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DENEYSEL ENDOTOKSEMIDE NITRIK OKSIT SENTAZ
INHIBITORLERININ ETKILERI

Mehmet OZEK, Yagiz URESIN, Mehmet GUNGOR*

OZET

Nitrik oksidin sepsisteki olasi roliinii degerlendirmek iizere planlanan bu ¢aligmada, endotok-
seniik siganlarda serum nitrit-nitrat diizeyleri ile karaciger ve bobrek fonksiyonlarindaki degi-
siklikler ve bu degisgikliklere nitrik oksit sentaz inhibit6rlerinin etkileri aragtirilmigtir. Deney-
sel endotoksemide artan nitrit-nitrat diizeyleri ve organ bozukluklarina kars: iki degisik dozda
uygulanan nonselektif nitrik oksit sentaz inhibitérii NG-nitro-L-arginin-metil ester artan nitrit-
nitrat diizeylerini anlamli olarak diigiiriirken, organ fonksiyonlarina belirgin bir etki olusturma-
mus, selektif inhibitér L-Kanavanin ise nitrit-nitrat diizeylerini etkilemeden, diisiik dozda kara-
ciger fonksiyon bozukluguna neden olup, yiiksek dozda belirgin iyilestirici etkinlik saglamis-
tir, Elde edilen sonuglar septisemide nitrik oksit yaninda bagka mekanizmalarin rol oynayabi-
lecegini ve nitrik oksit sentaz inhibitérii droglarin ise bu inhibisyon yaninda bagka etkinliklere
sahip olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Nitrik oksit, endotoksemi, L.-Kanavanin

SUMMARY

.The effects of nitric oxide synthase inhibitors in experimental endotoxemia. In this study, that
has been planned to evaluate the probable role of nitric oxide in sepsis, in endotoxemic rats se-
rum nitrite+nitrate levels, the changes in liver and kidney functions and the effects of nitric
oxide synthase inhibitors to these alterations have been investigated. In experimental endoto-
xemia, NG-nitro-L-argininine-methyl ester, has been administered at two different doses for
increased serum nitrite+nitrate levels and organ dysfunctions and has decreased nitrite+nitrate
levels, but has not revealed obvious effect on organ functions; however, selective inhibitor L-
Canavanine, without effecting nitrite+nitrate levels, in low doses has caused liver dysfunction
and in high doses provided evident improving effect. The results obtained in this study show
that other mechanisms, in addition to nitric oxide, may play role in septisemia and nitric oxide
synthase inhibition can have different effects beside this inhibition.
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GIRIS gelismis hastalarda hala %40-70 gibi yiiksek

TS [T . (21)
Septik sok, septik hastalarda ortaya ¢ikan oranlarda 6liim goriilmektedir 5.

inat¢1 hipotansiyon ve hipoperfiizyona bagh
olarak akciger, karaciger, b&brekler ve beyin
gibi yasamsal éneme sahip organlara yeterli
kan ve oksijenin ulagsamamasi sonucu bu or-
ganlarda giderek ilerleyen islev bozuklukla-
rinin gelismesi ile karakterize bir klinik tab-
lodur. Soku olusturan patojenezde rol oyna-
yan endojen mediyat6rler {izerindeki yogun
arastirmalarda kimi mekanizmalar belirli de-
recelerde aydmlatilarak bu mekanizmalara
yonelik tedavilerde bazi gelismeler saglan-
mis olmasima karsilik klinikte sok tablosu

Son yillarda pek ¢ok fizyolojik ve fizyopato-
lojik olaylarda oynadigi rolii ¢cok sayida yo-
gun aragtirmalarm konusunu tegkil eden nit-
rik oksidin sokun olusumunda da énemli bir
endojen etken olabilecegine iligkin arastir-
malar bulunmaktadir, Nitrik oksidin septik
sokta goriilen vazodilatasyon ve inatg1 hipo-
tansiyonda major bir mediyator oldugu iddia
edilmektedir . Endotoksik sok siirecinde
uyarildig1 agik¢a belirlenen nitrik oksidin (18)
bu siire¢ icinde aciga cikarak etkinlik kaza-
nan sitokin ve diger endojen mediyatorlerle
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perfiizyon bozuklugu ve karaciger hasari
yaptig1 ve bu hasarin nitrik oksit sentaz inhi-
bitorti NG-monometil-L-arginin (L-NMMA)
ile inhibe edildigi gosterilmigtir 1, Ayni ge-
kilde sepsis sirasinda ortaya ¢ikan ve gsokun
prognozunda kimi zaman belirleyici rol oy-
nayan bobrek islevlerinin bozulmasinda da

nitrik oksidin 6nemli katkisi bildiriimistir
(15),

Nitrik oksidin endotoksemi ve buna paralel
olarak gelisen soktaki ¢éneminin giderek da-
ha iyi anlagilmasina paralel olarak viicutta
nitrik oksidin olugsumuna aracilik eden nitrik
oksit sentazin etkinligini inhibe edecek
droglarm gok tedavisinde yararli olabilecegi
diigtintilmektedir. Buna karsilik eldeki nitrik
oksit sentaz inhibitorleri ile yapilan bilimsel
calismalarda oldukga degisik sonuglar elde
edilmistir. Bu inhibitor droglarla gokta doku-
larda gorlilen nitrit-nitrat diizey artiglarinda
azalma ve hemodinamik bozukluklarda iyi-
lesme oldugunu bildiren aragtirmalara kargi-
lik 101L19) by droglarin etkisiz, dahasi
olusan tabloyu daha da kotiilestirdigini bildi-
ren yayinlar da bulunmaktadir 413, Ayrica
yeni bulunan selektif nitrik oksit sentaz inhi-
bitorlerinin soktaki etkinligini konu alan
aragtirmalarin sayisi da sinirlidir.

Bu ¢alismada, siganlarda lipopolisakkarid ile
olusturulan deneysel endotoksemide nonse-
lektif NOG-nitro-L-argininin-metil ester (L-
NAME) ile selektif L-Kanavanin'in iki farkl
dozda karsilastirmali olarak dokulardaki nit-
rit-nitrat diizeyleri ile karaciger ve bobrek ig-
levlerine etkilerinin ortaya konmasi amag-
lanmugtir,

MATERYAL ve METOD

Deney hayvant :

Calismada Farmakoloji ve Klinik Farmako-
loji Anabilim Dali laboratuvarinda iiretilen,
agirliklar 250-300 g arasinda degisen erkek
Wistar tiirii sicanlar kullanildi. Siganlar de-

ney siiresince sabit laboratuvar kosullarinda
tutularak, musluk suyu ve pelet geklindeki
standart hayvan yemi ile serbest beslendi.

Droglar :

Lipopolisakkarid (Lipopolysaccharide, LPS
Escherichia coli serotype 0127:B8, Sigma);
L-Kanavanin (L-Canavanine, Sigma); NG-
nitro-L-argininin-metil ester (L-NAME, Sig-
ma). Injeksiyon eriyikleri her giin taze ola-
rak ve injeksiyondan hemen 6nce hazirlandi.
Droglar serum fizyolojik iginde eritilerek
0.1ml/10g olacak bigimde sulandirildi.

Deneyin uygulanmast ;

Deney hayvanlar her birinde 5 sigan bulu-
nan 6 gruba ayrildi. 0.1 ml/10g serum fizyo-
lojik injeksiyonu yapilan ilk grup kontrol
olarak alindi. Deney gruplarina ise periton
ici uygulanan 10 mg/kg lipopolisakkarid ile
deneysel endotoksemi olusturuldu. Deney
gruplarinin ilki deneysel endotokseminin
kontrol grubu olarak alindi, digerlerine ise 1
saat sonra iki nitrik oksit sentaz inhibitorii-
niin iki farkli dozu uygulandi. (Tablo 1).

Tablo 1. Ilag gruplar: ve dozlar

flag¢ gruplan Uygulama

K1 L-Kanavanin 100 mg/kg
K2 L-Kanavanin 300 mg/kg
N1 L-NAME 50 mg/kg
N2 L-NAME 150 mg/kg

Deneyde kullanilan tiim hayvanlar ilk injek-
siyondan 5 saat sonra dekapitasyonla 6ldii-
riildli ve her hayvandan 6 ml kan alindi. Ali-
nan kanlar ayr ayri santrifiije edilerek se-
rumlar1 ayrildi ve 6lglim yapilincaya kadar
derin dondurucuda -20°C'de tutuldu.

Alman serum 6rneklerinde alanin aminot-
ranferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST), iire ve kreatinin degerlerinin Ol¢iimii
Hitachi 902 otoanalizér ile yapilds,




nitrit+nitrat diizeyleri ise Griess reaksiyonu
yontemi ile spektrofotometrede (Pharmacia
Biotech) 6lgiildii ©®,

Istatistiksel analiz :

Gruplardaki her hayvan i¢in saptanan deger-
lerin ortalamalar1 ve bu ortalamalarin stan-
dart hata degerleri hesaplandi. Hesaplanan
degerlerin karsilagtirilabilirligi "One-Way
ANOVA" ile belirlendikten sonra drog uy-
gulanan gruplarda saptanan degerler ile
kontrol ve lipolisakkarid gruplarinin ortala-
ma degerleri arasindaki farkin istatistiksel
anlamli olup olmadiklar1 Dunnett Coklu
Kargilagtirma (Multiple Comparison) testi
ile aragtirildi. Ortalama degerler arasindaki
farkta p< 0.05 olmas1 durumunda farkin ista-
tistiksel anlama sahip oldugu kabul edildi.

SONUC

Deneysel Endotoksemide Serum
Nitrit+Nitrat Diizeyleri ile Bobrek ve
Karaciger Islevleri

Siganlarda, periton-i¢i 10 mg/kg lipopolisak-
karit uygulanmas: ile olusturulan deneysel
endotoksemide, serum nitrit+nitrat diizeyleri
kontrol grubuna gore yaklagik 4 misli art-
mustir (Tablo 2). Bobrek islevlerinin goster-
gesi olan serum iire ve kreatinin diizeylerin-
de kontrol grubuna goére yine anlamli bir ar-
tis goriilmektedir. Serum AST ve ALT dii-
zeylerinde endotoksemili siganlarda belirgin
olarak artig olmakla birlikte, kontrol grubuna
gore olusan bu fark istatistiksel anlamlilik
kazanmanmugtir (Tablo 2).
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Nitrik Oksit Sentaz Inhibitorlerinin
Deneysel Endotoksemide Serum
Nitrit+Nitrat Diizeylerine Etkisi

Nitrik oksit sentazin selektif inhibitorii olan
L-Kanavanin deneyde kullanilan her iki doz-
da da serum nitrit+nitrat diizeylerinde énem-
li bir degigiklik olusturmamigtir (Sekil 1).
Buna karsilik selektif olmayan nitrik oksit
sentaz inhibitorii L-NAME her iki dozda da
serum nitrit+nitrat diizeylerini anlamli ola-
rak azaltmigtir.

Sekil 1. Nitrik oksit sentaz inhibitdrleri L-Kanavanin
ve L-NAME'nin deneysel endotoksemili siganlarda se-
rum nitrit+nitrat diizeylerine etkisi. Periton-i¢i 100
mg/kg ve 300 mg/kg L-Kanavanin (K1 ve K2) ile 50
mg/kg ve 150 mg/kg L-NAME (N1 ve N2) uygulan-
diktan 4 saat sonra elde edilen serumlarda nitrit4nitrat
diizeyleri saptanmigtir. Her gruptaki 5 sigcanin ortalama
degerleri hesaplandiktan sonra, drog uygulanan grup-
larla uygulanmayan grubun istatistiksel analizi yapil-
mistir. #p<0.05 (Dunnett)
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Nitrik Oksit Sentaz Inhibitorlerinin
Endotoksemili Siganlarda Bobrek
Islevierine Etkisi

Nitrik oksit sentazin selektif olmayan inhibi-
torii L-NAME uygulanan her iki dozda da

Tablo 2, Deneysel endotoksemili siganlarda serum nitrit+nitrat diizeyleri ile iire, kreatinin, AST ve ALT degerleri

Gruplar Nitrit+Nitrat Ure Kreatinin AST ALT
Kontrol 64.9 £ 1.01 3141051 0.50 £ 0.003 268.0 £ 5.63 92.2+3.16
Endotoksemi 252.0 £ 21.78* 88.6 + 3.85* 0.81 £ 0.04 439.4 £39.55 144.2 £ 10.6

Kontrol grubundaki siganlara 0.1 mi/10g serum fizyolojik, endotoksemi olugturmak icin 10 mglkg Lipopolisakkarit
(E.coli) periton ici uygulandiktan 5 saat sonra elde edilen serumda degerler saptannugtir. Degerler her gruptaki 5 si-
cann ortalama * standart hata degerleri olarak gosterilmigtir.

* p<0.05 (Dunnett)
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serum lire ve kreatinin diizeylerinde anlaml
bir degigiklik olusturamamustir (Sekil 2). Se-
lektif inhibitor L-Kanavanin 100 mg/kg doz-
da serum iire diizeylerini anlamli olarak ar-
tirmugtir (Tablo 3). Buna kargilik ayni doz L-
Kanavanin serum kreatinin diizeylerinde be-
lirgin bir degisiklik olugturmadig: gibi, daha
yiiksek dozlarda (300 mg/kg) L-Kanavanin
ne serum iire diizeylerinde ne de kreatinin
diizeylerinde 6nemli bir degisiklik olustur-
mugtur. Bu dozda serum kreatinin diizeyle-
rinde goriilen azalmada ise istatistiksel an-
lamlilik saptanamamagtir.

Tablo 3. L-Kanavanin ve L-NAME'nin deneysel endo-
toksemili (E) siganlarda serum iire ve kreatinin diizey-
lerine etkileria

nilan her iki dozda da (50 mg/kg ve 150
mg/kg) AST ve ALT diizeylerinde 6nemli
bir degisiklik olusturmadigi goériilmiistiir
(Sekil 3).

Sekil 2. L-Kanavanin ve L-NAME'nin endotoksemili
(E) siganlarda serum AST VE ALT diizeylerine etkile-
ri. Periton-i¢i 100 mg/kg ve 300 mg/kg L-Kanavanin
(K1 ve K2) ile 50 mg/kg ve 150 mg/kg L-NAME (N1
ve N2) uygulandiktan 4 saat sonra elde edilen serum-
larda AST ve ALT diizeyleri saptanmigtir. Her grupta-
ki 5 siganin ortalama degerleri hesaplandiktan sonra,
drog uygulanan gruplarla uygulanmayan grubun ista-
tistiksel analizi yapilmigtir, *p<0.05 (Dunnett)

Gruplar Ure Kreatinin

E 88.6 + 3.85 0.81+0.04
K1 109.0 + 3.70* 0.8210.07
K2 954 £2.04 0.66 £ 0.02
N1 98.8 £ 3.70 09110.02
N2 94.6+3.28 0.84 £0.09

a Periton-igi 100 mglkg ve 300 mglkg L-Kanavanin
(K1 ve K2) ile 50 mglkg ve 150 mglkg L-NAME (NI
ve N2) uygulandikian 4 saat sonra elde edilen serum-
larda fire ve kreatinin diizeyleri saptanmigtir. Her
gruptaki 5 sicamn ortalama degerleri hesaplandiktan
sonra, drog uygulanan gruplarla uygulanmayan gru-
bun istatistiksel analizi yapilmigtir. *p<0.05 (Dunnett)

Nitrik Oksit Sentaz Inhibitorlerinin
Deneysel Endotoksemide Karaciger
Islevierine Etkisi

Selektif nitrik oksit sentaz inhibitorii L-Ka-
navaninin 100 mg/kg dozlarda serum AST
diizeyini belirgin ve anlamli bir bi¢imde ar-
tirdig1, 300 mg/kg dozlarda ise karsit bir et-
kinlikle AST diizeyini anlamh olarak azaltti-
g1 saptanmugtir (Sekil 3). Diigiik doz L-Ka-
navanin serum ALT diizeyini de anlamli ola-
rak artirmug, yiiksek dozu ise serum ALT dii-
zeyini kontrol hayvanlarinin degerine diigtir-
miistlir. Selektif olmayan nitrik oksit sentaz
inhibitorii L-NAME'nin ise ¢aligmada kulla-
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Daha etkin tedavi i¢in yogun caligmalarin
yapildig1, buna karsilik biiyiik oranda 6liimle
sonug¢lanan gokun klinikte en sik rastlanan
bicimi septisemi olugturan bakterilerin tok-
sinleriyle ortaya ¢ikan septik soktur, Bu ne-
denle deneysel modellerde septik gokun en
sik rastlanan etkenlerinden birisi olan E.co-
li'den elde edilen lipopolisakkarit endotoksin
kullanilir. Lipopolisakkarit endotoksinle
olugturulan deneysel endotoksemi klinikte
karsilagilan septik ok tablosu ile birebir 6z-
des sayilmasa da pek ¢ok yonde yakin ben-
zerlikler gosterir. Bu caligmada sicanlara uy-
gulanan lipopolisakkarit endotoksin ile bob-
rek ve karaciger iglevlerinde, olasilikla hipo-
tansiyon ve perfiizyon yetersizligine bagli,
degisen derecelerde iglev bozukluklari sap-
tanmagtir (Tablo 2).

Sok tablosunun olugumunda pek ¢ok endo-
jen madde ve mediyatoriin rol oynadig: ka-




bul edilmektedir. Son yillarda nitrik oksidin
soktaki rolii lizerinde yogun arastirmalar ya-
pilmigtir G:17.18) Caligmamizda nitrik oksi-
din dokulardaki olugumu ve etkinliginin art-
masinin bir gostergesi olarak kabul edilen
serum nitrit+nitrat diizeylerinin kontrol gru-
buna gore ¢ok yiiksek diizeylere ¢cikmasinin
saptanmasi (Tablo 2) nitrik oksidin gokta ka-
bul edilen roliiniin bir kez daha destekleyen
bir bulgudur.

Nitrik oksidin fizyolojik kosullarda olusu-
munu saglayan yapisal nitrik oksit sentaz ya-
ninda patolojik durumlarda olusumuna ara-
cilik eden indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
bu tiir olaylarda belirleyici faktor olarak ka-
bul edilmektedir. Bu nedenle bu enzimi inhi-
be eden droglarin diger patolojik olaylarda
oldugu gibi sokun tedavisinde de yararli ola-
bilecegi diisiiniilmektedir. Fakat nitrik oksit
sentaz inhibitorleri ile yapilan caligsmalarda
umulan belirgin sonuclar elde edilememistir.
Nitrik oksit sentaz inhibitorlerinin sokta ya-
rarl1 olduklarin1 bildiren arastirmalar
(7.8,11,15,16) yaninda herhangi bir etkinlik sag-
lanamadigim (14.20.22) ye dahasi bu droglarin
gokta olumsuz ve kimi zaman zararl etkinlik
olusturdugunu bildiren ¢alismalar da bulun-
maktadir 02:13), Bu c¢aligmada nitrik oksit
sentazin nonselektif inhibitérii olan L-NA-
ME'nin kullanilan iki dozda serum
nitrit+nitrat diizeylerini anlaml olarak azalt-
makla birlikte (Sekil 1), deneysel endotokse-
mide bozulan bobrek ve karaciger islevlerini
iyilestirici yondeki etkinligi belirgin olma-
mistir (Sekil 2 ve 3). Selektif inhibitor L-
Kanavanin ise ¢cok daha farkli ve ilging bir
etkinlik gostermistir. S6yle ki, diisiik doz
(100 mg/kg) L-Kanavanin serum
nitrit+nitrat diizeylerini daha da artirip (Se-
kil 1), bobrek ve karaciger iglevlerinin de
bozulmasina neden olurken, yliksek dozlar
(300 mg/kg) dlciilen parametrelerde olumlu
bir etkinlik gdstermistir (Sekil 2, Tablo 3)

Bu calismada, deneysel endotoksemide orta-
ya cikan organ fonksiyon bozukluklarinda

Ozek M., Uresin Y., Giingor M.

nitrik oksit sentazin nonselektif inhibisyonu
ile olumlu ya da olumsuz bir etki goriilme-
migtir. Selektif inhibitér L-Kanavanin ile or-
taya ¢ikan sonuglar ise L-Kanavanin'in in-
diiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibisyonun-
dan farkli, bagka mekanizmalarla organ
fonksiyonlarint doza bagimli olarak hem
olumlu hem de olumsuz yotnde etkiledigini
gostermektedir. Calismamizda elde edilen
bu sonuglar, deneysel endotoksemide nitrik
oksidin rol oynayabilecegi fakat nitrik oksit
sentaz inhibitdrd droglarin etkinliginin kul-
lanilan doz ve septik sokta dlciilen paramet-
relerdeki farkliliklar nedeniyle degiskenlik
saglayabilecegi ve bu degiskenlikte nitrik
oksit sentaz inhibitorlerinin diger etkinlikle-
rinin énem tasiyabilecegini diigiindiirmekte-
dir. Inhibitér droglarin diger 6zelliklerinin
ortaya konabilecegi yeni aragtirmalar konu-
nun daha iyi anlagilmasim saglayacaktir.
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