodronlarda noérotransmitter tasiyan vezikiiller icinde bulunmaz.
Postsinaptik reseptorleri yoktur. Noronal etkisini difiizyonla yer degistirerek gdsterir
(20, 56). nNOS noron, astrosit ve mikrogliada bulunur. Serebellar fastigial niikleusta
da NOS aktivitesi vardir (31, 32). Postsinaptik alandaki NMDA reseptorlerinin
presinaptik araliga salinan eksitatér aminoasit olan glutamat tarafindan aktivasyonu
sonucu nNOS, NO sentezler. NO diflizyonla damar cevresindeki sinir terminaline
ulagir ve damar duvarinda etkisini gosterir. Pterigopalatin ve sfenopalatin ganglion
nonkolinerjik, nonadrenerjik sinir liflerinin ¢ikis yeridir. NOS aktivitesi Willis
poligonunun anterior boliimiinde daha belirgindir. Pterigopalatin ve sfenopalatin
ganglionlarinin etki mekanizmasit NO bagimli, endotel bagimsizdir (20, 56). NO
tiretimi, asagida siralanan NO inhibitorleri ile kompetetif olarak inhibe edilebilir

(Tablo 1). Bu olay L-arjinin verilerek tersine ¢evrilebilir.

Tablo 1. NOS inhibitorleri.

NOS inhibitorleri Kisaltma Inhibitér
N°monometil-L-arjinin L-NMMA nNOS =eNOS > iNOS
NC-nitro-ajinin L-NA nNOS =eNOS > iNOS
N¢amino-L-arjinin L-NAA nNOS = INOS » eNOS
L-NC-nitroarjinin L-NNA

7-nitroindazol 7-Ni nNOS = eNOS =iNOS
L-N®-nitro arjinin metil ester L-NAME

Noiminoetil-L-ornitin L-NiO iNOS > eNOS =nNOS
7-Aminoguanidin 7-AG iNOS » eNOS =nNOS
Agmatin AGM iNOS > iINOS)»> nNOS

2.1.3. NO etki mekanizmasi

NO lipofilik bir maddedir. Bu nedenle damar endotelinden diiz kas hiicrelerine
kolaylikla difiize olarak, guanilat siklaz enziminin hem grubuna baglanir. Bu enzimi
aktif hale getirip, diiz kas hiicrelerinde cGMP diizeyini arttirir. cGMP miktarinin

artmasi, damar diiz kas hiicrelerinde gevsemeye, trombosit adezyon ve
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agregasyonunda inhibisyona neden olur (6).

Insanlarda NO bazal durumda damar endotelinden siirekli olarak saliverilir ve
olusturdugu vazodilator etki ile damar direncinin diizenlenmesine katkida bulunur.
L-arjininden sentezlenen NO'nun depolanma mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemektedir (6, 43).

NO beyin arterlerinde substans P, vazopressin, ATP ve ADP gibi bir ¢ok
vazodilatatoriin  gevsetici etkilerine aracilik eder ve kismen de endotelin,
norepinefrin, 5-HT gibi baz1 vazokonstriktorlerin kasici etkilerini onler (51). NO
hiperkapni, asidoz, metabolizmada artis ve eksitator aminoasitlerin varliginda
vazodilatasyon yapar. Yapilan calismalarda hiperkapni sirasindaki ve diisiik pH'ya
bagli olusan vazodilatasyon NOS inhibitorleri kullanilarak engellenmistir (14). L-
arjinin/NO/cGMP yolu damar tonusunun kontroliinde ¢ok 6nemli goriilmekte ve son
zamanlarda giderek daha fazla arastirmaci tarafindan BKA diizenlenmesinde ana
belirleyici olarak kabul edilmektedir (2, 13, 14, 37).

Nitrik oksidin iskemik beyin modellerindeki koruyucu etkileri; vazodilatasyon,
trombosit agregasyonunun inhibisyonu, 16kosit adezyonunun inhibisyonu, serbest
oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek bu yapilarin ortamdan uzaklastirilmasidir.
Toksik etkileri ise; siiperoksit anyonlarla peroksinitritleri olusturarak sitotoksik etki,
demir metabolizmasinin bozulmasi, DNA sentezinin engellenmesi, elektron

transportunun bozulmasidir (32).

2.1.4. NO metabolizmasi

NO dokularda ve oksijenlenmis fizyolojik sivilarda hizli sekilde yikilir. NO'nun
yarilanma 6mrii 10-60 saniye arasinda bulunmustur. Siiperoksit dismutaz enziminin
ortama katilmas1 NO'nun inaktivasyonunu hizlandiran serbest oksijen radikallerinini
notralize eder. NO yikimi yavaglar ve etkisi artar (6, 43).

NO, diisiik konsantrasyonlarda ve oksijen yoklugunda kararli olmasina karsin
oksijenin ve serbest oksijen radikallerinin bulundugu biyolojik ortamda kararli
degildir (50). NO gaz halindedir ve sudaki ¢oziiniirliigii zayiftir. Hidrofobik 6zelligi
ve ufak yapist NO'nun fizyolojik islevleri i¢in ¢ok Onemlidir ve serbestge hiicre
membranindan gecebilmesine izin verir. Gaz fazinda NO oksijenle reaksiyona girer,

NO:; ve dinitrojen trioksit (N203) olusturur (29).
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2NO + O,— 2NO

NO +NO; — N,O;

Oksihemoglobin ve oksimyoglobin gibi oksihemoproteinlerin yoklugunda sivi
fazda NO'in otooksidasyonu %100 oraninda NO, olusturur (34).

4NO +0O, + 2H, O — 4HNO, — 4NO, + 4H"

Biyolojik sistemlerde NO, oksihemoproteinlerle NOs'e (34) ve siiperoksit
anyonu varhiginda peroksinitritlere (ONOO") déniisiir (8). in vivo ortamda dominant
olarak NO; olusur ve kanda NO'nun major metaboliti NOs'diir (53). Ayrica kuvvetli
okside edici ajanlar varliginda NO, 'den de NO; olusur (50).

2.1.5. NO ve beyin kan akiminin diizenlenmesi

Yapilan bir ¢ok calismada NO'mun kuvvetli bir vazodilatatér oldugu
bulunmustur (13, 14, 20, 32).

Endotelium, noronlar, astrositler ve damar ¢evresindeki sinir u¢larindan, damar
duvari diiz kas dokusuna ulagan NO, damar duvarindaki gevsemeyi su mekanizma ile
saglar: NO ¢0ziinebilir guanilat siklazin bir pargasi olan hem igerisindeki demire
baglanip damar diiz kasindaki cGMP iiretimini uyarir. cGMP daha sonra protein
kinaz1 uyarir. Bu ise myozinin ince zincirini fosforile ederek damar diiz kasinda
gevsemeye sebep olur (13, 14, 20, 31, 32).

Beyin damar tonusunun belirlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen diger vazoaktif
maddelerin bir c¢ogunun etkisinin NO iizerinden oldugu arastirmalar sonucu
bulunmustur. NOS inhibitorlerinin verilmesi, asetilkolin, bradikinin, substans P,
norokinin A ve B, ndropeptit K, trombin A23287, vasopressin, oksitosin, adenozin
trifosfat, serotonin, prostasiklin ve histamin ile olusan gevsemeyi geri ¢evirmistir.
Bradikinin ve prostasiklininin dogrudan gevsetici etkilerinin oldugu da bilinmektedir
(12, 13, 14).

NO; hiperkapni, asidoz, hipermetabolizma ve glutamat gibi eksitator
aminoasitlerle kortikal hiperstimiilasyon durumlarinda vazodilatasyon olusturur.
Hiperkapni ve diisik pH durumunda olusan vazodilatasyon, NOS inhibitorleri
kullanilarak engellenmistir. NOS inhibitdrleri ile diisiik pH'ya bagli vazodilatasyonun
azaltilmasi ekstraseliiler pH'in, beyin arteriollerinin tonusundaki hiperkapniye bagh

degisimleri modiile ettigini ortaya koymaktadir. Vazodilatasyonu yapan NO;
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endotelial, glial ya da noéronal kaynakli olabilir. Beyin metabolizmasindaki artma
sonucunda beyin kan akimi artar. Bu iligkide NO 6nemli bir rol oynar. Glutamat,
NMDA reseptorlerini uyarir. Uyarilan bu reseptorler nNOS'un, NO sentezlemesini
saglar. Sonugta cGMP artar ve vazodilatasyon gelisir (14).

Beyin korteksinin kimyasal ya da mekanik olarak uyarilmasi sonucunda,
noronal depolarizasyon olusur ve biitiin kortekse yayilir. Bdylece eksitator
aminoasitler artar ve buna bagli olarak metabolizma artar. Metabolizmanin artmasi
ile vazodilatasyon gelisir. NOS inhibitorleri verilerek vazodilatasyon engellenir
ancak noronal depolarizasyon engellenemez (14).

Beyin arteriollerinin topikal endotoksin ile muamelesi zamana bagh
vazodilatasyon olusturur. Deneysel menenjitlerde beyin arteriolleri genislemis ve
beyin kan akimi artmistir. Bu vazodilatasyon segici olmayan NOS inhibitorii olan L-
NAME verilerek geri dondiriilmistiir. Buradaki vazodilatasyonda endotoksine bagl
olarak iINOS enzimi aktive olmaktadir. Dekzametazon iNOS'u inhibe ederek,
endotoksine bagli vazodilatasyonu azaltirken, eNOS'a bagli vazodilatasyonu

etkilemez (14, 46).

2.1.6. Subaraknoid kanama (SAK) ve NO

SAK ve NO iligkisi ile ilgili bilgilerin gegmisi NO'nun bir damar genisletici
olmasimin bulunmasma kadar dayanmaktadir. Tiim viicuttaki arterlerin yaninda
ozellikle beyin arterlerinin diiz kaslarinin NO tarafindan gevsetildiginin 6grenilmesi
ile ihtiyaca gore kasilip gevseyen beyin arterlerinin bu cap diizenlenmesinde etkin
olan kasici-gevsetici dengesinin gevsetici tarafinin hemen hemen tamamen NO
tarafindan meydana geldigi hipotez konusu edilmis ve ispatlanmaya calisilmigtir.
Beyin arterlerinin bu dinamik ¢ap degisikligi islevinin beyin kan akiminin
diizenlenmesinin temelini teskil ettigi dolayis1 ile NO'nun de beyin akiminin
diizenlenmesinde arterleri gevseten gorevi ile en temel unsur oldugu artik kabul
goren bir bilgidir. SAK ile NO iligkisine yonelik aragtirmalar, NO'nun bu arter
gevsetici O0zelligi nedeni ile daha ¢ok SAK sonrasi gelisen vazospazm konusuna
odaklanmistir. Literatiirde bulunan SAK-NO iligkisi arastirmalarinin ¢ogu bir
vazospazm-NO arastirmast gibidir. SAK-gevseyemeyen beyin arterleri-geg

vazospazm iligki zincirinde gevseyemeyen beyin arterlerinin neden NO etkiliginden
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yoksun kaldig1 sorusunda genel olarak su cevaplar arastirilmigtir:

NO tiikenmis midir? NO'nun SAK sonras1 birka¢ giin icerisinde bir sekilde
azaldig1 ve gevsetici etkinin ortadan kalkmasi sonucu vazospazmin gelistigi ileri
stiriilmiigtiir. Bu fikri desteklemek i¢in olmayan ya da azalan NO yerine konmaya
calisilmistir (1). Bu NO tlikenmisligi sorunu NO'nun kendisinin yerine onciillerinin
verilmesi ile de agilmaya calisilmistir (44, 57, 71).

NO sentezi mi bozulmustur? Bu konu birkag baslik altinda irdelenmistir:

eNOS enzimi baskilanmis midir? Yapilan arastirmalarda NO sentezleyen
eNOS enzimin bir sekilde baskilandigir diisiiniilmiis ve nedenleri aragtirilmistir.
Bulunan en 6nemli etkenlerden bir tanesi ADMA'dur.

eNOS ve nNOS enzimleri iizerinden NO sentezi negatif feedback mekanizmasi
ve L-arjininin metilasyonu ile kontrol edilir. L-arjininin protein-arjinin metil
transferaz enzimi araciligi ile metilasyonu sonucu SDMA ve ADMA'ya doniisiir.
SDMA'nin gorevi bilinmemektedir, ancak ADMA etkin bir eNOS enzim
baskilayicisidir. ADMA hidrolize olarak inaktif hale gecer. SAK sonrasinda ortaya
cikan kan yikim irlinlerinden 6zellikle biliriibinin ADMA'nin hidrolizini engelledigi
ve ADMA diizeyinin artmasina neden oldugu gosterilmistir. Artan ADMA'nin ise
eNOS'u inhibe ettigi ve NO miktarinin azaldig: diislintilmiistiir (58).

NOS enzimi genetik olarak sorunlu mudur? Yapilan arastirmalarda genetik
olarak eNOS enzimlerinde kusur saptanan insanlarda SAK sonrasi vazospazmin daha
sik ve siddetli oldugu tespit edilmistir. (41, 42).

NO sentezi i¢in gerekli olan L-arjinin tiikenmis midir? Yapilan ¢aligmalarda
L-arjinin verilerek beyin damarlarinda gevseme elde edilmis ve bu sonucun bir
sekilde NO sentezi i¢in yeterli miktarda L-arjinin kalmadigi ya da artan NO
ihtiyacini karsilayacak L-arjininin bulunmadigi seklinde yorumlanmistir (25).

NO yikimi artmis midir? SAK sonrasi ortaya ¢ikan kan yikim iriinlerinin
hizlica NO serbest oksijen radikallerine doniistiirerek ortamdan uzaklastirdigi ileri
stiriilmistiir (49, 67, 68, 77).

Kasici etkinin artmast karsisinda NO'nun izafi bir yetmezligi séz konusu
mudur? Bu baslik altinda beyin arterlerini gevseten taraftaki sorundan ziyade beyin
damarlarint kasan sistemin bir sekilde etkinligini artirdigi ve bu artan kasici etki

karsisinda gevsetici tarafinda bulunan NO'nun goreceli olarak yetersiz kaldig1 savi
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ileri siirtilmiistiir (30).

NO'nun son doku duyarsizligi soz konusu mudur? NO sentezinde aslinda bir
sorun olmadig1 aksine NO miktarinda artma oldugu ancak endotel hasar1 meydana
geldigi ve dolayist ile NO'nun gevsetici etkisini gosteremedigi ileri stirilmistiir.
Hayvan ve insan NO Orneklem c¢alismalarinda SAK sonrasi ge¢ donemde NO
miktarinda NO yikim iriinleri olan nitrat ve nitrit diizeylerine bakilarak bir artigin
oldugu tespit edilmistir (72). Bu artisin iNOS enzimi tarafindan gergeklestirildigi
fikri ileri strtilmiistiir. SAK sonrasit iNOS enzim aktivitesinin arttigi caligmalarla
gosterilmistir (56, 77).

SAK-NO iliskisi SAK'a neden olan beyin arteri anevrizmalarinin neden ve
nasil meydana geldigi ya da neden yirtildig1 konularinda aragtirma konusu olmustur.
Beyin arterlerinin tonusunu belirleyen NO'nun beyin arterlerinin mimari yapisinin
korunmasinda ¢ok oOnemli rol oynadigi, NO salinim diizensizlikleri ya da
asiriliklarinin bu mimaride bozulmalar meydana getirerek anevrizma olusumuna
hatta anevrizmalarin yirtilmasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir (35).

SAK-NO iliskisi SAK sonrasi erken vazospazmi agiklamak i¢in de
kullanilmistir. SAK sonrasi erken ve koruyucu etkisi olan vazospazmin ani NO
diisiisii sonucu meydana geldigi bazi veriler sonucu ileri siiriilmiistiir (69).

SAK sonras1 beyin dokusundaki oksijen kullanimi, enerji metabolizmas1 gibi
beyin dokusu hasar1 hakkinda bilgi veren parametrelerle NO arasindaki baglanti da
arastirma konusu olmustur.

SAK-NO iligkisi su yontemlerle ortaya konulmaya caligilmistir:

- Dogrudan NO metabolitleri olan nitrit ve nitrat diizeylerine BOS, beyin
dokusu, kan ve idrar gibi orneklerde bakarak NO diizeyi hakkinda fikir elde
etmek.

- NOS enzim aktivitelerine bakmak.

- NOS enzimini kodlayan gen bolgelerinin analizlerini yapmak.

- NOS enzim inhibitorleri kullanarak damar cap1 degisiklikleri gibi NO
islevlerini analiz etmek.

- NO analoglar kullanmak.

- L-arjinin kullanmak.

- Dogrudan NO diizeyine bakmak.
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2.1.7. NO ol¢iim yollar:

NO'nun in vivo olarak diisiik miktarlarda olmasi ve olustuktan sonra hizla
molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi biyolojik sistemlerde NO
konsantrasyonunun ol¢iimiinii giiclestirmektedir. NO yarilanma omriiniin ¢ok kisa
olmas1 da (kan gibi fizyolojik ortamlarda yarilanma 6mrii 6-20 saniye kadar) bazal
kosullarda NO ol¢iimiinii giiglestirmektedir (18, 54). Son yillarda NOS ve NO
Ol¢limiiniin dogrudan, giivenilir, hizli ve kolay bir sekilde yapilabilmesine olanak

saglayan yontemler gelistirilmistir.

2.1.7.1. NOS aktivitesi ol¢iimii icin kullanilan dolayh yontemler

Biyolojik orneklerde guanil siklaz (38) ve NOS aktivitesinin dl¢iimi (75),
damar ve/veya damar dis1 diiz kas preparatlarinin kullanildig1 biyoanaliz, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu, L-arjinin (61), cGMP (33), L-sitriilin (45), biyopterin
ve nitrit/nitrat (18) gibi NO metabolizmasinin dayanikli son iriinlerinin 6l¢iilmesi
NO varligr hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica NO saglayicilart (5, 74), NOS
inhibitorleri (5, 63) ve guanozin trifosfatsiklohidrolaz 1 inhibitorleri (28) gibi NO
olusumu tizerine etkili maddelerin kullanilmasi NO olusumu iizerine bir tahmin
saglamaktadir. Bu yontemlerin hepsinin 6zellikleri farklidir ve NO olusumu ile ilgili
olarak dogrudan olmayan bilgiler saglamaktadir. Sadece cGMP veya sitriilin
konsantrasyonlariin dlgiimii, NO miktari ile ilgili nicel bir bilgi saglamaktadir (16).
NO olglimii i¢in kullanilan ~ bu yontemlerin 6zellikle L-arjinin analoglari

kullanildiginda yanlis bilgiler elde edilecegi de bildirilmistir (4, 10, 26).

2.1.7.1.1. NOS yerlesimlerinin immiinohistokimyasal yontemler ile
gosterilmesi

eNOS, iINOS ve nNOS olmak iizere her 1U¢ NOS izoformu
immiinohistokimyasal ve immiinositokimyasal yontemlerle goriintiilenebilir. Bunun
icin Oncelikle uygun fiksasyonla kesitler elde edilir. Elde edilen kesitler ozel
proteinlerle yikandiktan sonra NOS proteinlerine baglanacak olan antikorlarla

muamele edildikten sonra fluresan mikroskop ile degerlendirilir (74).
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2.1.7.1.2. NOS mRNA ekspresyonunun Western blot yontemi ile analizi

Hiicre ve dokudaki NOS protein diizeyleri 6zel antikorlar kullanilarak Western
blot yontemi ile saptanabilir. Bu yontemde elde edilen dokulardan kan tamamen
temizlenir. Elektroforez yapilarak proteinler ayristirilir. Daha sonra proteinler,
protein baglama 6zelligi olan blot kagidina veya zarma aktarilir. Protein igeren zarlar,
capraz reaksiyonu engellemek amaciyla o6zel eriyiklerle yikanir. Son olarak o6zel
antikorlarla inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra kagit veya zar iizerindeki

Ozel bantlar saptanir (48, 62, 74).

2.1.7.1.3. NOS aktivitesinin L-arjininin L-sitruline doniisiimii yontemi ile
olciilmesi

NOS enzimi L-arjinin, NADPH varliginda ve oksijen kullanarak NO, NADP*
ve sitrulin olusumuna neden olur. Bir baska deyisle NOS L-arjinin L-sitrulin
tepkimesini katalizler. Bu yontem NO diizeyini 6l¢gmemekte sadece NOS aktivitesini
degerlendirmektedir. Olgiimiin yapilacagi dokular kiiciik pargalara ayrilip ozel
tamponlarla yikanir, dokulardaki L-arjinin uzaklastirildiktan sonra ortama L-arjinin

eklenerek olusan L-sitrulin 6l¢iiliir ve NOS aktivitesi belirlenir (15, 21, 27).

2.1.7.1.4. NO metabolitlerinin olciilmesi

NOS enzimleri araciligi ile olusan NO biyolojik dokularda bir dizi reaksiyon
sonucu nitrit ve nitrata doniisiir.

2NO + O,— 2NO" ; (nitrit)

2NO; — N,O4

2NO; + 20H" — NO; + NO7; (nitrat) + H,O

NO'nun fizyolojik ortamlardaki yarilanma dmriiniin ¢ok kisa olmasi nedeniyle
dogrudan Ol¢limiiniin zor olmasi, bir ¢ok calismada arastiricilart NO'nun dayanikli
son Uriinleri nitrit ve nitratin diizeylerini 6lgmeye itmistir. Bu sekilde yapilmig bir
cok calisma mevcuttur (29).

Fizyolojik kosullarda NO 3:2 oraninda nitrit ve nitrata okside olmaktadir. NO
metabolizmasinin en iyi gdstergesi nitrit ve nitratin ikisinin birden 6l¢iilmesi ile elde
edilir. Giiniimiizde nitrit ve nitrat miktarlar1 iki asamali sekilde &lgiiliir. Once nitrat

enzimatik doniisim veya metalik kadmiyum ile nitrite indirgenir. Olusan toplam
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nitrit ise hemen hemen her 6rnekte kullanilabilen bir yontem olan Griess yontemi ile

Olciiliir (74).

2.1.7.2. NOS aktivitesi ol¢iimii icin kullamlan dogrudan yontemler

NO'nun dogrudan olarak gercege yakin konsantrasyonlarinin 6lgiimiine olanak
saglayan yontemler bulunmaktadir. NO o6l¢iimii i¢in siklikla kullanilan aletli
yontemler spektroskopik ve elektroanalitik yontemlerdir. Bu yontemlerden bazilari
Tablo 2'de verilmistir Bu yontemlerden bagka florometrik (54, 74), gaz
kromatografisi, gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (4, 19), yiiksek basingli s1vi
kromatografisi (19, 60, 76) ve kapiller elektroforez (19) gibi yontemler de

kullanilmaktadir.

2.1.7.2.1. NO miktarlarinin amperometrik yontem ile ol¢iilmesi

NO tayini ile ilgili bir cok yontem olmasina karsin bir kism1 geligsmis ve pahali
aletlere ihtiya¢ gosterirken bir kismi da gereken hassasiyette olamamaktadir. Son
yillarda ¢ok hassas nanomol (nM) diizeyinde o6l¢iim yapabilen elektrokimyasal
yontemler gelistirilmistir.  Giliniimiizde en c¢ok kullanilan elektrokimyasal
sensorlerden biri Clark tipi elektrodlardir. Bu sensoriin 6l¢iim ilkesi, NO'nun gaz
gecirgen bir membrandan ve ince bir elektrolit tabakasindan diflizyonu ve bunu
takiben Ol¢im elektrodlarii okside etmesine dayanir. Bu oksidasyon membranin
disindaki NO'nun konsantrasyonu ile orantisal bir akim yaratir. Clark problar
porfirinik esasli NO sensorlarindan daha az duyarlidir, ancak bu problar ticari olarak
mevcut degildir. Diger bir NO 6l¢iim yOntemi ise oksihemoglobinin NO tarafindan
methemoglobine doniisiimiini iceren yontemdir. Bu yontemin duyarliligi Clark ile
mukayese edilebilir diizeydedir fakat gerekli segicilikten yoksun olabilmektedir.
Clinkii HbO,'nin Met-Hb'e doniisiimii ayn1 zamanda siiperoksid anyonlar1 ile de
gerceklesebilir ve NO'nun yaptigi spektral degisim, ayn1 zamanda ONOO" tarafindan
da olusturulur. Bu tiir etkilesimler amperometrik NO 6l¢iimiinde goriilmez (3, 11,
70).

Amperomerik esasa gore Ol¢iim yapan bir NO probunda, gaz gegirgen
membrandan gecen NO gazi, elektrolitle dolu elektrodun iginde kendi

konsantrasyonu ile orantisal bir akim olusturur. Bu akimin giddeti NO-metrede



ylkseltilerek veri kaydedici ortama aktarilir (79).

Tablo 2. NO'nun dogrudan dl¢lim yontemleri, yararlart ve kusurlari.
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tizerinde olmasi ve olusan
akimin amperometrik

olglimii

Yontem ilke Olgiim | Olgiim Yarar Kusur
Hacim | Simin
(ml) (M)

Kemoliiminesans | NO'nun ozon ile etkilesmesi | 2.0 2x10®- | Dogrudan ve yiiksek Ortamdaki ozon ile
sonucu ortaya ¢ikan 15181n 2x107 duyarlilikla dl¢iim. Gaz ve etkilesen maddeler
spektroskopik 6l¢iimii s1vi orneklerde 6lgiim nedeniyle 6lgtim

kolayligi, klinikte inhalasyon | zorlugu
NO ve nitritinin
Olgiilebilmesi
Elektron NO'nun nitronlar veya 0.25 4x10°- | Sulu ortam, hiicreler ve Donanimi oldukga
paramanyetik | nitrozo bilesikleri gibi 5x10° dokularda basit ve yiiksek 6zel ve pahali
rezonans nitroksitler veya hemoglobin duyarlilikta 6lgiim olmasi; ortamin
ile etkilegmesi sirasinda yapabilmesi pH'sina bagl olarak
olusan enerjinin NO-HD etkilesimi
spektroskopik dl¢timii ile sonuglarin dogru
alinamamast
Methemoglobin | indirgenmis Hb'in (Fe*) NO | 1.0 2x107- | Kolaylikla ve kisa siirede Ortamda bulunan
spektrofotometrisi | tarafindan methemoglobine 2x107 6l¢lim yapabilmesi nitrozil
(Fe*") oksidasyonu sirasinda gruplarininda
olusan NO; 'tin verdigi Olgiilmesi
absorbansin spektroskopik
olgtimii
Elektrokimyasal | Spesifik elektrodlar tizerinde Biyolojik drneklerde in situ
yontemler NO oksidasyonu sirasinda Olglim yapilabilmesi
olugan akimin 6lgiilmesi
Clark elektrodu | Platin (anot) ve giimiis 0.1 1x10°- | Kullamlan elektrodun NO'ya | Elektrodlar1 ayiran
(katot) elektrotlardan olusan 3x10™ 0zgiin olmast; yiiksek yarigecirgen
modifiye oksijen elektrodu miktarlarn 6lgiilebilmesi; membrandan
iizerinde sabit bir akim dokularda lokal olarak olusan | gecebilen oksijen ile
uygulandiktan sonra NO'nun NO'nun 6lgiilebilmesi, kisa reaksiyona girerek
anot lizerinde oksidasyonu zamanda yanit alinabilmesi | nitrit olusumu ile
ve bu sirada olusan duyarliligin
degisikligin amperometrik azalabilmesi
olglimii
Porfirinik NO oksidasyonunun 1x10° | 1x10*- |Kullanilan elektrodun NO'ya | Ortamdaki
mikroelektrod polimerik metallopofirin 3x10° Ozgiin olmasi yiiksek katekolaminlerin de

miktarlarin olgiilebimesi,
alicinin kiigiik ve hizli yanit
vermesi. Endotel ve diiz kas
hiicre kiiltiirlerinde 6lgtim

yapabilmesi

Olgiilmesi
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Cumhuriyet Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (03.04.2008/121). Bu ¢alismada her iki cinsten, 50 adet, 2400-3200 gr
arasinda beyaz Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Devam eden 6l¢iimler sirasinda prob
girig yerlerinde enfeksiyon bulgular1 olan denekler, genel durumu kétii olan ve dlen
denekler c¢alisma dis1 birakildi (toplam 18 tavsan). Deney siiresince tavsanlar
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinde
tutuldu. Tiim tavsanlar i¢in ortam 1si1s1 ve nemi ayniydi. Deney sirasinda serbest
beslenme rejimi uygulandi. Tiim deney Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezinde 06zel olarak hazirlanmig  bir  boliimde

geceklestirildi (Sekil 2).

Sekil 2. NO 6l¢lim odas.
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3.1. Deney gruplar
Denekler asagidaki sekilde gruplandirildi.
1-Kontrol grubu (n=16)

a) Kontrol-SF grubu (n=8)

b) Kontrol-7-AG grubu (n=8)

2-SAK grubu (n=16)
a) SAK-SF grubu (n=8)
b) SAK-7-AG grubu (n=8)

Kontrol-SF grubu, SAK olusturulmadan intravendz SF inflizyonu yapilarak
beyin dokusunda NO 6l¢iimii yapilan deneklerden meydana gelmistir.

Kontrol-7-AG grubu, SAK olusturulmadan intravenéz 7-AG infiizyonu
yapilarak beyin dokusunda NO 6l¢iimii yapilan deneklerden meydana gelmistir.

SAK-SF inflizyon grubu, SAK yapilmadan 6nce ve sonrasinda intravenéz SF
inflizyonu yapilarak beyin dokusunda NO dl¢iimii yapilan deneklerden meydana
gelmistir.

SAK-7-AG inflizyon grubu, SAK yapilmadan 6nce ve sonrasinda intravendz 7-
AG inflizyonu yapilarak beyin dokusunda NO 6l¢iimii yapilan deneklerden meydana

gelmistir.

3.2. Anestezi

Tiim deneklerde anestezi i¢in intramuskuler yolla ketamin hidrokloriir (Ketalar-
Eczacibasi) 50 mg/kg ve xylazine (Rompun-Bayer) 5 mg/kg dozunda uygulandi.
Analjezi i¢in carprofen (Rimadyl-Pfizer) 4mg/kg subkutan verildi.

3.3. NO problarmin kalibrasyonu

NO olglimlerinin giivenligi probralarin kalibrasyonunu sik sik gerektirmektedir.
Problarin kullanimi, bakimi ve saklanmasi sirasinda meydana gelebilecek hasarlar
problarin NO 6l¢iimiinii dogru yapmamasina neden olmaktadir. NO 0Sl¢limiiniin
giivenilir olmasi sik sik yapilacak kalibrasyon iglemi ile dogrulanmalidir.

Bu deneyde SNAP'm yikilmasi yontemi ile kalibrasyon yapilmistir. SNAP,
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kararli NO igeren ve eriyikler icerisinde ortama istenilen miktarda NO ¢ikmasini
saglayan bir kimyasal maddedir. Yapilan calismalarda bu yontemin giivenilir NO
Ol¢ciim kalibrasyonu yaptig1 gosterilmistir (79, 80). Bu deneyde SNAP'daki NO'nun
serbestlenmesi i¢cin CuSO, kullanilmigtir. CuSO4, SNAP'in NQO'ya katalizlenmesini
yavas ve kismi olarak saglanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bu doniisiim oranin %60

oldugu tespit edilmistir (55).

3.3.1. CuSO; eriyiginin hazirlanmasi

CuSO, eriyigi, C.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya AD laboratuvarinda
hazirlanmistir. CuSOy eriyiginin hazirlanmasi i¢in; 5 mg EDTA 250 ml ultradistile
su i¢inde eritildi. Hazirlanan EDTA'll eriyige 5 gr CuSO, eklenerek manyetik
karigtirict ile karistirildi. 0,1 M CuSO, eriyigi elde edildi. Hazirlanan eriyikler 20
ml'lik kaplar icine konularak -20 C%de saklandi. Giinliik eritilerek kullanildi.

Hazirlanan eriyikler 15 giinde bir yenilendi.

3.3.2. SNAP eriyiginin hazilanmasi

SNAP eriyigi C.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya AD laboratuvarinda
hazirlanmigtir. Standart SNAP eriyiginin hazirlanmas: i¢in; 5 mg EDTA, 250 ml
ultradistile su i¢inde eritildi. Hazirlanan EDTA'l1 eriyige 5 mg SNAP eklenerek
manyetik karigtirict ile karigtirildi ve 2 ml'lik kaplara konularak -20 C”de saklandi.

Giinliik eritilerek kullanildi. Hazirlanan eriyikler 15 giinde bir yenilendi.

3.3.3. Kalibrasyon islemi

20 ml 0.1 M CuSO; eriyigi manyetik karistiricinin oldugu behere konarak NO
probu eriyige batirildi. Bilgisayar ortamindaki deger sabitlenene kadar beklendikten
sonra mikropipet yardimi ile sirastyla 20pl, 40pul, 80ul SNAP karigima eklendi ve NO
kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 3). CuSO, eriyigine eklenen SNAP, CuSO,
araciligr ile SNAP'tan serbestlenmesi beklenen (%60) NO ve kalibrasyon sirasinda
elde edilen NO Tablo 3'te verilmistir.
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3.4. NO problarinin bakimi

NO probunun, 6nce enzimatik deterjan eriyiginde (Enzol, World Precision
Instruments, Sarasota, ABD) 5 dakika, ardindan distile su igerisinde 5 dakika
bekletilerek temizlendi. Problarin sterilizasyonu %3,4 glutaraldehyde (Cidexplus,
World Precision Instruments, Sarasota, ABD) ile gerceklestirildi. Bu islemler her

Ol¢iim giinii sonrasinda tekrarlandi.
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Sekil 3. Kalibrasyon egrisi 6rnegi. Bu kalibrasyon isleminde regresyon katsayisi
0,9945 ve formiilii y=7,4833x olan dogrusal grafik elde edilmistir. Bu regresyon
katsayis1 olan bir dogrusal grafigin elde edilmesi Olglimiin gilivenilirligini
gostermektedir.
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Tablo 3. Kalibrasyon islemlerinden bir tanesinde SNAP, elde edilmesi planlanan NO

ve Ol¢iim sirasinda kaydedilen NO diizeyi.

SNAP NO =0,6 X SNAP Olgiilen NO (pA)
232,4 nM 139,4 nM 992,2 pA
462,0 nM 277,2 1M 1932,0 pA
916,8 nM 550,1 nM 4201,2 pA

PpA: pikoAmper, nM: nanoMol.

3.5. SAK olusturulmasi

Deneklerin suboksipital bolgeleri trag edildikten sonra 23 G igne ile perkiitan
olarak sisternal ponksiyon yapildi. 1 ml BOS alindiktan sonra kateterize kulak
arterinden alinan heparinize olmayan kan 1 ml/kg miktarinda 1 dakika icinde
sisterna magnaya verildi. Denekler kanin subaraknoid mesafeye yayilmasi i¢in 10

dakika siire ile 45° bas asag1 pozisyonda tutuldu.

3.6. NO probunun yerlestirilmesi ve NO ol¢iimii

Prone pozisyonda frontal bolgede gerekli alan temizligi yapildi ve steril sekilde
ortiildii. Orta hat 2 cm vertikal kesi ile cilt, cilt alt1 gecildikten sonra periost styrildu.
Otomatik ekartor yerlestirilerek sol frontale orta hattan 3 mm lateralde kalacak
sekilde matkap yardimu ile delik acildi. Delik yaklasik 2 cm ¢apinda genisletilerek
kraniektomi yapildi (Sekil 4). Dura, kortikal laserasyon yapilmadan a¢ildi ve dura
acildiktan sonra mikroskop altinda sol frontal beyin dokusu icerisine avaskiiler bir
alana NO o0l¢iim probu (ISO-NOPF 100 um, World Precision Instruments, Sarasota,
ABD) yerlestirildi. Problar 6l¢iim boyunca Leyla ekartdér tutucusu ile sabitlendi
(Sekil 5).

NO o6l¢limiiniin bir¢ok dig uyarandan etkilenmesi nedeni ile NO diizeylerinin
analizi i¢in Olgiilen anlik NO diizeyi degil, 15 dakika siiresince her 30 saniyede

olgiilen NO diizeylerinin ortalamasi kullanildu.



Sekil 4. Kraniektomi iglemi.

\

Sekil 5. NO probu ve kafa igi 1s1 probunun dl¢iim sirasinda sabitlenmesi.
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3.7. Deney protokolii

Kontrol-SF, kontrol-7-AG, SAK-SF ve SAK-7-AG gruplarinda tiim Sl¢timler
sirasinda deneklerin ortalama kan basinglari, beyin i¢i ve rektal isilart monitorize
edildi.

Kontrol-SF grubundaki deneklere NO 6l¢iim probu yerlestirildikten sonra 1 ml/
saat hizinda SF infiizyonuna baglandi. 15 dakika siire ile beyin dokusu i¢inden NO
ol¢limii yapildi.

Kontrol-7-AG grubundaki deneklere NO 6l¢iim probu yerlestirildikten sonra
100mg/kg dozunda, 20ml/saat hizinda 7-AG infiizyonuna baslandi. 15 dakika siire ile
beyin dokusu i¢inden NO 6l¢iimii yapildi.

SAK-SF grubundaki deneklerde NO o6l¢iim probu yerlestirildikten sonra 1
ml/saat hizinda SF infiizyonuna baslandi. 15 dakika siire ile beyin dokusu i¢inden
NO o6lgtimii yapildi. Daha sonra deneklerde SAK yapildi, SAK sonrast NO 6l¢tim
probu tekrar yerlestirildi ve 15 dakika siire ile NO 6l¢iimii tekrarlandi.

SAK-7-AG grubundaki deneklerde NO o6l¢iim probu yerlestirildikten sonra
100mg/kg dozunda, 20ml/saat hizinda 7-AG iniizyonuna baglandi. 15 dakika siire ile
beyin dokusu i¢inden NO 6l¢iimii yapildi. Daha sonra deneklerde SAK yapildi, SAK
sonrast NO Ol¢lim probu tekrar yerlestirildi ve 15 dakika siire ile NO o6l¢iimii
tekrarlandi.

SAK-SF ve SAK-7-AG grubundaki deneklerin yara yerleri dikilerek steril
pansuman altinda birakildi. Takip eden 4 giin boyunca giiniin ayn1 saatlerinde ayni
bolgeye NO odlgiim problart yerlestirilerek beyin dokusu i¢inden 15 dakikalik NO
Olglimleri tekrarlandi. Tekrar eden bu Olgiimler sirasinda SAK-SF grubundaki
deneklere Ol¢iim boyunca 1 ml/saat hizinda SF, 7-AG grubundaki deneklere
100mg/kg dozunda, 20ml/saat hizinda 7-AG verildi.

3.8. Istatistiksel degerlendirme

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizli i¢in SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) versiyon 14.0 programi kullanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi, Kruskal Wallis testi ve Friedman testi
kullanildi. Sonuglar % 95° lik gliven araliginda, anlamhilik p<0,05 diizeyinde
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sistemik bulgular

Kontrol-7-AG, kontrol-SF grubundaki deneklerle SAK-7-AG ve SAK-SF
grubundaki deneklerin SAK 6ncesi ve sonrasi beyin dokusu NO 6l¢iimleri sirasinda
kaydedilen ortalama arteryel kan basinglari, viicut 1silar1 ve beyin 1silar1 birbirleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamamistir (p>0.05), (Tablo 4),
(Tablo5).

Tablo 4. Kontrol grubu deneklerinin ortalama arteryel basinglarinin (OAB), viicut
1silarinin, beyin 1silarinin ortalamalart.

OAB Viicut 1s1s1 Beyin 1s1s1
Kontrol-SF 85 37,6°C 37,4°C
Kontrol-7-AG 87 37,5°C 37,5°C

Tablo 5. SAK grubu deneklerinin ortalama arteryel basinglariin (OAB), viicut
1s1larinin, beyin 1silarinin ortalamalari.

OAB Viicut 18181 Beyin 1s1s1

SAK o6ncesi SAK sonrasi SAK oncesi SAK sonrasi SAK Oncesi SAK sonrasi

SAK-SF 85 85 37,5°C 37,6°C 37,5°C 37,5°C
SAK-7-AG 89 88 37,4°C 37,7°C 37,2°C 37,5°C
4.2. NO o6l¢iim bulgular:

Kontrol-SF  grubundaki deneklerin beyin dokusu ortalama NO diizeyi
3911,384+395,85 pA, Kontrol-7-AG grubundaki deneklerin beyin dokusu ortalama
NO diizeyi 3864,62+273,53 pA olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 6).

Kontrol-SF ve kontrol-7-AG gruplarindaki beyin dokusu ortalama NO
diizeyleri birbirleri ile karsilastirildiginda farklar istatistiksel olarak anlamsiz

bulunmustur (p>0.05), (Tablo 6).
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Tablo 6. Kontrol-SF ve Kontrol-7-AG gruplarindaki beyin dokusu NO diizeyleri.

Kontrol-SF (pA£SD) Kontrol-7-AG (pA+SD)

3911,38+395,85 3864,62+273,53 (p>0.05)

PpA: pikoAmper, SD: Standart sapma

SAK-SF grubundaki deneklerin SAK yapilmadan onceki beyin dokusu
ortalama NO diizeyi 4048,50+395.85 pA olarak Olclilmiistiir. SAK-SF grubundaki
SAK yapilmadan onceki beyin dokusu ortalama NO diizeyi ile kontrol-SF ve
kontrol-7-AG grubundaki beyin dokusu ortalama NO diizeyleri karsilastirildiginda
fark anlamsiz bulunmustur (p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).

SAK" takiben 15. dakikada beyin dokusu ortalama NO diizeyinde anlaml
diisiis oldugu goriilmiistiir. SAK sonrasi 15. dk 6lgiilen beyin dokusu ortalama NO
diizeyi ile SAK 6ncesi 6lgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi ve her iki kontrol
grubundaki beyin dokusu ortalama NO diizeyleri arasindaki fark anlamh
bulunmustur (p<0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).

Takip eden 1. glinde beyin dokusu ortalama NO diizeyinde anlamli yiikselme
tespit edilmistir. 1. giinde 6l¢iilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi sirast ile SAK
oncesi, SAK sonrasi 15. dk ve her iki kontrol grubundaki beyin dokusu ortalama NO
diizeyleri ile karsilastirildiginda farklar anlamli bulunmustur (p<0.05), (Sekil 6)
(Tablo 7).

SAK'" takip eden 2. giinde beyin dokusu ortalama NO diizeyinde kismi bir
diisiis tespit edilmistir. Bu anda 6lgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi ile SAK
sonras1 15. dk Olciilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi arasindaki fark anlamli
(p<0.05), sirast ile SAK oncesi, SAK sonras1 1. giin ve her iki kontrol grubunda
Olgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyleri arasindaki fark ise anlamsiz
bulunmustur (p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).

SAK" takip eden 3. giinde beyin dokusu ortalama NO diizeyindeki diisiis
egilimi devam etmistir. Bu anda 6lgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi ile SAK
sonrast 15. dk ve SAK sonrasi 1. giinde 6lgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyleri

arasindaki fark anlamli (p<0.05), SAK o6ncesi ve her iki kontrol grubundaki beyin
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dokusu ortalama NO diizeyi arasindaki fark anlamsiz bulunmustur (p>0.05), (Sekil
6), (Tablo 7).

SAK sonrasi 4. giinde beyin dokusu ortalama NO diizeyindeki diisiisiin devam
ettigi tespit edilmistir. Bu anda ol¢iilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi ile SAK
sonrasi 1. giinde Olciilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi arasindaki fark anlamh
(p<0.05), diger zamanlarda Olciilen ve her iki kontrol grubundaki beyin dokusu
ortalama NO diizeyleri arasindaki fark anlamsiz bulunmustur (p>0.05), (Sekil 6),
(Tablo 7).

SAK-7-AG grubundaki deneklerin SAK yapilmadan onceki beyin dokusu
ortalama NO diizeyi 3936,38+333.28 pA olarak ol¢lilmiistiir. SAK-7-AG grubundaki
SAK yapilmadan oOnceki beyin dokusu ortalama NO diizeyi ile kontrol-SF ve
kontrol-7-AG grubundaki beyin dokusu ortalama NO diizeyleri karsilastirildiginda
fark anlamsiz bulunmustur (p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).

SAK" takiben 15. dakikada beyin dokusu ortalama NO diizeyinde anlaml
diisiis oldugu goriilmiistiir. SAK sonrasi 15. dk 6lgiilen beyin dokusu ortalama NO
diizeyi ile SAK 06ncesi Olgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi ve her iki kontrol
grubundaki ortalama NO diizeyleri arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05),
(Sekil 6), (Tablo 7).

Takip eden 1. giinde beyin dokusu NO diizeyinde yiikselme tespit edilmistir.
Ancak 1. giinde Olgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi sirasi ile SAK 6ncesi,
SAK sonrast 15 dk ve her iki kontrol grubundaki ortalama NO diizeyleri ile
karsilastirildiginda farklar anlamsiz bulunmustur (p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).

SAK" takip eden 2. ve 3. giinlerde NO diizeyinde ilimh bir diisiis tespit
edilmistir. Bu anlarda 6l¢iilen beyin dokusu ortalama NO diizeyleri ile sirasi ile SAK
oncesi, SAK sonrasi 15. dk SAK sonrasi 1. glin ve her iki kontrol grubunda 6l¢iilen
beyin dokusu ortalama NO diizeyleri arasindaki farklar anlamsiz bulunmustur
(p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).

SAK sonrast 4. giinde beyin dokusu NO diizeyindeki diisiisiin devam ettigi
tespit edilmistir. Bu anda 6lgililen beyin dokusu ortalama NO diizeyi ile SAK 6ncesi
oOlgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyi arasindaki fark anlamli (p<0.05), diger
zamanlarda oOlgiilen ve her iki kontrol grubundaki beyin dokusu ortalama NO

diizeyleri arasindaki fark anlamsiz bulunmustur (p>0.05), (Sekil 6), (Tablo 7).
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SAK-SF ve SAK-7-AG gruplarinda olgiilen beyin dokusu ortalama NO
diizeyleri birbirleri ile karsilastirildiginda 1. giinde SAK-SF grubunda 6lgiilen beyin
dokusu ortalama NO diizeyinin 1. giinde SAK-7-AG grubunda 6Sl¢iilen beyin dokusu
ortalama NO diizeyinden anlamli sekilde yliksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
Takip eden giinlerde SAK-SF grubundaki beyin dokusu ortalama NO diizeyinin
SAK-7-AG grubunda Olgiilen beyin dokusu ortalama NO diizeyine gore yiiksek
kalmaya devam ettigi tespit edilmis, ancak her iki gruptaki bu giinlerde dl¢iilen beyin
dokusu ortalama NO diizeyleri arasindaki farklar anlamsiz bulunmustur (p>0.05),

(Sekil 6), (Tablo 7).
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Sekil 6. SAK-SF, SAK-7-AG gruplarindaki SAK Oncesi, sonras1 ve takip eden
giinlerde beyin dokusu NO diizeyindeki degisim.
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5. TARTISMA

Subaraknoid mesafeye kanin bosalmasi ile baslayan fizyopatolojik siirecte
hangi yol ya da yolaklarin rol oynadigi genis arastirma konusu olmustur. Bu
yolaklardan en dikkat ¢ekeni NO'mun dahil oldugu yolaktir. NO'nun tiim viicutta
oldugu gibi kafa icerisindeki damarlar iizerine de etkin gevsetici etki gosterdigi
cesitli caligmalarla gosterilmistir (32, 59). Beyin damarlar iizerindeki bu gevsetici
etkinin kafa i¢i kan akim dinamiginin saglanmasinda en 6nemli islev oldugu artik
bilinen bir gergektir. Hemodinami {lizerine olan bu etkinin anevrizma gibi damarlarin
sekilsel hastaliklarindan SAK sonras1 gelisen vazospazm gibi iglevsel patolojilere ve
beyin dokusu harabiyetininin miktarina kadar ¢esitli sonuclar meydana getirdigi de
artik bilinmektedir. SAK sonrasi hatta 6ncesi meydana gelen bu patolojilerde NO'nun
rollinii daha iyi anlamak icin SAK meydana geldikten hemen sonra ve takip eden
giinlerde NO'nun diizeyinin bilinmesinin 6nemi kavranmustir. Yakin zamana kadar
NO metabolitlerinin Sl¢iilmesi bu amag i¢in kullanilmistir. Gelisen dogrudan NO
olgme teknigi sayesinde NO diizeyinin bilinmesi miimkiin olabilmistir.

SAK sonras1 meydana gelen fizyopatolojik siireclerde NO'nun yeri birkag
baslik altinda toplanabilir:

1. Erken vazospazmdaki rolii

2. Geg vazospazmdaki rolii

3. Kan-beyin bariyerinin bozulmasindaki rolii
4. Toplam mortalite ve morbitideye olan katkis1

Bunlara ek olarak NO'nun SAK sonrasi nasil bir degisim gosterdigi herhangi
bir damarsal/BKA patolojisi ile iliskilendirilmeden de bu c¢alismalarda
metabolitlerine bakilarak irdelenmistir (64, 73).

Erken vazospazmin gelisimde NO'nun nasil bir etki gosterdigi agik degildir.
Yapilan bazi ¢alismalarda SAK sonrasi 10. dakikada NO metabolitlerinin (nitrat,
nitrit) beynin ¢esitli bolgelerinde azaldig: tespit edilmis ve bunun erken vazospazmin
bir nedeni olabilecegini iddia edilmistir (69).

SAK sonrast NO diizeyinin en ¢ok iliskilendirildigi sorun ge¢ vazospazm
olmustur. Cesitli calismalarda ge¢ vazospazmla NO diizeyi arasinda iligki aranmistir.

Woszcezyk ve ark. ge¢ vazospazm gelisen hastalarin serumlarinda NO metabolitlerini
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anlamli olarak yiliksek bulmuslar, bu durumu NO'nun beyin iskemisi sonucu
yiikseldigi ya da yiikksek NO'nun damar endotelini bozdugu seklinde agiklamigslardir
(78). Bu NO yiiksekliginin iNOS aktivitesinde artma sonucu meydana gelebilecegi
bir ¢ok ¢aligmada gosterilmistir (9, 67, 68).

NO diizeyinin yiiksekligi ile beyin dokusu hasar1 ve koétii prognoz arasinda
iligkiler bulunmustur. iNOS enzimi aracilifi ile ortaya ¢ikan NO metabolitlerinin
yiiksek bulundugu hastalarda enerji metabolizmasinda bozukluk, beyin dokusu
oksijen miktarinda azalma ve kétii prognoz tespit edilmistir (40, 65).

Bu calismada NO diizeyi SAK olusturulduktan hemen sonra SF ve 7-
aminoguanidin verilen deneklerde anlamli sekilde diismiistii. Bu durum ilgili
yaymlarda bildirilen verilere paraleldir. Erken vazospazmm bu NO diisiisti ile
aciklanmasi olast goriinmektedir. Subaraknoid mesafeye dolan kandaki hemoglobin,
mevcut eNOS tarafindan sentezlenen ve damar ¢apini kontrol eden NO'yu hizla
baglayarak ortamdan uzaklagmasina neden olmus ve NO miktar1 azalmis olabilir.
Damar gevsetici faktdorde bir kusur meydana geleceginden vazokonstriksiyon
meydana gelecektir. Bu ¢alismada damar ¢ap analizi yapilmadigindan varsayimda
bulunulmak durumunda kalinmistir. Ancak ilgili yaymlarda eNOS kaynakli NO'nun
damar duvarina etkisi ayrintili bicimde aciklanmistir. Heniiz inflamasyon
gelismediginden iNOS aktif hale gelmemistir. iNOS'un NO sentezine katkist heniiz
ortaya cikmamustir. Nitekim SAK-SF ve SAK-7-AG gruplarinda SAK meydana
geldikten hemen sonra 6lgiilen NO diizeyleri arasinda fark bulunamamastir.

SAK sonras1 1. giinde NO diizeyinde ciddi bir yiikselme tespit edilmistir, bu
yiikselme SAK-SF grubunda daha fazladir. Nitekim SAK-SF grubunda NO diizeyi
SAK oncesi diizeyin anlamli sekilde iizerine ¢ikarken SAK-7-AG grubunda ancak
SAK oncesi diizeye kadar ¢ikabilmistir. Bu yiikselme birkag sekilde izah edilebilir.

iNOS aktivasyonu. Inflamasyonun baslamas: ile aktif hale gelen iNOS'un asiri
ve kontrolsiiz NO salgilamaya baslamistir. SAK sonrast donemde iNOS aktivitesinin
arttig1 bir ¢cok calisma ile gosterilmistir (67, 68). SAK-SF grubundaki 1. giinde
Olciilen NO diizeyi ile SAK-7-AG grubundaki 1. giinde 6lgiilen NO diizeyine gore
anlamli sekilde yiiksek Olgiilmiistii. 7-AG secici olarak iNOS enzimini
baskiladigindan SAK-7-AG grubundaki NO diizeyi SAK-SF grubuna gore diisiik
kalmigtir. Bununla beraber, SAK-7-AG grubunda da 1. giinde 6lgiilen NO diizeyi
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SAK olusturulduktan sonra 6l¢iilen NO diizeyine gore yiiksek ¢ikmistir. Bu durum 1.
giinde 7-AG'nin iNOS'u yeterince inhibe edemedigi yani verilen dozun yetersiz
kaldig1 seklinde yorumlanabilir.

NO'nun baglanmasindaki doygunluk. Subaraknoid mesafede aktif kanama
durdugundan kan yikim triinlerinin miktar1 bir siire sonra diismeye baglayacaktir,
oysa NO diiretimi devam etmektedir. SAK sonrasi 1. giinde azalan kan yikim
iirlinlerinin baglamasindan kurtulan NO miktar1 yiiklemeye baslamistir. Heniiz damar
endotelinde hasar meydana gelmemistir ve eNOS enzimatik faaliyetini
siirdiirmektedir. 7-AG ile iNOS'un baskilanmasina ragmen SAK-7-AG grubundaki 1.
giinde goriilen NO artis1 da bu sekilde agiklanabilir. Artan iNOS faaliyeti ve heniiz
devam eden eNOS faaliyeti birlikte SAK sonrasi 1. glinde NO miktarini artirmistir.

1. giinden sonra NO diizeyinde her iki grupta da disiis tespit edilmistir. Bu
diisiis SAK-7-AG grubunda daha belirgin olmustur. 4. giinde SAK-SF grubunda NO
diizeyi hemen hemen SAK oncesi degere donerken SAK-7-AG grubunda SAK
oncesi diizeyin de altina inmistir; bu anda dl¢iilen NO diizeyi ile SAK 6ncesi dlgiilen
NO diizeyi arasinda anlamli fark tespit edilmistir. Bu diisiis yayimlardaki bilgilerle
uyusmamaktadir Ilgili yayimlarda NO diizeyinde kanamayi takip eden giinlerde hep
yiikselme tespit edilmistir. Bu durum cesitli patolojilerle bagdastirilmis ve iINOS
aktivasyonuna baglanmustir.

SAK-7-AG grubunda 4.giinde meydana gelen asir1 NO diislisi hem iNOS
blokaji hem de bozulmus eNOS enzim aktivitesi ile agiklanabilinirken SAK-SF
grubundaki asir1 olamayan NO diisiikliigii de olmayan eNOS aktivitesinin iNOS
tarafindan ikame edilmesi ile agiklanabilir. SAK sonrasinda endotelde hasar meydana
geldigi cesitli caligmalarda gosterilmistir (17, 35). Ayrica ADMA'in eNOS'u inhibe
ettigi yakin zamanlarda yapilan caligmalarla ortaya konmustur (36, 58). Endotel
hasart ve ADMA'nin inhibisyonunun kan yikim iriinleri ile inhibisyonu eNOS
kaynakli1 NO iiretiminde azalma olarak karsimiza ¢ikacaktir. Yayimlarda tespit edilen
gee donem asirt NO yiiksekligi ile bizim bulgumuzun uyusmamast ge¢ SAK
déneminde NO metabolitlerinin 6l¢iim teknigindeki bir sorundan kaynaklanabilir.
Dogrudan NO 6l¢timii gergek sonucu vermistir.

NO'yu dogrudan 6lgmenin bazi zorluklar1 vardir. Bunlardan bir tanesi problarin

Olglim giivenilirligidir. Yapilan c¢aligmalarla kullandigimiz problarin dogru ol¢iim
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yaptig1 gosterilmistir (79).

Bir diger sorun kalibrasyon giivenilirligi ve sik sik kalibrasyon yapma
geregidir. Kalibrasyon teknigi ¢alismalarla ag¢iklanmis olmasina ragmen sik
kalibrasyon yapma geregi sorunu agilmis goriinmemektedir (79, 80).

Bir bagka sorun NO 0l¢lim sirasinda artefakt yapabilecek unsurlarin
coklugudur. En tipik artefakt sebebi problarin hareket etmesidir. Ayrica hava akimi,
giines 15181, manyetik unsurlar da artefakta neden olmaktadir. Bu ¢alismada artefakti
engelleyecek tiim onlemler alinmig ve anlik 6l¢iimler yerine dogrusal bir plato elde
edildikten sonra belirlenen bir siire Ol¢iilen degerlerin ortalamasi kullanilmistir.
Meydana gelen asir1 ve ani sapma durumlarinda denek c¢alisma dis1 birakilmistir.

Calismamizda olgiimlerin 4. giinde sonlandirilmasi, BOS igerisinde 6l¢iim
yapilmamasi, NO 6l¢iim iglemine ilave olarak kafa i¢i basinci, beyin kan akimi gibi
parametrelerin ilave edilmemis olmasi ve NO yikim iirlinlerinin Olglimiiniin es
zamanli yapilmamis olmasi bu calismanin eksikleridir. Elde ettigimiz veriler beyin
dokusunda NO diizeyindeki degisimi ortaya koymus SAK sonrasi1 goriilen patolojik

stireglere 151k tutabilecek veriler saglamigtir.
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6. SONUCLAR

. Beyin dokusunda NO diizeyi amperometrik yontemle dogrudan 6l¢iilebilir.

SAK'dan hemen sonra NO diizeyi beyin parankiminde ani ve anlamli olarak
diismektedir.

SAK'dan sonraki 1. giinde NO diizeyi anlaml1 olarak yiikselmektedir.
SAK'dan sonraki 2. giinde ve sonrasinda NO diizeyi yiikselmeye devam
etmekte ve SAK Oncesi diizeye donme egilimi gostermektedir.
SAK'dan sonra eNOS kaynakli NO miktarinda azalma olurken iNOS
kaynakli NO {iretimi artmaktadir.
SAK sonrasinda goriilebilen damarsal ve/veya BKA patolojileri ile NO
diizeyi arasindaki iligkiler dogrudan NO 6l¢iimii ile bu patolojilere has es

zamanl yapilacak Ol¢limlerle ortaya konabilir.
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