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Klonidin N (Omega)-Nitro-L-Arjinin aracil hipertansiyon
gelisimini onler

Clonidine prevents development of hypertension in N (Omega)-Nitro-L-Arginine-treated rats

Siileyman Oktar, Selquk lhan, Hakki Engin Aksulu

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye

OzeT

Amag: Kronik nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu aracili hipertansiyona artmis sempatoadrenerijik aktivitenin katkisi bilinmekle birlikte yeterince agik
degildir. Bu model hipertansiyona sempatik aktivitenin katkisini belirlemek igin bu ¢alismada uzun siireli N (omega)-nitro-L-arjinin (L-NNA) uygulama-
siyla gelisen hipertansiyonda sempatolitik bir ajan olan klonidinin kan basinci ve vaskiiler alfa-adrenerjik reseptdrler iizerine etkileri incelendi.
Yontemler: Altmig iki Wistar sicanlar randomize bir sekilde 8 gruba ayrildi: Tiim gruplara L-NNA ve/veya klonidin iki farkli konsantrasyonda ig-
me suyuyla 10 giin siireyle uygulandi. L-NNA15 ve L-NNA45 gruplari sirasiyla 15 ve 45mg/100ml konsantrasyonda L-NNA aldi. KLO150 ve KLO225
gruplarina sirasiyla 150 ve 225ug/100ml konsantrasyonda klonidin uygulandi. Kan basinci ve kalp hizi “tail-cuff™ yéntemi, plazma NOx diizeyle-
ri spektrofotometre ile tespit edildi. a-adrenerjik reseptor yanitlar aorta halkalarinda “in vitro” sartlarda degerlendirildi.

Bulgular: Klonidin L-NNA uygulamasi ile olusan hipertansiyonun gelisimini doz bagimli olarak énlerken kalp hizinda meydana gelen anlamli dii-
siisli etkilemedi. Tek basina klonidin uygulanan normotansif siganlarin kan basinci ve kalp hizinda bir degisiklik olmadi. Plazma NOx seviyesi
L-NNA1s5 grubunda artti (0.62+0.11 pmol/L, p=0.003), diger gruplarda ise degismedi. Aorta halkalarinin “in vitro” deneylerde L-NNA45 grubunda
hem fenilefrine (-7.33+0.11, p=0.001) hem de klonidine (-7.60 + 0.27 ymol/L, p=0.003), L-NNA15 grubunda ise fenilefrine duyarliginin arttigi tespit
edildi (-6.94+0.13 pmol/L, p=0.002). KLO150 grubunda aorta halkalarinin klonidine (-7.20 + 0.10 pmol/L, p=0.009), KLO225 grubunda ise fenilefrine
duyarhgr artti (7.93+0.16 pmol/L, p<0.001).

Sonug: Bu bulgular NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisiminden sorumlu mekanizmalardan birinin sempatik sinir sistemi aktivasyonu
oldugu gériisiinii desteklemekte ve uzun siireli L-NNA uygulamasi ile olusan kalp hizi diisiisiiniin geligsen hipertansiyondan bagimsiz olabilece-
gine isaret etmektedir. Sonug olarak santral etkili bir antihipertansif ilag olan klonidinin uzun siireli NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun ge-
lisimini doz bagimli olarak énledigi bu calismada ilk kez g6sterilmistir. (Anadolu Kardiyol Derg 2008; 8: 104-10)

Anahtar kelimeler: Hipertansiyon, nitrik oksit, klonidin, sempatik aktivite, alfa adrenerjik reseptorler

ABSTRACT

Objective: Although there are some evidences on the contribution of increased sympathoadrenergic activity on long-term nitric oxide synthase
(NOS) inhibition induced hypertension, the contribution of sympathetic activity to the development of this model of hypertension are not
sufficiently studied. The aim of the present study is to investigate the effects of clonidine on blood pressure and vascular alpha-adrenergic
receptors in the long-term N (omega)-nitro-L-arginine (L-NNA) treated rats.

Methods: Sixty two Wistar rats were randomly divided into 8 groups. All groups were administrated L-NNA and/or clonidine in two different
concentrations for ten days. L-NNA was administrated in concentrations of 15 and 45 mg/100ml to L-NNA15 and L-NNA45 groups, respectively.
Clonidine was also administrated in concentrations of 150 and 225 pg/100ml to KLO150 and KLO225 groups, respectively. Blood pressure and
heart rates were measured with tail-cuff method and plasma NOx levels with spectrophotometer. The a-adrenoreceptors responses were
evaluated in thoracic aorta rings in “in vitro” conditions.

Results: 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 L-NNA15 group
(0.62+0.11 pmol/L, p=0.003) but did not change in other groups. The sensitivity of aorta to phenylephrine (-7.33£0.11 pmol/L, p=0.001) and clonidine
(-7.60+0.27 pmol/L, p=0.003) in L-NNA4s group and phenylephrine (-6.94+0.13 pmol/L, p=0.002) in L-NNA15 group increased. The sensitivity of
aorta to phenylephrine (7.93+0.16 pmol/L, p=0.001) in KLO225 group and to clonidine (-7.20+0.10 pmol/L, p=0.009) in KLO150 group increased.
Conclusion: This study supports the idea suggesting that symphathetic nervous system activation is partly responsible for the development of
the long-term NOS inhibition induced hypertension. In conclusion, it was shown for the first time that clonidine prevents the development of
long-term NOS inhibition induced hypertension dose-dependently. (Anadolu Kardiyol Derg 2008; 8: 104-10)
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Giris

Kronik nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu aracili hipertansi-
yon modeli esansiyel hipertansiyon arastirmalarinda yogun olarak
kullaniimaktadir. Kronik NOS inhibisyonu aracili hipertansiyona
total periferik direng artiginin, artmis renal sodyum tutulumunun,
sempatik sistem aktivasyonunun ve ¢esitli endojen vazoaktif mad-
delerin katkisi oldugu ileri siiriiimektedir (1, 2). Nitrik oksit sentaz
inhibisyonu aracili hipertansiyonda artmis vaskiiler a-adrenerjik
reseptor duyarhginin katkisina da isaret edilmektedir (3-5). Bu mo-
del hipertansiyonun gelismesinde, sempatik sistem aktivasyonu
tizerinde yogun olarak galigilmasina ragmen, ozellikle plazma ve-
ya idrar katekolamin diizeylerinin arttigini (6), degismedigini (7)
veya azaldigini bildiren celigkili sonuglar mevcuttur (7, 8). Nitrik
oksit sentaz inhibisyonu sonucu kan basincinda meydana gelen
artisin sempatolitik bir ilag olan fentolamin infiizyonu ve bir gang-
liyon blokérii olan pentolinyum ile dikkate deger bir sekilde dnlen-
mesi sempatik aktivite artisinin bu model hipertansiyonda rol alan
mekanizmalarin énemlilerinden birisi oldugu izlenimini vermekte-
dir: Bu antihipertansif maddeler ayni zamanda normotansif si¢an-
larin bazal kan basincini da diisiirdiiklerinden, antihipertansif te-
sirlerinin artmig bir sempatik aktiviteyi nlemelerinden kaynaklan-
digina dair yaklasim yeterince ikna edici gériinmemektedir (9, 10).
Antihipertansif tesirin doz-bagimli olmasi ve kontrol deneklerinde
hipotansiyon olusturmamasi 6nemlidir. Bu model hipertansiyonun
gelisimi birgok ilag tarafindan 6nlenmektedir (11-14). Bu model hi-
pertansiyonun gelismesinde, sempatik sinir sistemi aktivasyonu-
nun katkisini degerlendirmek icin, sempatik ndronal atesleme
tizerine direkt etkili bir antihipertansif ilacin etkinligi anlam ifade
edecektir. Klonidinin hem spontan hipertansif siganlarda, hem de
diger hipertansiyon modellerinde yapilan bir¢cok calismada kan
basincini 6nemli derecede onledigi gdsterilmistir (15-18). Santral
ve periferik sempatik sinir sistemi aktivitesini azaltarak kan basin-
cini diisiirdiigd iyi bilinen klonidinin, NOS inhibisyonu aracili hi-
pertansiyon {izerine etkileri bilinmemektedir (19). Bu ¢alismada;
uzun siireli N (omega)-nitro-L-arjinin (L-NNA) uygulamasiyla geli-
sen hipertansiyonda klonidinin kan basinci ve vaskiiler alfa-adre-
nerjik reseptorler iizerine etkilerini inceleyerek kronik NOS inhi-
bisyonu aracili hipertansiyon gelisimine sempatik sistemin katki-
sini belirlemek amaglanmistir.

Yontemler

Denekler

Deneylerde yaklasik 300g agiriginda 62 adet erkek Wistar tiirii
sican kullanildi. Sicanlar dortlii gruplar halinde dzel kafeslere ali-
narak, standart sartlarda (12 saat giinisig, 12 saat karanlik, hava-
landirmali, sabit 1sili odalarda) bakima alindilar. Yaklasik 4 hafta
sonra deneysel calismalara baslandi. Siganlarin beslenmesinde 8
mm’lik standart sican pellet yemi kullanildi. Hayvanlar icin igme
suyu olarak musluk suyu verildi. Hayvanlarin istedikleri kadar yem
yemelerine ve su igmelerine izin verildi. Deneklerin agirlik artislari
deney baslangicinda ve bitiminde elektronik tarti (Chyo MP-300
electronic balance, Chyo Balance Corp, Kyoto, Japan) ile dl¢ildi.

Bu ¢aligmanin tiim prosediirleri ve ¢aligma protokolii {iniver-
sitemizin Deney Hayvanlari Etik Kurulu Yonergesine uygun olarak
yapildi.

Deneysel protokol

Yedi grupta 8 denek ve bir grupta 6 denek olacak sekilde top-
lam 8 grup olusturuldu; Kontrol grubu (n=8): Siganlara deney sii-
resince herhangi bir islem yapiimadi. L-NNA1s (n=8): Siganlara 10
glin siireyle igme suyunda 15mg/100ml L-NNA uygulandi. L-
NNAass (n=8): Siganlara 10 giin siireyle icme suyunda 45mg/100ml|
L-NNA uygulandi. L-NNA1s+KLO150 (n=8): Sicanlara 10 giin siirey-
le igme suyunda 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml klonidin birlik-
te uygulandi. L-NNA4s+KLO1s0 (n=8): Siganlara 10 giin siireyle i¢-
me suyunda 45mg/100ml L-NNA+150ug/100ml klonidin birlikte uy-
gulandi. L-NNA4s+KLOz225 (n=8): Sicanlara 10 giin siireyle igme su-
yunda 45mg/100ml L-NNA+225pg/100ml klonidin birlikte uygulan-
di. KLO150 (n=8): Sicanlara 10 giin siireyle icme suyunda
1501g/100ml klonidin uygulandi. KLO225 (n=6): Siganlara 10 giin
siireyle igme suyunda 225ug/100ml klonidin uygulandi. Gruplarin
olusturulmasi sirasinda siganlar rastgele secildi. Giinliik olarak
her giin tiim gruplarin tiikettikleri igme suyu miktarlar 6l¢iildi.
Kontrol grubunun ilagsiz, diger gruplarinilagliicme sulari her giin
yenilenerek tazelendi. Uygulanan konsantrasyonlara gére sigcan-
lara verilen giinliik L-NNA ve klonidin miktarlar hesapland.

Kan basinci ve kalp hizi dlgiimii

Sicanlarin sistolik kan basinci ve kalp hizi 6l¢limleri anestezi
uygulanmadan kuyruktan indirekt “tail-cuff” yontemi ile yapild
(MAY BPHR 9610-PC Tail-Cuff Indirect Blood Pressure Recorder.
Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye). Siganlarin kan basinci ve kalp hi-
z1 Olglimleri L-NNA uygulamaya baslamadan énce (0.giin) ve L-
NNA uygulamaya basladiktan sonra 5. ve 10. glinlerde dlgiildi.
Her bir denek tek basina olarak muhafaza edici bir kutuya kondu
ve sonra denegin kuyruguna tail-cuff cihazinin cuff ve sensorii
yerlestirildi. Sicanlarin kuyruklar diizenli sinyal sesi ve pulse
(atim) alana kadar 37-38 Co de 10-20 dakika siireyle isitildi (MAY
TWC 02 Tail Warming Controller. Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye).
Olciimler sessiz ve sakin laboratuvar ortaminda denegin rahat ve
sakin oldugu, diizenli sinyal sesinin alindigi anda yapildi ve de-
gerler bilgisayara kaydedildi. Siganlardan en az beser 6l¢iim ali-
nip herbir sigan icin bu degerlerin ortalamalar hesaplandi.

Cerrahi uygulamalar

Deney sonunda denekler 1,2 g/kg i.p. {iretan anestezisi ile
uyutuldu. Hayvanlar tam olarak anesteziye girdikten sonra sirt
tstii yatinlarak hizli bir sekilde karin ve gégiis boslugu orta hat-
tan acildi. Plazma NOx dl¢iimii icin kalpten yaklasik 2 ml kan 6r-
negi EDTA’l tiiplere alindi. Torasik aorta diafragmanin izerinden
baslayarak arkus aortaya kadar diseke edilerek hizli bir sekilde
cikarildi.

izometrik dlgiimler

Torasik aorta cikarildiktan sonra soguk Krebs-Ringer bikar-
bonat solusyonu icine alinarak ¢evre bag ve destek dokularindan
dikkatlice temizlendi. Torasik aorta temizlendikten sonra abdomi-
nal aortaya yakin ucgtan yaklasik 4 mm boyunda halka halinde ke-
sildi. Torasik aortadan elde edilen 4 mm boyundaki halkalar, lii-
meninden birbirine paralel iki paslanmaz ¢engel gecirilerek ice-
risinde 37°C'de 1srtilmig ve %95 02+%5 CO2 karigimi ile gazlandiri-
lan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 20 ml'lik izole or-
gan banyosuna asildi. Alt gengel izole organ banyosunun tutma
kismina tutturuldu, iist ¢cengel ise izometrik kasilma cevaplarini
kaydetmek icin transdusere (Grass FT 0.03 Force-Displacement
Transducer) baglandi. Kayitlar poligraf ile yapildi (Grass Model
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79 Polygraph). Krebs-Ringer bikarbonat solusyonu pH=7.4 olacak
sekilde (mmol/L) 118 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 KH2P0s, 25 NaHCOs3, 10.1
Dekstroz, 2.5 CaCl22H20, 1.2 MgS047H20 icermektedir. Izole or-
gan banyosuna asilan torasik aorta halkalari 2 gramlik optimal is-
tirahat gerimi altinda 1 saat boyunca dengelendi. izole organ
banyosunda metabolik son {riinlerin birikimini 6nlemek i¢in ban-
yodaki Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu yaklasik 15 dakika
arayla tazelendi.

Sigan torasik aorta halkalari dengelendikten sonra, tek doz
fenilefrinle (10-’M) on kasilma uygulanmis preparatlar asetilkolin-
le (10-°M) test edilerek endotel tabakasinin saglamhg teyit edildi.
Test islemini takiben yikama yapilip preparat dengelendikten
sonra klonidin artan konsantrasyonlarda (10-9-10-5 M) banyoya
uygulanarak konsantrasyon cevap egrileri elde edildi. Yikama ya-
pildi ve preparatlar dengelendikten sonra fenilefrin artan kon-
santrasyonlarda (10°-10-4 M) banyoya uygulanarak konsantras-
yon cevap egrileri elde edildi.

Plazma NOx olgiimii

Siganlardan alinan kan 6rneklerinin plazma NOx konsantras-
yonlari daha 6nce laboratuvarimizda calisilan Cortas ve Wakid'in
bildirdigi yontemle tespit edildi (20, 21). Kisaca Gzetlenirse, alinan
kanlar ETDA’li tiiplere konularak 5000g’de santriifiij edildi. Plaz-
malar ayrilarak 6l¢iim yapilana kadar -20 °C saklandi. Olgiimlerde
kullanilan tiim ¢ozeltiler titizlikle hazirlandi. Olgiim sirasinda plaz-
malardan 250 wl alinarak iizerine 1ml ginko siilfat ¢dzeltisi ekle-
nip vortekslendikten sonra 1,250 ul sodyum hidroksit ¢ozeltisi ila-
ve edildi. 3500g'de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
ustteki ¢ozelti kismi alinarak iizerine 2 ml distile su 1 ml glisin
tamponu eklenerek yikanmig kadmiyum graniillerinin iizerine ek-
lendi. Doksan dakika boyunca karanlikta inkiibe edildikten sonra
2 ml indirgenmis ¢ozelti alinarak {izerine 1 ml siilfanilamid 1ml
naftiletilendiamin ¢ozeltisi 0.5 ml distile su ilave edildi. Ornekler
20-60 dakika bekletildikten sonra 545 nm dalgaboyunda dl¢iim
yapildi.

Kullanilan kimyasallar

Fenilefrin, asetilkolin, klonidin, L-NNA, N-(-1naphthyl)-etilen-
diamin dihidroklorid, glisin hidroklorid, tretan (Sigma Aldrich
Inc.St. Louis, MO, USA), siilfirikasit, hidroklorik asit, bakir siilfat
pentahidrat, sodyum nitrit, sodyum hidroksit, siilfanil amid
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Sekil 1. On giin boyunca diisiik doz L-NNA ve/veya klonidin uygulanan
sicanlarin sistolik kan basinci degerleri.

aKontrol grubuna gore anlamh olarak farklidir (p<0.001).

bL-NNA15 grubuna gore anlamh olarak farkhidir (p<0.001).

(Merck. KgaA, Germany), graniil kadmiyum (Fluka Chemie, Stein-
heim, Switzerland), ¢inko siilfat heptahidrat (Carlo Erba, Milano,
[taly) satin alindl.

istastistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak belirlendi.
ECso degerleri “Origin 5.0” istatistik programi ile degerlendirildi.
Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri “SPSS for
Windows version 12” (Chicago, IL, USA) istatistik programi kulla-
nilarak belirlendi. Kan basinci verileri Student t testi, kalp hizi ve-
rileri ise nonparametrik Wilcoxon testi ile, in vitro veriler ve plaz-
ma NOx diizeyi sonuglari da tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve post hoc Bonferroni testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerler is-
tatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Hem diigiik, hem de yiiksek doz L-NNA alan si¢anlarda sisto-
lik kan basinci 5. ve 10. glinlerde baslangica gore progresif olarak
artti (Sekil 1, 2). Bununla birlikte beklendigi gibi L-NNAs4s grubun-
da kan basincindaki artis daha fazla oldu. L-NNA ile birlikte kloni-
din verildiginde kan basinci klonidin dozuna bagimli olarak diisti.
Tek basina klonidin uygulamasinda ise her iki dozda da kan basin-
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Sekil 2. On giin boyunca yiiksek doz L-NNA ve/veya klonidin uygulanan
sicanlarin sistolik kan basinci degerleri.

aKontrol grubuna gore anlamh olarak farklidir (p<0.001).

bL-NNA45 grubuna gore anlamh olarak farkhidir (p<0.001).
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Sekil 3. On giin boyunca diisiik veya yiiksek doz klonidin uygulanan
sicanlarin sistolik kan basinci degerleri.
Gruplar arasinda anlamhi bir farklilik yoktur.
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cinda bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 3). Tek basina hem dii-
siik, hem de yiiksek doz L-NNA verilen gruplarin kalp hizinda doz
bagiml olmayan, benzer oranda anlamli bir diisme meydana gel-
di. Tek basina klonidin uygulamalari ise kalp hizini degistirmedi.
Ustelik klonidin L-NNA uygulamalar sonucunda diigmiis olan kalp
hizinda da bir degisiklige neden olmadi (Tablo 1).

izole torasik aorta deneylerinde diisiik doz L-NNA uygulan-
mis sicanlarda fenilefrinin ECso degeri (p=0.002), yiiksek doz L-
NNA uygulanmis siganlarda ise hem fenilefrin (p=0.001), hem de
klonidinin (p=0,003) ECs0 degerleri diistii (Tablo 2). Hem disiik,
hem de yiiksek doz L-NNA ile birlikte diisiik doz klonidin verilen
gruplarda fenilefrinin EC50 degerlerindeki bu azalma ortadan
kalkti. Fakat yiiksek doz L-NNA ve yiiksek doz klonidin verilen
grupta fenilefrinin ECso degeri diisiik kalmaya devam etti
(p=0.002). Tek basina diisiik doz klonidin alan grupta klonidinin
ECso degerinde azalma olurken (p=0.009), yiiksek doz klonidin ve-
rilen grupta ise fenilefrinin hem Emax (p=0.036), hem de EC50
(p=0.001) degerinde bir azalma tespit edildi. Tiim gruplarda,
KLO225 grubu harig, fenilefrinin ve klonidinin Emax degerlerinde
bir degisiklik olmadi. Sadece diisiik doz L-NNA alan grupta plaz-
ma NOx degerlerinde bir artma olurken diger gruplarda ise her-
hangi bir degisiklik tespit edilmedi (Tablo 3).

Tartisma
Bu calismada klonidin L-NNA uygulamasi ile olusan hipertan-
siyonun gelisimini doz bagimli olarak &nlerken kalp hizinda mey-

dana gelen anlamli diisiisii etkilemedi. Tek basina klonidin uygu-
lanan normotansif siganlarin kan basinci ve kalp hizinda ise bir

Tablo 1. Tiim gruplarin kalp hizi (vuru/dak) degerleri

degisiklik meydana gelmedi. Plazma NOx seviyesi L-NNA1s gru-
bunda artti, diger gruplarda ise dedismedi. Aorta halkalarinin
“in vitro” deneylerde L-NNA4s grubunda hem fenilefrine, hem de
klonidine, L-NNA1s grubunda ise yalnizca fenilefrine duyarliginin
arttigi belirlendi. KLO150 grubunda aorta halkalarinin klonidine,
KLO225 grubunda ise fenilefrine duyarhgr artti. Bu sonuglar, kloni-
dinin L-NNA uygulamasiyla meydana gelen hipertansiyon gelisi-
mini doz bagiml bir sekilde 6nlemesi ve normotansif kontrol si-
canlarin kan basinglarinda bir degisiklik yapmamasi, L-NNA uy-
gulamasiyla gelisen hipertansiyondan sorumlu mekanizmalardan
birisinin sempatik aktivite artisi olduguna isaret etmektedir.

Izole torasik aortada, in vivo diisiik doz klonidin uygulamasi
klonidinin duyarlihginda bir artis yaparken, yiiksek doz klonidin
uygulamasi fenilefrin duyarhiginda bir artisa ve fenilefrinin maksi-
mum kasilma yanitinda bir azalmaya neden olmustur. Klonidinin
parsiyel a.1-adrenerjik reseptor agonisti dzellik gosterdigi ve bu
etkisinin doz bagimli ortaya ¢iktigini ileri siiren caligmalar vardir
(22). Bu galismada da yiiksek doz klonidin uygulanan siganlarda
maksimum fenilefrin yanitinin anlaml olarak azalmasi parsiyel
agonistik etkiyi diigiindiirmektedir. Diislik doz ve yliksek doz klo-
nidin verilen siganlarda fenilefrinin ECso degerinde farkliligin ne-
deni yeterince aglk olmamakla birlikte, fenilefrin duyarligindaki
artisin klonidinin sempatolitik etkinliginin bir sonucu olabilecegi-
ne dnceki calismalarda isaret edilmistir (23-25). Klonidinin tek ba-
sina normotansif kontrol grubu sicanlarda hipotansiyon olustur-
mamasi, alfa-adrenerjik reseptor duyarliklarindaki bu degisiklik-
lerden kaynaklaniyor olabilir.

On giin siireyle L-NNA uygulamasi Emax degisikligi yapmaksi-
zin al- ve a2- adrenerjik reseptorlerde duyarlik artisi meydana

. . p
Gruplar 0. Giin 10.giin 0.-10.giin
Kontrol 3175 3155 AD
n=8 316 (300-340) 315 (296-348)
L-NNA1s 328+8 281+6* <0.01
n=8 325 (292-356) 258 (252-306)
L-NNAss 334+7 299+9 <0.05
n=8 340 (304-372) 274 (268-352)
L-NNA15+KLO150 316+8 268+5% <0.01
n=8 314 (284-350) 280 (252-284)
L-NNA45+KLO150 332+6 280+4* <0.001
n=38 334 (308-356) 262 (262-294)
L-NNA45+KLO225 323+7 292+6 <0.01
n=38 328 (288-352) 298 (272-360)
KLO150 335+6 328+10 AD
n=38 340 (304-360) 317 (300-372)
KLO225 33048 327+4 AD
n=6 339 (300-368) 315 (300-368)
Degerler Ortalama+Standart Hata ve Mediyan (Maksimum-Minimum) olarak gdsterilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalar icin nonparametrik Wilcoxon testi kullanilmigtir.
n: Her bir gruptaki sigan sayisini gdstermektedir.
*- p<0.01- Kontrole gore anlamli olarak farklidir.
AD- anlamli degil, KLO- klonidin, L-NNA -N (omega)-nitro-L-arjinin
Gruplar: Kontrol, 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi. L-NNA1s, 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA verildi. LNNAs5, 10 giin boyunca yaklasik
45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA verildi. LNNA15+KLO1s0, 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. LNNA4s+KLO150, 10 gin boyun-
ca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. LNNA4s+KLO225, 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin
verildi. KLO1s0, 10 giin boyunca yaklasik 150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. KLO225, 10 giin boyunca yaklasik 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi
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getirmektedir. Diisiik doz L-NNA alan grupta torasik aortada a1-
adrenerjik reseptor duyarligi artarken, yiiksek doz L-NNA alan
grupta ise hem a1-adrenerjik reseptdr, hem de a2-adrenerijik re-
septdr duyarliginda artis tespit edilmigtir. Yiiksek doz L-NNA uy-
gulamasi ile a1-adrenerjik reseptore ilaveten a.2-adrenerjik re-
septdre de bir duyarlik artigi séz konusudur. Bulgularimiz yiiksek
doz NOS inhibitérii uygulanan (L-NAME 60 mg/kg/giin, 14 giin) sI-
canlarin endotelyumu tahrip edilmis torasik aorta halkalarinda
a2-adrenerjik reseptér duyarliginda bir artisin oldugunu gésteren
caligsmayla uyumludur (3). Bu veriler NOS inhibisyonu aracili hi-
pertansiyondan vaskiiler yataklardaki vazokonstriksiyon artiginin
sorumlu olabilecegi goriisiinii de desteklemektedir (26).

Mevcut calismada L-NNA uygulanmasiyla gelisen hipertansi-
yonda kalp hizi anlamli olarak diigmektedir. NOS inhibisyonu so-
nucu kalp hizinda genellikle diisme meydana geldigi bildiriimekte-
dir (27-30). Ancak klonidin uygulamasiyla kan basinci normale
ddnmesine ragmen kalp hizi diisiik kalmaya devam etmistir. Kalp
hizini kontrol eden sistemlerin kan basincini diizenleyen sistemle-
re gore klonidine daha az duyarli olduguna isaret eden ¢aligmalar
bu sonucu destekler niteliktedir (31, 32). Kalp hizinin ve kan basin-
cinin diizenlenmesinin kismen birbirinden bagimsiz olmasi da soz
konusudur (22). Gergekten de dnceki galismamizda L-NNA dozu
sicanlara kademeli bir sekilde artirilarak uygulandiginda kan ba-
sincinin yiikselmesine ragmen kalp hizinda bir diisiisiin olmadig
gosterildi (33).

Bu calismada diisiik doz L-NNA alan grupta plazma NOx se-
viyesi artarken, yiiksek doz L-NNA alan grupta ise herhangi bir

degisiklik goriilmemigtir. Yiiksek doz L-NNA uygulamasiyla plaz-
ma NOx seviyesinin degismemesinin nedeni yeterince agik degil-
dir. Plazma NOx diizeyi dl¢iimiiniin NO aktivitesini yeterince yan-
sitmamasi olasiligi séz konusu olabilir. Ancak bizim bulgularimizi
destekleyen daha dnceki calismalarda L-NNA benzeri non-spe-
sifik bir NOS inhibitdrii olan L-NAME sicanlara yiiksek dozlarda
uygulandiginda plazma NOx diizeylerinde bir degisiklik meydana
gelmedigi gosterilmistir (34, 35). Diistik doz kronik L-NNA uygula-
maslyla hipertansiyon olusturulan siganlarin plazma NOx seviye-
sindeki artis, Moncada'nin “diisiik doz NOS inhibitorii uygulandi-
ginda plazma NOx seviyesinin yiikselmesinin nedeni artmis vazo-
konstriktor etkinligi kompanse etmek amaciyla daha fazla NO
tiretilmesidir” yorumuyla uyumludur (36).

Giinlimiizde klonidinin kan basinci ve damarlara etkileri
lizerine ¢cok sayida mekanizma ileri siiriilmistiir. Klonidinin da-
marlarda NO-cGMP yolaginin ve bazi potasyum kanal tiplerinin
aktivitesini artirdigl, hatta prostaglandin salinimini etkileyerek
vazodilatér etki gosterdigi bildirilmektedir (37, 38). Klonidinin
damarlar iizerindeki gevsetici etkisinin hem endotel bagimli,
hem de bagimsiz mekanizmalarla meydana geldigine isaret
edilmektedir (39). Ayrica uzun siireli klonidin uygulamasi no-
radrenalin disinda dopamin, serotonin ve GABA norotransmit-
ter saliniminda dedgisikliklere neden olabilmekte (40) ve kloni-
din, azalmis olan GABA sentezini artirarak hipertansiyonu geri
dondiirebilmektedir (41). Bu nedenle, klonidinin L-NNA aracil
hipertansiyon gelisimini énlemesinde bu olumlu etkilerinin de
olasi katkilari dislanamaz.

Tablo 2. Tiim gruplar igin izole torasik aorta halkalarinin EC50 ve Emax degerleri

Fenilefrin Klonidin
p** p**
Gruplar Emax, g ECso (log) Fenilefrin Emax, g EC50 (log) Klonidin
ECso ECso
Kontrol 1.54+0.08 -6.37+0.13 0.47+0.09 -6.40+0.15
n=6
L-NNA15 1.31£0.13 -6.94+0.13 0.002 0.64+0.09 -6.79+0.15 AD
n=8
L-NNAa4s 1.46+0.18 -7.33£0.11 0.001 0.97+0.27 -1.60+0.27 0.003
n=5
L-NNA15+KLO150 1.52+0.11 -6.54+0.22 AD 0.76+0.11 -6.35+0.13 AD
n=8
L-NNA45+KLO150 1.460.18 -6.86+0.52 AD Belirlenemedi Belirlenemedi
n=7
L-NNA45+KLO225 1.63+0.27 -1.33+0.24 0.001 0.78+0.13 -6.95+0.39 AD
n=6
KLO150 1.54+0.17 -6.98+0.11 AD 0.79+0.19 -7.20+0.10 0.009
n=4
KLO225 1.21+0.09 -7.93+0.16 0.001 0.21+0.04 -6.47+0.21 AD
n=4
F* 0.57 1.06 2.39 1.76
p* 0.77 0.41 0.05 0.13
Degerler Ortalama+Standart Hata olarak gésterilmistir
*- one-way ANOVA testi F ve p degerleri
**- kontrol grubu ile karsilastirmalar igin post-hoc Bonferroni testi
AD - anlamli degil, KLO - klonidin, L-NNA -N (omega)-nitro-L-arjinin
Gruplar: Kontrol, 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi. L-NNA1s, 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA verildi. LNNAs5, 10 giin boyunca yaklasik
45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA verildi. LNNA15+KLO1s0, 10 giin boyunca yaklasik 15mg/100ml L-NNA+150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. LNNA4s+KLO150, 10 giin boyun-
ca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. LNNA4s+KLO225, 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100 ml L-NNA + 225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin
verildi. KLO150, 10 giin boyunca yaklasik 150pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. KLO225, 10 giin boyunca yaklasik 225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi
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Tablo 3. Tiim gruplarin plazma NOx degerleri

Gruplar Plazma NOx, pmol/L p**
Kontrol 0.25 +0.01

n=7

L-NNA15 0.62 +0.11 0.003
n=5

L-NNA45 0.26 + 0.03 AD
n=8

L-NNA15+KLO150 0.45+0.10 AD
n=8

L-NNA45+KLO150 0.21 +0.01 AD
n=8

L-NNA45+KL0225 0.22 + 0.02 AD
n=8

KLO150 0.25 +0.01 AD
n=8

KLO225 0.34 +0.08 AD
n=6

F* 4.92

p* <0.05

Degerler Ortalama+Standart Hata olarak gdsterilmistir.

* - one-way ANOVA testi F ve p degerleri

** - kontrol grubu ile karsilagtirmalar i¢in post-hoc Bonferroni testi

AD- anlamli degil, KLO- klonidin, L-NNA -N (omega)-nitro-L-arjinin, NOx- Nitrit/Nitrat
Gruplar: Kontrol, 10 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi. L-NNAus, 10 giin bo-
yunca yaklasik 15mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA verildi. LNNAss, 10 giin boyunca
yaklagik 45mg/100ml konsantrasyonunda L-NNA verildi. LNNA15+KLO1s0, 10 giin boyunca
yaklastk  15mg/100ml L-NNA+150ug/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi.
LNNA45+KLO1s0, 10 giin boyunca yaklasik 45mg/100ml L-NNA+150 pg/100ml konsantras-
yonunda klonidin verildi. LNNA45+KLO225, 10 giin boyunca yaklagik 45mg/100 ml L-NNA +
225ug/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi. KLO1s0, 10 giin boyunca yaklasik
150pg/100m| konsantrasyonunda klonidin verildi. KLO22s5, 10 giin boyunca yaklasik
225pg/100ml konsantrasyonunda klonidin verildi

Sonuclar

Bu bulgular NOS inhibisyonu aracili hipertansiyonun gelisi-
minden sorumlu mekanizmalardan birinin sempatik sinir sistemi
aktivasyonu oldugu goriisiinii desteklemekte ve uzun siireli
L-NNA uygulamasi ile olusan kalp hizi diislistiniin gelisen hiper-
tansiyondan bagimsiz olabilecegdine isaret etmektedir. Sonug
olarak klonidinin uzun siireli NOS inhibisyonu aracili hipertansi-
yonun gelisimini doz bagimli olarak énledigi bu calismada ilk kez
gosterilmigtir.
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