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OZET

Sunulan bu in vitro calismada, endotelli ve
endotelsiz tavsan torasik aortasinda noradrenalin
(NA) ile olusan cevaplarin asetilkolin (ACh) ve
adenozin 5- trifosfat (ATP) ile inhibisyonuna ve
NA'e bagl kasilma iizerine nitrik oksit (NO) sentez
inhibitorii  NO nitro L-arjinin metil ester
(L-NAME)'in etkisi arastnrilnustir. 10° M NA,
endotelli ve endotelsiz dokuda kasima cevaplan
olusturmusg, endotelli dokuda 1 00 M indometasin
varliginda bu cevaplar, kiimiilatif konsantrasyonda
(109 - 104 M) uygulanan ACh ile % 7742 + 6.29,
aymt konsantrasyonda ATP tarafindan da % 65.76 +
8.06 oraminda inhibe edilmistir. Ortamda L-NAME
varliginda ise, soz konusu ajanlara bagl inhibisyon
sirasiyla % 2837 * 250 ve % 21.56 = 255
oraminda bulunmugtur. Endotelsiz dokuda ACh'e
bagli inhibisyon meydana gelmezken, ATP NA
cevaplarimt % 23.17* 2.61 oraninda inhibe etmis ve
ortama L-NAME ilavesi bu cevabi degistirmemigtir.
Bir baska béliimde kiimiilatif konsantrasyonda (107
~10% My uygulanan NA'e bagh kasilma cevaplan
endotelli dokuda 100 L-NAME varliginda % 131.56
+ 843 oraninda bulunurken, endotelsiz dokuda
L-NAME'e bagh bir etki goriilmemistir. Calismada
ayrica L-NAME'in bazal gerilim iizerine etkisiz
oldugu da saptanmigtir.

Elde edilen sonuclar; kullanmlan dokuda NA ile
olusan kasilmalarin ACh ile inhibisyonunda endotel
tabakasinin saglam olmasinin  gerektigini, buna
karsin ATP gevsemelerinin endotelden bagimsiz
olarak da gerceklegebilecegini, ayrica L-NAME'in
endotelli dokuda her iki ajana bagh NO aracili
gevsemeleri inhibe ettigini ve NA'e bagh kasilmalar
da artirdigim gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Asetilkolin, adenozin 5-
trifostat, NG _ nitro L-arjinin metil ester, aorta, in

Vitro

SUMMARY

The Effect Of L-NAME On Responses Due To
ACh, ATP And NA In Rabbit Thoracic Aorta.

In the present study, the effects of NG nitro
L-arginin methyl ester (L-NAME), a nitric oxide (NO)
synthesis inhibitor. on the contraction due to
noradrenaline (NA) and on the inhibition of the
NA-induced contractile responses by acetylcholine
(ACh) and adenozine 5-triphosphat (ATP) have been
investigated in rabbit thoracic aorta with or without
endothelium.  10°M  NA-induced  contractile
responses in tissues with or without endothelium and
in the tissue with endothelium, the inhibition of these
contraction was found 77 4216.29 % and 65.76£8.06
%, respectively by addition of cumulative
concentration (1077 - 1 0m) of ACh and ATP. In the
presence of L-NAME, the inhibition due to of these
agents was found as 28.37+2.5 % and 21.56+2.55 %
respectively. While any inhibition due to ACh does
not occur in the tissue without endothelium ATP
inhibited the reponses of NA at the rate of 23.17+2.61
% and addition of L-NAME to the medium did not
change the responses. In another part, in the tissue
with endothelium the NA (10°° - 10*M) induced
contractile responses was found 131.56*843 % in
the presence of L-NAME ( 100M ) Whereas there's no
effect due to L-NAME in the tissue without
endothelium. It has also been reported that L-NAME
has no effects on the basal tension, in this study.

The results suggested that, an itact endothelium is
essential for the inhibition of the muscle contraction
with ACh in tissues used. Morover it's also found that
ATP-relaxations were free from endothelium, in
addition that L-NAME inhibits NO-mediated
relaxations due to both agents in endothelial tissues
and increased the contractions due to NA, too.

Key Words: ACh. Adenozin 5-triphosphat.
NG Nitro L-arginin methyl esther, Aorta.
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GIRIS

Vaskiiler diiz kash yapilarnin mekanik cevaplari,
endotel hiicrelerinden saliverilen “endotele bagh
gevsetici faktor” (EDRF, EDNO), endotelin, PGI,,
tromboksan A, ve “endotele bagh hiperlorize edici
faktor" (EDHF) gibi gevsetici ve kasici maddeler
tarafindan regiile edilmektedir. EDRFnin kimyasal
yapisinin NO veya ona ¢ok benzeyen bir madde
oldugunu gosteren bir¢cok onemli deneysel kanitlar
NO,

[-arjinin guanido nitrojenin kalsiyuma bagimli NO

ortaya konmustur. endotel hiicrelerinde
sentetaz enzimi aracilifi ile oksitlenmesi sonucu
sentez edilmektedir (1,2). Rees ve arkadaglan (3), bu
olayin NG_monometil - L-arjinin (L-NMMA) ve
L-NAME tarafindan selektif olarak inhibe edildigini

bildirmislerdir.

ACh ve ATP gibi bircok norohiimoral ajan
endotelden EDRF saliverilmesini stimiile etmektedir
(4.5). Li ve Kuriyama (6), yaptiklan bir ¢ahsmada,
NA ile kasilan tavsan torasik aortasinda kiimiilatif
konsantrasyonda uygulanan ACh'in gevsemeye
neden oldugunu ve NG.nitro - L-arjinin (L-NNA)'in
bu cevaplar inhibe ettigini gostermislerdir. Sigan
mezenterik arterinde yapilan benzer bir calismada da
endotelli dokuda, L-NAME ve L-NMMA'in ACh'e
verilen gevseme cevabini inhibe ettigi ortaya
konmustur (7). Yapilan birgok aragtirmada ATP'in
damar yataginda hem endotel hiicreleri araciligi hem
de yaptigi
gosterilmistir (8,9). Nitekim, yapilan bir ¢alismada,

diz kaslann lizerinden gevseme
endotelsiz tavsan torasik aortasinda ATP'a bagh
gevsemenin endotelli dokuya gore daha az oranda
meydana geldigi (10), bagka bir aragtirmada ise,
izole kobay koroner damarlarinda ATP ve diger
purinerjik ajanlara bagh etkinin L-NAME tarafindan

inhibe edildigi gozlenmistir (11).

Damar yataginda kasici ajanlar ile meydana
gelen maksimum kasilmanin endotelsiz yada nitrik

oksit sentez inhibitorii ajan varliginda endotelli
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dokuda, endoteli saglam dokuya gore daha fazla
oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur.
Trezise ve arkadaslan (12), Tavsan baziler arterinde
bir dokuda

serotonine verilen cevapta artis meydana geldigini.

yaptiklari calismada, endotelsiz
endotelli dokuda bu ajana bagh kasici etkiyi deprese
eden bir faktoriin saliverildigini, bunun da EDRF
oldugunu belirterek, aym zamanda benzer cevabin
nitrik oksit sentez inhibitorii L—NG-nitro-arjinin

(L-NOARG) varliginda da olustugunu gostermislerdir.

Yapilan bu in vitro calismada, NA ile kasilan
endotelli ve endotelsiz tavsan torasik aortasinda.
ACh ve ATPa bagli gevseme cevaplan ile NA'e
nitrik  oksit senlez

verilen kasilmalar iizerine

inhibitérii L-NAME!'in etkisi arastirnilmistir.
MATERYAL VE METOD

Cinsiyet farki gozetmeksizin secilen erigkin
New-Zeland tiirii tavsanlar (2-2.5 kg), karotis
arterleri kesilerek oldiiriildii. Gogiis agilarak torasik
aorta ozenle c¢ikarildi. Krebs-Henseleit soliisyonu
icerisine  ahman  arterler, g¢evre  dokulardan
temizlenerek 2-3 mm kalinhginda ringler haline
getirildi. Her defasinda hazirlanan iki preparattan
birinin endotel tabakasi, pamuk iplik yardimiyla
limeni hafifce siirtmek suretiyle mekanik yolla
edildi. 25 ml
Krebs-Henseleit soliisyonu igeren, 37°C'da 1sitilan
ve % 95 05-% 5 COp kangimi ile sirekli

gazlandirilan organ banyosuna alindilar. 1.5 g

tahrip Hazirlanan preparatlar

gerilim uygulanarak 90 dakika siireyle dinlenmeye
birakildi. Bu siire igerisinde dokular her 15 dakikada
bir yikandi. [laglara verilen cevaplar, bir transduser

(Harvard) aracilifiyla izometrik olarak kaydedildi.

Caligmanin birinci boliimiinde, endoteli saglam
dokular, 20 dakika siireyle inkiibe edilen 10°0M
indometasin  varliginda 10°M NA ile kasildi.
Maksimum cevaba ulasildiginda ortama kiimiilatif
104M) ACh veya ATP

ilave edilip, olusan gevseme cevaplan gozlendi.

konsantrasyonda ( 1079 -
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Dokular  yikanip  dinlendirildi.  Tekrar  aym

konsantrasyonda NA ile kasildi ve ortama 1070 M
L-NAME ilave edilerek 25 dakika siireyle inkiibe
edildi. Bu sirenin sonunda yukarnida belirtilen
islemler tekrarlandi. Aymi  prosediir endoteli
uzaklastinlan dokularda da denendi. Son olarak aym
uygulama endotelli dokuda banyoya indometasin

solventi ilave edilerek yapildi.
10om
indometasin varhiginda endotelli ve endotelsiz

dokular kiimiilatif konsantrasyonda (10'9 - IO'4M)
NA ilavesiyle kasildi. Maksimum cevap eclde

Galismanin ~ ikinci  béliimiinde,

edildikten sonra, dokular yikanarak bazal diizeye
inildi. Ortama 10°®M L-NAME ilave edilerek 25
dakika siireyle inkiibe edildi. Bu siire sonunda ayn

sekilde NA uygulanarak olusan cevaplar gézlendi.

NA'e bagh kasilmalar 100 olarak kabul edilip,
ACh, ATP ve L-NAME varliginda NA ile meydana
gelen cevaplar bunun %'si olarak degerlendirildi..
Elde edilen degerler ortalamatstandart hata seklinde
belirlendi. Ortalamalar arasindaki fark Student'in 't
testi ile hesaplandi (13) ve p degerinin 0.05'den
kiiciik olmasi halinde ortalamalar arasindaki fark

anlaml kabul edildi.

Deneylerde kullanilan Krebs-Henseleit
soliisyonunun igerigi mM olarak soyledir: NaCl
118.00, KCI 4.70, CaCl, 2.5, MgSO4, 120,
NaHCO3, 24.90, KHpPO4 1.20, Glukoz 11.20.
Kullanilan TIlaglar: Noradrenalin HCl (Sigma),
asetilkolin  (Sigma), ATP (Sigma), L-NAME
(Sigma), indometasin (Sigma). Indometasin (IO'SM)

stok soliisyonu etanol ile hazirlandi.
BULGULAR

Endotelli ve endotelsiz tavgan torasik aortasinda

10°M konsantrasyonda uygulanan NA,

E. Cigek, H.I. Karabacak, K. E. Atalik, H. Bariskaner

tekrarlanabilir nitelikte ve zamana bagh degisme
gostermeyen kasilmalar meydana getirdi. Ortama
1074M)

kiimilatif  konsantrasyonda (1079

uygulanan ACh, bu kasiimalar endotelli dokuda %
77.4246.29 inhibe etti. Bu inhibisyon 10°0M
L-NAME varhiginda % 2837%2.50 oraninda
bulundu. Endotelsiz dokuda ise, ACh'e bagh bir

inhibisyon goriilmedi (Sekil ).

Diger bir dokuya kiimiilatif konsantrasyonda
uygulanan ATP, endotelli dokuda NA'e bagh
kasilmalan % 65.76+8.06 oraninda inhibe ederken,
L-NAME varliginda s6z konusu inhibisyon, %
21.56£2.55 oraninda olustu. Endotelsiz dokuda ise.
ATP ile % 23.1742.61 oraminda bir inhibisyon
gozlendi (Sekil 2) ve L-NAME bu cevabi
degistirmedi. Indometasin solventi ile yapilan
kontrollerde solvente bagh bir etki olugmadi.

Calismanin  bagka bir bdéliimiinde kiimiilatf
konsantrasyonda uygulanan NA, doza bagimli bir
sekilde kasilmaya neden oldu. Ortamda 10°°M
L-NAME varliginda bu kasiima endotelli dokuda
kontrol cevaba gore, % 131.56%£8.43 oraninda
meydana geldi (Sekil 3) ve bu so6z konusu
kasilmalara ait ECg() degerleri arasinda anlaml bir
fark goriilmedi (p>0.05) (Tablo 1). Ayrica endotelli
L-NAME ve

indometasinin, endotelsiz dokuda ise, L-NAME'in

dokuda bazal gerilim iizerine

NA'e bagh cevaplar iizerine bir etkisi gbozlenmedi.

Tablo I. Endotelli dokuda NA kasiimalarina ait

ECsqg degerleri.
ECso (x 10°M)
Kontrol NA 1.46£0.59 7
L-NAME + NA 1.2940.50 7
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Sekil 1-2.  NA ile kasilan dokuda ACh (Sekil 1) ve ATP (Sekil 2)'a verilen cevaplar

O——O: Endotelli dokuda (kontrol), .—. endotelli dokuda L-NAME varliginda, A A  cndoclsiz
dokuda

TARTISMA
Tavsan torasik aortasinda yapilan bu in vitro
150 9 calismada; NO sentez inhibitorii L-NAME, NA ile

kasilan endotelli dokuda ACh ve ATPa bagh
gevsemeleri inhibe etmis ve NA'e bagh kasilmalan
ise artirmigtir.

ES

ACh, cesitli damar yataklannin  endotel
tabakasinda bulunan M-tipi muskarinik
reseptorleri  aktive  ederek, CaZ*/kalmodulin‘e
bagimh NO iretimini  artirmaktadir.  NO,

% KASILMA _
2

L-arjininden sentezlenen bir madde olup, diiz kasta
guanilat siklazi aktive ederek gevsemeye neden
olmaktadir (14). NA ile kasilan endotelli tavsan

0 torasik aortasi ve sigan mezenterik arterinde yapilan

g . - v ¥ v calismalarda, ACh'e bagh gevsemenin soz konusu
9 8 7 6 5 4 =N

reseptoriin uyarilmasi sonucu NO saliverilmesi ile
NA KONSANTRASYONU ( -log M)

meydana geldigi gosterilmistir (6.15). Sunulan bu
calismada, ATP, ACh'den farkli olarak endotelsiz
dokuda da konsantrasyona bagh gevseme yapmusgtir.
O—0: Kontrol, .——. : L-NAME varhiginda Bu bulguyu destekler sekilde, Pearson ve Gordon

Sekil 3: Endotelli dokuda NA'e verilen kasilma cevaplart
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(8) ATP'in vaskiiler tonusu, endotelden bag@imsiz
olarak diiz da
sturmiislerdir. ATP'in farkli analoglan kullamilarak
ki farkh
varligi ortaya konmustur. Bunlardan P5,'in damar

kasta modiile ettigini iler

yapilan calismalarda, purinoseptoriin,
diiz kasinda kasilmalardan, sz'nin ise endotele
bagli gevsemelerden sorumlu oldugu saptanmistir
(10). Nitekim Chinellato ve arkadaglan (16) tavsan
torasik aortasinda yaptiklan bir calismada, selektif
ng—purinoscplér 2-metiltiyo-ATP
kullanarak ATP'a bagh gevsemenin, séz konusu

agonisti

purinoseptoriin  uyarilmas: ile NO saliverilmesi
sonucu meydana geldigini ortaya koymuslardir.
Ayrica sz—purinoseptﬁriin endotel hiicrelerinden
baska damar diiz kasi hiicrelerinde de bulundugu
saptanmistir ~ (17) bu
endotelsiz dokuda ATP'a bagh gevsemenin s0z

Dolayisiyla calismada

konusu reseptor araciligi ile meydana geldigi

savunulabilir.

Endotelli dokuda, NO sentezinin L-NAME ve
benzeri, ajanlar tarafindan inhibe olmasi ACh ve
ATP'a  bagh
olmaktadir. Benzer sekilde, izole sican aortasi (3) ve
mezenterik arterinde (18) ACh ve kobay- koroner
arterinde ATP (11)'e bagh gevsemelerin L-NAME

gevsemelerin - azalmasina neden

E.Cicek, H. I. Karabacak. K. E. Atalitk, H. Barigkane)

Cesitli agonistlere bagh kasilma cevaplarinin
varliginda inhibe oldugu bilinmekiedir.
(19)

aortasinda NA'e bagh kasilma iizerine NO'in roliinii

endotel

Nitekim., Kaneko izole

ve Sunano sican
arastirmak amaciyla yaptiklar1 bir caligmada, bu

agoniste bagh kasilmanin, endotel hiicrelerinin
mekanik yolla uzaklastinlmasiyla ya da L-NAME
veya L-NMMA varliginda anlamli olarak arttigini
Cocks ve Angus (20) da bu
olarak, NA'e bagh kasilma

varhginda deprese oldugunu

bildirmislerdir.
bulgulara paralel
cevabimin endotel
belirterek, bunu spontan veya stimiile edilmis NO
lizerine
inhibitér etmislerdir. Bu
calismada 10°0M L-NAME varliginda NA'e bagl

maksimum kasilma cevabi kontrole gore artmis

saliverilmesinin  s6z konusu kasilma

roli  seklinde izah

ancak ECjgq degerleri arasinda anlamh bir fark
Elde edilen bulgular, kullanilan
NO
saliverilmesinden etkilenebileceg@ini gostermektedir.

Sonug L-NAME'in
endotelli dokuda ACh ve ATPa bagh NO aracihi

gevsemeleri inhibe ettigi, bu inhibisyonun ATP ile

gorilmemistir.

agoniste bagh kasilmanin bazal

olarak bu caligmada;

endotelsiz dokuda da meydana geldigi, ayrica NA'e

ile inhibe edildigi gosterilmistir. Bu nedenle : A s
: bagh kasilma cevabinda NO'in inhibitér bir roliiniin
calismada elde edilen bulgularin, benzer L
arastirmalarin ~ sonuglanyla  uyumlu  oldugu oldugu goriilmistiir.
soylenebilir.
KAYNAKLAR

I. Moncada S. and Palmer RMJ. The L-arginine: nitric oxide
pathway in the vessel wall. In Nitric Oxide from L-Arginine:
A Bioregulatory System (Edited by Moncada S and Higgs
E.A). Amsterdam: 1990, 19-33.

Palme RMI, Ferrige AG, and Moncada S. Nitric oxide release
accounts for the biological activity of endothelium-derived re-
laxign factor. Nature.1987; 327: 524-26.

Rees DD, Palmer RMJ, Schulz R, Hodson HF, Moncada S: Cha-
racteristics of there inhibitors of endothelial nitric oxide synthase
in vitro and in vivo. Br J Pharmacol 1990; 101: 746-52.

Vane JR, Anggard EE, Botting RM. Regulatory functions of
vascular endotelium. New Engl JMed 1990; 323: 27-36.

. Vanhoutte PM. Endothelium and control of vascular function.
Hypertension. 1989; 13: 658-67.

n

- 381 -

6. Li J Y and Kuriyama H. Comparison of actions of en-
dothelium-derived nitric oxide and sodium nitroprusside on
mechanical responses evoked in aorta and mesenteric artery
of the rabbit Gen Pharmacol 1993: 24 (2): 377-85.

Taylor PD, McCarthy AL, Thomas CR, Paston L. En-
dothelium - dependent relaxation and noradrenalin sen-
sitivity in mesenteric resistance arteries of streptozotocin -

induced diabetic rats. Br J Pharmacol 1992; 107: 393-9.

Pearson J.Y. and Gordon JL. P2 purinoceptors in the blood
vessel wall. Biochem Pharmac 1989; 38: 4157-163.

. Chinellato A, Pandolfo L, Ragazzi E, Zambonin M. Froldi G.
De Biassi M, Caparrotta L. and Fassina G. Effects of age on
rabbit responses to relaxant endothelium-dependent and en-
dothelium-independent agents. Bloodess 1991; 28: 358-635.



S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi
1996

10. Chinellato A, Ragazzi E, Pandalfo L, Froldi G, Caparotta L,
and Fasina G. Pharmacological characterization of ATP re-
ceptors mediating vasodilation on isolated rabbit aorta. Gen
Pharmacol 1992; 23: 861 - 5.

. Vials A, and Burnstock G. Effects of nitric oxide sythase in-
hibitors. L-NG- nitro arginine and L-NG- nitro arginin methyl
ester, on responses to vasodilators of the guinea - pig co-
ronary vasculature Br J Pharmacol 1992: 107 : 604 - 9.

—

Trezise DJ, Drew GM, Weston AH. Analysis of the dep-
rassant effect of the endothelium on contractions of rabbit iso-
lated basilar artery to 5 - hydoxytryptamine. Br J Pharmacol
1992; 106: 587 - 92.

Goldstein A. Biostatics and inreductory text the Mc Millan
Co., New York, 1971.

14. Brunner F, Kiihberger E, Groscher K, Poch G, Kukovetz WR.
Characterization of muscarinic receptors medialing en-
dotelium - dependent relaxation of bovine coronary arter. Eur
J Pharmacol 1991; 200: 25 - 33.

15. Vuorinen P, Porsti I, Metsa-Ketela T, Manninen V, Vapaatalo
H. Laustiola KE. Endothelium-dependent and independent ef-
fects of exogenous ATP, adenosine, GTP and guanosine on
vascular tone and cyclic nucleotide accumulation of rat me-
senteric artery. Br J Pharmacol 1992; 105: 279-84.

13.

- 382 -

Tavsan Torasik Aortasinda ACh, ATP ve NA'e Bagl
Cevaplara L-NAME'in Etkisi

16. Chinellato LA, Ragazzi E, Pandolfo L, Froldi G, Caparrotlta
L, Fassina G. Pharmacological characterization of a new pu-
rinercig receptor site in rabbit aorta. Gen Pharmacol 1992:
23 (6): 1067-71.

17. Brizzolara AL and Burnstok G. Endothelium-dependent and
endothelium-independent vasodilatation of the hepatic artery
of rabbit. Br J Pharmacol 1991; 103: 1206-12.

18.Bennet MA, Watt PAC, Thurston H. Endothelium-
dependent modulation of resistance vessel contraction: Stu-
dies with NConitro - L-arginin methy ester and N-nitro - L-
arginin. Br J Pharmacol 1992; 107: 616-21.

19.Kaneko K and Sunano S. Involvement of adrenoceptors in
the endothelium-dependent depression of noradrenaline-
induced contraction in rat aorta. Eur J Pharmacol 1993: 210:
195-200.

20-Cocks TM and Angus JA. Endothelium-dependent re-
laxation of coronary arteries by noradrenaline and serotonin.
Nature 1983: 305: 624-30.





