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v

ONSOZ

Amigdalin, kanser tedavisinde kullanilmakta olan bir siyanogenetik glikozittir.

Bu arastirmada, kanser tedavisinde kullanilan amigdalinin viicutta kalp-damar
sistemi iizerine olas1 etkilerinin nitrik oksit diizeyi ve elektrokardiyogramdaki
degisimlerle iligkilendirilerek incelenmesi amag¢lanmustir.

Doktoraya baglamam konusunda beni tesvik eden ve tezimin her asamasinda
ilgi ve destegini eksik etmeyen danismamm Prof. Dr. Meltem SIRELI’ ye, degerli
zamanini ayirarak temel kavramlar1 anlamam konusunda bana yardimci olan Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Bahri
EMRE ve Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ilksin PISKIN’ e, degerli katki ve yardimlarindan
dolay1 Prof. Dr. Ayhan FILAZI’ ye, laboratuvar calismalarimda bilgi ve emegini
esirgemeyen Yrd. Do¢. Dr. Aziz BULBUL’ e, tezimin hayvan denemeleri
asamasinda deneyimi ve yardimlari ile bana destek olan Uzm. Vet. Hek. Serap
TURKMEN’ e, her zaman ilgi ve destegini gordiigiim tiim Fizyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyeleri’ ne, Anabilim Dali calisanlarina, arkadaslarima ve aileme sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Amigdalin

Amigdalin (D-mandelonitrile-B-D-gentiobioside), dogada bol miktarda bulunan ve
ozellikle de meyve cekirdegi iclerinden (acibadem, seftali, kayisi, kiraz, v.s.) elde
edilen siyanogenetik bir glikozittir. Yapilarinda hidrojen siyaniir (HCN) bulunduran
ve bunu asidik veya enzimatik hidrolizle saliveren bitkiler siyanogenetik
(siyanogenik) bitkiler olarak bilinirler. Glikozit terimi, seker molekiiliiniin glikozitik
bag ile bir bagka maddenin oksijen atomuna baglanarak sekillendirdigi bilesige
verilen isimdir. Yapilarinda bulunan seker ve seker olmayan kisimlar birbirlerine eter
bagiyla (glikozitik bag, oksijen kopriisii) baglanir (Kaya ve ark., 1998). Molekiiliin
seker boliimi, glikozitik olarak sekersiz kisma (D-mandelonitril) baglanmis, iki
sekerden (gentiobiose ve 2-D-glikoz) olugmaktadir (Dorr ve Paxinos, 1978).
Amigdalinin agiz yoluyla alinmasini takiben, sindirim sisteminde parcalanmasi
sonucu diger yan iriinlerle beraber oldukca zehirli olan HCN ag¢iga cikar (Haisman
ve Knight, 1967). Bilinen en eski kullanimi, bu zehirliliginden dolay1, eski Misirlilar
tarafindan idam cezasini yerine getirmek (penalty of the peach) amaciyla zehir olarak
kullanilmasidir (Rauws ve ark., 1982). Bununla beraber amigdalin, tedavi edici bir
madde olarak yiizyillardir kronik alkolizmden hemoroite kadar bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilmistir (Moertel ve ark., 1981). Kansere karsi kullanilmakta olan
en etkili bitkisel kokenli maddelerden biri olan amigdalin, sagaltim i¢in ilk olarak
M.O. 2800 yillarinda bitki bilimci Pen Tsao tarafindan kullanilmistir. Ibn-i Sina,
dalak, uterus, mide ve karaciger tiimorlerine karsi act badem yaginin kullanilmasini
onermistir (Koepke, 1998). Amigdalin, 1830 yilinda, Fransiz kimyacilar Robiquet ve
Boutron-Charlard tarafindan, aci badem (Prunus amygdalus) ¢ekirdegi i¢inden izole
edilmis ve 1837 yilinda, Liebig ve Wohler tarafindan kapsamli bir bicimde
incelenmistir. Detayli kimyasal yapis1 ise, 1923 yilinda Haworth ve Wylam

tarafindan ortaya konmustur (Rauws ve ark., 1982).

Amigdalin, aym1 zamanda, piyasa adi Laetrile olarak bilinen bir kanser
ilacinin temel bilesenidir. Bircok kaynak, amigdalin ve Laetrile terimlerini
birbirlerinin yerine kullanarak yanlisa yol agmaktadir. Laetrile numunelerinin

kimyasal analizini yapmak i¢in gerceklestirilen bir calisma sonucunda; % 87 — 98



oraninda amigdalin ile beraber degisik miktarlarda siikroz, fenol ve di-isoprofil
amonyum (ekstraksiyon siirecinin bir kalintis1) bulundugu tespit edilmistir (Dorr ve

Paxinos, 1978).
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Sekil 2.1. Amigdalinin kimyasal yapisi

Konu ile ilgili 1920’lerde Dr. Ernst T. Krebs birka¢ oncii ¢aligma yaparak
amigdalinin kanser hiicrelerini yikimlayici etkisinin oldugunu ve 1950'lerde de oglu
Ernest Krebs, Jr. amigdalinin bir antikanser ilaci olarak kullanilabilecegini
bildirmistir (Holmes ve Way, 1982). Krebs Jr. amigdalinin kimyasal formiiliiniin bag
ve son harflerinden esinlenerek (LAEvo-mandeloniTRILE) "Laetrile" olarak
adlandirdigr amigdalin tabletinin HCN olusumuna neden olarak tiimor hiicrelerini
oldiirebilecegine deginmistir. Hidrojen siyaniir zehirli etkisini mitokondrideki
elektron transport zincirinin son enzimine baglanarak ve 6zellikle de ATP iiretimini
ve oksijen kullanimimi durdurarak gosterir (Salkowski ve Penney, 1994). Daha ileriki
yillarda Krebs, amigdalinden salinan HCN’ nin segici olarak tiimor hiicrelerini
oldiirebilecegine dair bir teori olusturmus, siyaniirii detoksifiye eden ve saglikli
hiicrelerde bol miktarda bulunan rodonaz enziminin kanser hiicrelerinde yeteri kadar
bulunmadigin1 ve bu yolla kanser hiicrelerinin yikimina neden oldugu savini 6ne

siirmiistiir (Koepke, 1998).

Literatiirlerde amigdalinin kanserin tedavisinde etkili olup olmadigina dair
cesitli bildirimler vardir. Soffer (1976), neoplazilerin sagaltiminda Laetrile
kullaniminin yararsiz ve ayni zamanda, dogru tedavi segeneklerini geciktirecegi ve
zehirli olmas1 nedeniyle de tehlikeli oldugunu bildirmektedir. Hill ve ark. (1976),
farelerde yaptiklar1 deneysel calisma sonucunda, amigdalinin B16 melanoma ve

BW5147 AKR 16semiye karsi tedavide etkisiz oldugunu bildirmektedirler. Chitnis ve



ark. (1985), P388 lenfositik 16semi ve P815 mast-hiicre 16semisi olan BDF1 farelere,
200 mg/kg ile 2000 mg/kg dozunda uygulanan amigdalinin, farelerin yasam
siirelerini artiric1 bir etkisi olmadigini bildirmektedirler. Bununla beraber, Fukuda ve
ark. (2003), amigdalinin timor bilyiimesini inhibe edici ve timor olusumuna kars

koruyucu etkileri oldugunu bildirmektedirler.

Amigdalinin agr kesici (Zhu ve ark., 1994), dksiiriigii 6nleyici (Miyagoshi ve

ark., 1986) etkinligi olduguna dair bildirimler de mevcuttur.

1.1.1. Amigdalinin Farmakokinetigi

Amigdalinin agiz yoluyla alinmasini takiben meyve ¢ekirdeklerindeki lizozomlarda
bulunan ve mekanik parcalanma ile agiga c¢ikan emiilsin enzimi (Suchard ve ark.,
1998) veya gastrointestinal sistemde bulunan ve buradaki bakteriler tarafindan
sentezlenen B-glikosidaz enzimi (Dorr ve Paxinos, 1978; Niesink ve ark., 1996) ile
bityiik oranda hidrolize ugratilmasi sonucunda prunasin, glikoz, gentobiyoz,
mandelonitril, benzaldehid ve HCN aciga c¢ikar (Haisman ve Knight, 1967). B-
glikosidaz enziminin hayvansal dokularda da bulundugu bildirilmektedir (Freese ve
ark., 1980; Hays ve ark., 1998). Ancak hayvansal dokularda, gastrointestinal
sistemdeki kadar etkin bir hidrolizin meydana gelmedigi ve amigdalinin bir kisminin
degismeden idrarla disarn atildigi, bu nedenle de parenteral uygulama sonrasinda
hiicre i¢i hidrolizin meydana geldigini sOylemenin kesinkes dogru olamayacagi,
clinkii amigdalinin geri emilimle bagirsaklara gecip, hidrolize ugradiktan sonra tekrar

emiliyor olabilecegi de belirtilmektedir (Adewusi ve Oke, 1985a).

Amigdalinin farmakolojik ve toksik etkisinden sorumlu son iiriin HCN’ dir.
Amigdalinden HCN olusumu birka¢ asamali bir reaksiyon olup her basamakta farkli
bir B-glikosidaz enzimi (amigdalin liyaz, prunasin liyaz, hidroksinitril liyaz) gorev

almaktadir (Haisman ve Knight, 1967).

Amigdalin esas olarak gastrointestinal sistemde hidrolize ugratildig1 i¢in oral
yolla alindiginda daha fazla miktarda HCN agiga ¢ikmaktadir (Carter ve ark., 1980;
Beamer ve ark., 1983).

Bir adet ticari kayis1 ¢ekirdeginin yaklagik 610 mg oldugu ve sindirilmesi

sonucu 0,054 mg HCN aciga cikacagi, 100 g yas, kiiltiir kayisisi ¢ekirdeginin 8,9 mg,



Tiirkiye’ de yetisen 100 g yabani kayis1 ¢ekirdeginin 217 mg ve Tiirkiye’ de yetisen
kiiltiir  kayisist  cekirdeklerinin 88 mg siyaniir serbest birakabilecekleri

bildirilmektedir (Dorr ve Paxinos, 1978).

Amigdalin tabletinin (500 mg) 5,0 — 51,5 (ortalama 28,3) mg/g siyaniir
serbest birakabildigi bildirilmektedir (Hall ve ark., 1986). insanlara parenteral olarak
verilen 1-10 g amigdalinin herhangi bir zehirlenme belirtisi meydana getirmedigi,
ancak agiz yoluyla uygulanan Laetrile’ in parenteral olarak uygulanandan 40 kat

daha toksik oldugu ortaya konmustur (Dorr ve Paxinos, 1978).

Suchard ve ark. (1998), 30 adet kayis1 i¢i yiyen, 41 yasindaki bir kadinin 20
dk icerisinde halsizlik ve dispne belirtileri gdsterdigini ve hastaneye ulastirildiginda
koma halinde, hipotermik ve asidozda oldugunu bildirmektedirler. Yazarlar, bir
kayist icinin 0,12 — 4,09 mg/g (yaygin bildirim 2,92 mg/g) siyaniir icerdigini ve
insanlar i¢in siyaniiriin bildirilen en diisiik letal dozunun 0,56 mg/kg oldugunu

belirtmektedirler.

Gastrointestinal mikrofloranin amigdalinin zehirliligi iizerine etkilerini
inceleyen Carter ve ark. (1980), normal bagirsak florasina sahip ratlara oral yolla 600
mg/kg dozunda amigdalin uyguladiklarn ¢aligmalarinda, letarji ve konviilziyonlarin, 2
ve 5 saat icinde de Olimiin sekillendigi ve bu hayvanlarin kanlarinda yiiksek
miktarda HCN (2,6 — 4,5 pg/ml) belirlendigini, 6te yandan, normal bakteri florasina
sahip olmayan ratlara aym1 dozda amigdalin uygulandiginda hicbir semptom
meydana gelmedigini ve kanlarindaki siyaniir diizeylerinin de amigdalin verilmeyen
normal bagirsak florasina sahip ratlarla aym1 oldugunu belirtmektedirler.
Arastirmacilar aynt zamanda, normal bagirsak florasina sahip ve bakteri florasi
olmayan ratlara agiz yoluyla, toksik olmayan dozda (50 mg/kg) amigdalin vererek
hayvanlarin diskilarindaki hidrolize ugramadan ¢ikan amigdalin miktarin1 6l¢miisler
ve bakteri florast1 olmayan ratlarnin diskilarindaki pargalanmamis amigdalin
miktarinin bagirsak florasina sahip ratlardan daha yiiksek diizeyde oldugunu
belirlemislerdir. Arastirmacilar, yaptiklar1 bu calismanin sonuglarina dayanarak,
amigdalinden toksik miktarlarda siyaniir aciga c¢ikabilmesi i¢in gastrointestinal flora

varliginin zorunlu oldugunu bildirmektedirler.



1.1.2. Siyaniir

Siyaniir, siyanogenetik glikozidler igeren bitki ekstraktlarinin (ac1 badem, manyok,
seftali, kayis1) sindirilmesi sonucu agiga ¢ikmaktadir. Eski ¢aglardan beri bir zehir
olarak kullanilmaktadir. Roma Imparatoru Neron’ un, diismanlarma hizli bir 6liimciil
son hazirlamak igin siyaniir kullandig bildirilmektedir. III. Napolyon, Fransiz-Rus
savast boyunca, askerlerinin siingiilerini siyaniir ile kaplatmigtir. Birinci Diinya
Savasi sirasinda top mermilerine siyaniir doldurularak kimyasal bir silah olarak
kullanilmigtir. Naziler, II. Diinya Savasi sirasinda milyonlarca insanin hayatina
siyaniir ile son vermislerdir. Yakin zamanda ise, Orta Dogu Bolgesi’ nde gerceklesen
savaslar sirasinda kimyasal bir silah olarak siyaniir kullamilmistir (Baskin ve ark.,
1992). Diger siyaniir kaynaklari; plastiklerin veya nitril bazli polimer fiberlerin
pirolizi sonucu ve endiistride akimla kaplama islemi sirasinda aciga c¢ikan toksik
gazlar, alifatik nitril bilesikleri, fotograf isleme malzemeleri, fumigantlar,
insektisidler, hidroksiiiretran ve naylon yamgi artiklari, siyaniir tuzlari, operasyon
sonrast olusan siddetli hipertansiyonun tedavisinde siklikla kullanilan sodyum
nitroprussit ve giiniimiizde tip alaninda kanser tedavisinde alternatif bir ilag olarak

kullanilan Laetrile’ dir (Beamer ve ark., 1983; Baskin ve ark., 1992).

Siyaniiriin etkidigi hedef enzim, mitokondriyal solunum zincirinin terminal
oksidazi olan, sitokrom oksidazdir. Hiicre ve mitokondri membranlarim1 dogrudan
gecebildiginden, hizla elektron transport sistemini ve oksijenli solunumu inhibe eder.
Boylelikle hiicrelerde histotoksik anoksiya olusumuna neden olur (Ivankovich ve
ark., 1980). Klinik bulgular, laboratuvar verileri ve hayvan calismalarina ait sonuglar,
siyaniir zehirlenmelerinde sitokrom oksidaz inhibisyonu sonucu, ilerleyen histotoksik
doku anoksisi meydana geldigini gostermektedir (Baskin ve ark., 1992; Salkowski ve

Penney, 1994).

Biling kayb1, konviilziyonlar, dispne, apne, midriyazis, mide bulantisi, kusma,
elektrokardiyogramda iskemik degisimler, metabolik asidoz, bradikardi ve
hipotansiyon siyaniir zehirlenmesinin belli bash belirtileridir. Hipoksik degisimlerin
varliginda, siyanozun gozlenmemesi teshis i¢in 6nemli bir ipucudur (Baskin ve ark.,

1992).



Vick ve Froehlich (1985) yiiksek dozda siyaniiriin erken etkilerinin, pulmoner
ve/veya  kardiyak kan  akiminda  meydana  gelen  degisikliklerden
kaynaklanabilecegini, siyaniiriin kalbin pompalama giiciinde zayiflama ve kalp
debisinde azalmaya neden olacak derecede, pulmoner arteriollerde ve/veya koroner

arteriollerde vazokonstriksiyona neden olabilecegi fikrini 6ne siirmiislerdir.

Intravendz 2,5 mg/kg dozunda siyaniir verilen 20 kopegin 5-10 dk sonra
oldiikleri ve oOliimiin ani kan basinci diisiisii, hiperventilasyon, merkezi venoz
basincta artis ve bradikardiyi takiben sekillendigi bildirilmektedir. Siyaniir
uygulamasindan 3-5 dk sonra ise hayvanlarda solunum felcinin gozlenmesiyle
birlikte kan basincinda artis tespit edildigi sOylenmektedir. Bunu, terminal apne,
ilerleyen hipotansiyon, derin bradikardi ve hipoksik EKG degisiklikleri takip etmistir
(Vick ve Froehlich, 1985).

Siyaniirii viicuttan uzaklastirmak i¢in endojen olarak devreye giren
mekanizma, mitokondriyal bir enzim olan rodonaz enzimi aracilifiyla, siyaniiriin
goreceli olarak daha az zehirli bir bilesik olan tiyosiyanata doniistiiriilmesi (Basu,
1983; Adewusi ve Oke, 1985b) ve bu yolla idrarla atilmasidir (Salkowski ve Penney,
1994). Siyaniir zehirlenmesinde kullanilan antidotlarin etki mekanizmalarinin
bilinenden ¢ok daha karmasik oldugu tahmin edilmektedir (Isom ve Borowitz, 1995).
Rodonaz enzimi siilfiir gruplarinin varliginda islevsel olabilir (Adewusi ve Oke,
1985b; Chin ve Calderon, 2000) ve bu nedenle de siyaniir zehirlenmesi tedavisinde
bir siilfiir kaynagi olan tiyosiilfat kullamilir. Tiyosiilfat; endojen olarak sinirh
miktarda bulunan ve siyaniiriin daha az toksik bir bilesik olan tiyosiyanata enzimatik
dontigiimii sirasinda gerekli olan siilfiir i¢in eksojen bir kaynak saglamaktadir (Chin
ve Calderon, 2000). Rodonazin, tiyosiilfata karsi yiiksek derecede substrat
spesifitesine sahip ve endojen olarak siyaniirii metabolize etmekten sorumlu bir
enzim oldugu bildirilmektedir. (Baskin ve ark., 1992). Tiyosiilfatlar ve diger siilfiir
dondrleri degerli bir siyaniir antidotu olmalarina ragmen, siyaniir ile olusturulan
histotoksik anoksiya tablosundan en c¢ok etkilenebilecek organ olarak bilinen beyine
gecisleri smurhidir. Buna ek olarak, anyonik yiiklerinden dolayr mitokondri
membranina tutunma yetenekleri az ve bunun sonucu olarak da mitokondrinin

kristalar igcerisinde bulunan rodonaz enzimine ulasmalar1 da simrhidir (Way, 1984).



Siyaniir zehirlenmesinin tedavisinde antidot olarak kullanilan bir diger madde
sodyum nitrittir. Sodyum nitrit kandaki methemoglobin miktarini artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Tedavide nitritlerin hemoglobine baglanmasi ile methemoglobin
olusturulmasi ve siyaniiriin sitokrom oksidazdan ayrilarak segici olarak
methemoglobine baglanmasi amaclanmaktadir. Siyaniiriin ayrilmasiyla birlikte
sitokrom oksidazin tekrar aktive edildigi bildirilmektedir (Baskin ve ark., 1992).
Bununla beraber literatiirlerde, nitritlerin siyaniir zehirlenmesindeki tedavi edici
etkilerinin yalmizca methemoglobin olusumunu saglamalariyla degil, diger
farmakolojik etkilerinin de devreye girdigi baz1 mekanizmalarla gerceklesebilecegi
yorumuna yer verilmektedir (Cucinell ve ark., 1974; Isom ve Way, 1976; Baskin ve
ark, 1996). Methemoglobin olusumunun metilen mavisi uygulanarak Onlendigi
calismalarda sodyum nitritin siyaniir zehirlenmesine kars1 koruyucu etkisinin devam
ettigi gozlenmistir (Holmes ve Way, 1982; Way, 1983). Cucinell ve ark. (1974),
nitritin siyaniire karst koruyucu etkisinin belirgin miktarlarda methemoglobin
olusmadan Once sekillendigini tespit etmiglerdir. Way (1984), siyaniir
uygulamasindan once sodyum nitrit verilerek kandaki methemoglobin diizeyinin
artirnlmasinin, siyaniiriin 6ldiiriicii etkisini onlemede oldukga etkili oldugunu ancak
normal kosullarda gozlendigi gibi, siyaniir zehirlenmesini takiben uygulanan sodyum
nitritin ayn1 derecede etkili olmadigin1 bildirmekte ve sodyum nitritin bu son
durumda methemoglobin olusumundan farkli bir farmakolojik mekanizmayla etkili
oldugunu ifade etmektedir. Bu mekanizmanin da sodyum nitritin bilinen diger bir
farmakolojik 6zelligi olan damar genisletme yetenegine baglh olabilecegi yorumuna
yer verilmekte ve giiniimiizde sodyum nitritin damar genisletici etkinligini kan NO
miktarini artirarak meydana getirdigi bilinmektedir (Dejam ve ark., 2004; Thatcher

ve ark., 2004).

1.2. Nitrik Oksit

Nitrik oksit iki atomlu bir gaz molekiiliidiir ve tanimlanan ilk gaz ndrotransmitter
maddedir (Baranano ve ark., 2001). Reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan
kararsiz radikaller toplulugunun bir iiyesidir. Bir nitrojen atomunun kovalent bag ile,
yoriingesinde ¢iftlesmemis bir adet elektron tasiyan oksijen atomuna baglanmasiyla

ile meydana gelmistir (Ignarro, 1989). Viicutta; damar endoteli, kan pulcuklari,



makrofajlar, miyokard, endokard ve sinir dokular1 gibi bircok dokudan salinmaktadir
(Kelly ve ark., 1996; Chowdary ve Townend, 1999). C)karyotik hiicrelerde nitrik
oksit, yar1 esansiyel bir aminoasit olan L-arjininin terminal guanidino gruplarinda
bulunan azot atomlar1 kullanilarak, nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalizledigi
bir reaksiyon sonucunda iiretilir (Stuehr, 1999). Yan iiriin olarak L-sitriillin aciga
cikar (Palmer ve Moncada, 1989). Bu enzimin bilinen ii¢ izoformu vardir: nNOS
(noronal NOS, tip I NOS), iNOS (uyarilabilir NOS, tip II NOS) ve eNOS (endotelyal
NOS, tip III NOS) (Stuehr, 1999). Bu izoformlardan, nNOS ve eNOS fizyolojik
kosullarda devamli, az miktarda NO {iiretimi gerceklestirdikleri i¢in yapisal nitrik
oksit sentaz (cNOS) olarak da anilirlar (Kone, 2001). Nitrik oksitin en iyi bilinen
etkisi endotel hiicrelerinden salinarak damar diiz kas hiicrelerinde gevsemeye neden
olmasidir. Bunun diginda sinirsel iletim, plateletlerin agregasyon ve adezyonlarinin
onlenmesi, bagisiklik ve uyari-salgilanma ¢iftlenimi gibi bir¢cok fizyolojik

mekanizmada gorev almaktadir (Lohse ve ark., 1998).

1.2.1. Yapisal Nitrik Oksit Sentaz (cNOS):

Yapisal NOS, kofaktdor olarak kalsiyum ve kalmoduline bagimlidir. Hiicrelerde
kalsiyum miktarinin artmasi sonucu kalmodulinin NOS’ a baglanmasi uyarilir ve
kisa siireli etkili NO sentezi gerceklestirilir. Substrat olarak L-arjinin, NADPH ve
oksijen kullanilir. Yapisal NOS; endoteliyal (eNOS, NOS3 geni ile kodlanir) ve
noronal NOS (nNOS, NOS1 geni ile kodlanir) olmak {iizere iki alt izoforma
ayrilmaktadir. Endoteliyal NOS; damar endotel hiicrelerinde, kalp kasi hiicrelerinde,
kan pulcuklarinda, nNOS ise; merkezi sinir sistemi noronlarinda, iskelet ve kalp
kasinda, pankreas adaciklarinda, makula densada ve epitel hiicrelerinde
bulunmaktadir (Kelly ve ark., 1996; Stuehr, 1999; Vergely ve Rochette, 2002;
Danson ve ark., 2005). Endoteliyal NOS tarafindan sentezlenen endotel kaynakli
NO, endotel hiicrelerinden siirekli salinarak damar duvan gerginliginin belli bir
diizeyde tutulmasimi saglamaktadir. Araliklarla ve az miktarda salinan noronal NOS
ise impuls iletiminde gorevli NO’ nun salinmimindan sorumludur. Endotel
hiicrelerinde, reseptor aracili olarak asetilkolin, bradikinin, histamin, P maddesi gibi
maddeler ve damarlardaki siirtiinme stresi gibi fiziksel uyarilar da hiicre i¢i kalsiyum

miktarmni artirarak NO sentezini artirirlar ve bu yolla damar gevsemesine neden



olurlar (Andrews ve ark., 2002). Kalp kas1 hiicrelerinde nNOS ve eNOS’ un varligi
ortaya konmus ve bu enzimlerin kalbin fizyolojik islevlerine aracilik eden NO’ nun

tiretiminden sorumlu olduklar1 belirlenmistir (Vergely ve Rochette, 2002).

1.2.2. Uyarilabilen Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Uyarilabilen nitrik oksit sentaz (iNOS, NOS2 geni ile kodlanir) kofaktér olarak
kalsiyuma ihtiya¢ duymamaktadir. Uyarilabilir NOS araciligr ile L-arjininden NO
sentezi; sitokinler (interferon-y, IL-1p ve TNF-a), endotoksinler, mikrobiyel {iriinler
ve/veya oksidatif stres ile uyarilmaktadir. Endotel, damar diiz kas hiicresi, makrofaj,
notrofil, kalp kasi hiicresi ve endokard gibi bir¢cok hiicrede bulunmaktadir (Schulz ve
ark., 1992; Balligand ve ark., 1993). Bu yolla, mikroorganizmalar ve tiimor hiicreleri
icin sitotoksik etkili olan ve cNOS tarafindan iiretilen NO ile karsilagtinldiginda ¢ok
daha fazla miktarda ve uzun siire etkili NO iiretimi saglanmis olmaktadir. Endotelyal
NOS ve nNOS kisa bir siire i¢in aktive edilir ve fizyolojik islevlerin
diizenlenmesinde gorev alirlar, ote yandan iNOS, patojenlere kars1 konak
savunmasinda yangi siiresince devamli olarak salinir. Bununla beraber, fazla
miktarda NO iiretimi patolojik damar genislemesi ve oksidatif stresin artmasi ile
sekillenen doku harabiyeti gibi istenmeyen sonuglara da neden olmakla beraber
iNOS’un istenmeyen etkileri glikokortikoidlerle engellenebilmektedir (Radomski ve

ark., 1990; Vincent ve ark., 2000; Andrews ve ark., 2002).

Ayni zamanda, mitokondride de NOS enzimi (mitokondryal NOS, mtNOS)
bulunduguna dair bildirimler mevcuttur (Ghafourifar ve Richter, 1997; Lopez-
Figueroa ve ark., 2000). Mitokondriyal NOS sitokrom oksidaz iizerinde, oksijen ve
NO’ nun fizikokimyasal 6zelliklerinin benzer olmasi sayesinde oksijen molekiiliine
spesifik baglanma yiizeyine baglanarak oksijen tiikketimini inhibe eder. Oksijen
tiketiminin NO tarafindan inhibe edilmesi fizyolojik NO konsantrasyonlarinda
gbzlenen, yarigmali, geri donilisimlii ve doza bagimli bir reaksiyondur. Ayrica
mtNOS’ un apoptozisi destekleyici ve engelleyici yonde aktivitelerinin oldugu

bildirilmektedir (Ghafourifar ve Cadenas, 2005).

Biyolojik olarak NO, NOS’ un etkisiyle L-arjininden veya organik nitratlarin
denitrasyonuyla {iiretilir (Thatcher ve ark., 2004; Low, 2005). Sadece birka¢ saniye
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yar1 omrii olan NO, hidrofobik 6zelligi sayesinde, hiicre membranlarini ve hiicredisi
boslugu gecerek hedef hiicrelere ve buralardaki hedef enzim olan, hem igeren
¢Oziinebilir guanilat siklaza (sGC) ulasir. Guanozin trifosfattan (GTP) siklik 3',5'-
guanozin monofosfatin (¢cGMP) olusumunu katalizleyen bu enzim, NO tarafindan
uyarilir. Sonugta olusan cGMP, ii¢ 6nemli efektor protein sinifini diizenler: cGMP-
bagimli protein kinazlar, cGMP aracili iyon kanali protein kinazlann ve
fosfodiesterazlar. Bunlar sirasiyla, protein fosforilasyonunu, plazma membranindan
katyon iceri akigin1 ve siklik niikleotid katabolizmasini1 diizenlerler (Lohse ve ark.,

1998).

Nitrik oksit, oksijen ve demir tagiyan molekiillerle (hem) yiiksek derecede
reaksiyona girme egilimindedir (Ignarro, 1989). Bu nedenle, hem bakimindan zengin
dokularda (kan ve kas dokusu) varlifin1 koruyabilmesi oldukg¢a giictiir ve biyolojik
etkinligini ancak salindig1 yerin yakinindaki bolgelerde gosterebilmektedir. Bununla
beraber, NO yagda rahatlikla ¢6ziinebilmekte ve biyolojik membranlardan rahatlikla
gecebilmektedir. Bu 6zelligi sayesinde parakrin olarak bilinen biyolojik etkilerini

gostermektedir (Danson ve ark., 2005).

Hem cNOS, hem de iNOS kaynakli NO sentezi N-monometil-L-arjinin (L-
NMMA), asimetrik dimetil-L-arjinin (L-ADMA), nitro-L-arjinin (L-NNA) ve nitro-
L-arjinin metil ester (L-NAME) tarafindan baskilanabilmektedir (Boger ve ark.,
1996).

1.3. Nitrik Oksitin Kalp-Damar Sistemi Uzerine Etkileri

Nitrik oksit dolasim sistemi homeostazisinde oldukca 6nemli bir role sahiptir. Nitrik
oksitin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri; damar gevsetici (Moncada ve ark.,
1988), platelet adezyonu (Radomski ve ark.,1987) ve agregasyonu (Faint, 1992) ile
notrofil adezyonunu Onleyici (Armstrong, 2001) ve damar diiz kas hiicresi

proliferasyonunu 6nleyici (Gewaltig ve Kojda, 2002) etkiler seklinde siralanabilir.

1.3.1. Damar Gevsetici Etki

Lokal olarak damar endotel hiicrelerinde; 5-hidroksitriptamin, asetilkolin, trombin,

Ca" iyonoforu, arasidonik asit, bradikinin, histamin, P maddesi, adenin niikleotitleri
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gibi kimyasal faktorler ile arteriyel basin¢ta meydana gelen degisiklikler, damarlarda
artan kan akimiyla birlikte meydan gelen siirtiinme stresi ve elektriksel uyarim gibi

fiziksel etkiler araciligiyla nitrik oksit salinimi uyarilir (Moncada ve ark., 1991).

Nitrik oksit salimimi; ¢oziinebilir sGC’ yi etkinlestirerek damar diiz kas
hiicrelerinde, plateletlerde, sinir hiicrelerinde ve diger hiicrelerde, hiicre i¢i bir
haberci olan cGMP’ nin artisina yol agmaktadir (Ignarro ve Kadowitz, 1985). Nitrik
oksit ile damar diiz kaslarinda meydana getirilen gevseme, hiicre i¢i kalsiyum
miktarinin azaltilmast mekanizmasina dayanmaktadir. Bilindigi gibi NO i¢in endojen
reseptor, sGC’nin hem iceren bolgesidir. Nitrik oksitin sGC’ye baglanmasiyla hemin
demiri ayrilarak enzimde yapisal bir degisiklik meydana gelmekte ve boylece
katalitik yiiz etkinlestirilmektedir (Ignarro, 1992). Diiz kas hiicrelerinde gevseme,
c¢GMP artisinm1 takiben hiicre i¢i kalsiyum miktarinda azalmaya neden olan farkli
mekanizmalar aracilifiyla gerceklestirilmektedir. Kalsiyum miktarindaki azalma,
aktin-miyozin ATPase etkinliginin diizenlenmesinde gorevli miyozin hafif zincir
kinazin1 (Myosin light chain kinaze-MLCK) fosforile eden bir enzim olan cGMP
bagimli protein kinazin katildigi farkli bir takim islemlerle gerceklestirilmektedir
(Hathaway ve ark., 1985).

Damar diiz kas hiicrelerinde cGMP araciligi ile olusturulan diiz kas
gevsemesinin, cGMP ve cGMP bagimh protein kinazin agonistlerle uyarilmig
fosfolipaz C olusumunu inhibe etme yetenegiyle inositol trifosfat {iiretiminin
inhibisyonu, kalsiyumun hiicre disgina atiliminin uyarilmasi, miyozinin inaktif
formunu stabilize eden miyozin hafif zincirinin defosforilasyonunun artirilmasi,
membran Ca**> —ATPase’ nin uyarilmasi, reseptorle kontrol edilen Ca** kanallarmin
inhibe edilmesi ve K" kanallar1 yoluyla K" ge¢irgenliginde artig sekillenmesi sonucu
membranin hiperpolarize olmasi ve voltaj bagimli Ca*? kanallarinmn kapanmasi
mekanizmalariyla sekillendigi 6ne siiriilmektedir (Marin ve Rodriquez-Martinez,

1997).

Izole arterlerde, arteriyollerde, venalarda, veniillerde, kilcal damarlarda ve
lenf damarlarinda endotel bagimli gevseme olusmaktadir. Yine izole arterlerde
kontraksiyon ise NOS’ un bir NOS inhibitorii olan L-NMMA ile inhibisyonu sonucu

meydana gelmektedir. Bu olay da endotelyumdan siirekli bir NO saliniminin
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oldugunu ve bu sayede de normal damar gerginliginin korundugunu ortaya

koymaktadir (Calver ve ark., 1993).

Damar endotel hiicreleri bazal diizeyde NO iiretmekte ve boylece damar
gerginliginin belli bir diizeyde tutulmasi saglanmaktadir. Venalardaki bazal NO
iretimi arterlere oranla cok daha azdir. Deney hayvanlarina ve goniillii insanlara, L-
NMMA’nmm sistemik enjeksiyonlarini takiben arteriyel basingta bir artis meydana
gelmis fakat venoz basingta bir degisiklik gozlenmemistir. Bu bulgular NO’nun
damar diiz kas hiicrelerinin gerginligini ve periferal direnci diizenledigini ve boylece
kan basincinin kontroliine onemli bir katkida bulundugunu gostermektedir (Ignarro,

1989).

Noronal NOS tarafindan iiretilen NO’nun da kan basincinin diizenlenmesinde
rol oynadig diisiiniilmektedir. Rat beyinlerine kiigiik dozlarda NOS inhibitérlerinin
uygulanmasi hayvanlarin kan basincini, bobregin sempatik uyarimimi ve kalp atim
sayisim1 artirmistir. Diger yandan beyinden salinan NO’nun, damarlarda sempatik
tonusu azaltarak kan basincinin diizenlenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Sinirsel aktivitenin lokal kan akiminda bir artisa yol agtigi ve bu cevabin NOS

inhibitorleriyle 6nlendigi bildirilmistir (Li ve Forstermann, 2000).

Endotel hiicrelerinde NO olusumu cesitli fiziksel ve kimyasal uyaricilarla
artirilabilmektedir. Kan akimiyla olusturulan siirtiinme stresi bu uyaricilarin en
onemlilerinden biridir. Egzersiz sirasinda, kan akimi artigina bagli damar gevsemesi
gozlenir. Akut fiziksel egzersiz canlida NO sentezi i¢in giiclii bir uyaricidir. Saglikl
bir insanda, otuz dakikalik yogun bir egzersizden sonra NO’ nun parcalanma iiriinii
olan nitrat ve NO’ nun hiicre i¢i etkinliklerine aracilik eden cGMP’ nin idrardaki

yogunlugunun iki katina ¢iktig1 goriilmiistiir (Boger ve ark., 1996).

1.3.2. Platelet ve Lokosit Agregasyonunu ve Adezyonunu Onleyici Etki

Endotel hiicreleri nontrombojenik yiizey saglarlar. Plateletlerin ve diger kan
hiicrelerinin yapismasini engelleyerek pihtilagsmanin aktif hale gegmesini engellerler.
Endoteliyal hiicrelerin baslica fonksiyonu damar koruyucu ve pihtilasmay1
engelleyici molekiillerin iiretimidir. Bazi molekiiller, yapisal olarak siirekli

salinirken, bazilan ise bir uyarana cevap olarak iiretilir. Nitrik oskit, endotel hiicre
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yiizeyinden salinan ve platelet agregasyonunu baskilayan 6nemli bir molekiildiir.
Nitrik oskit, trombus olusumunun kontrolii ve kan akiskanliginin saglanmasinda
oldukca énemli bir rol oynar (Benjamin ve ark., 1991). In vitro uygulanan NO, kan
pulcugundan zengin plazmada ve tam kanda cesitli pihtilasma faktorlerinin uyardigi
kiimelesmeyi engellemektedir. Nitrik oksit, kiimelesmis kan pulcuklarinin
dagilmalarina neden olmakta, kan pulcuklarmin (Yoshimoto ve ark., 1999),
notrofillerin adezyonlarin1 inhibe etmekte ve kemotaksislerini diizenlemektedir
(Armstrong, 2001). Kan akiminin saglanmas1 ve trombozdan kag¢inilmasi i¢in kan
pulcuklarinin kiimelesme ve homeostatik tikag olusturma ozellikleri cok iyi
dengelenmelidir. Damar liimenine dogru saliman NO difiizyonla plateletlere girerek
sGC’ yi aktive eder ve damar diiz kas hiicrelerindekine benzer bicimde platelet ici
kalsiyum konsantrasyonunu azaltarak platelet adhezyonunu, aktivasyonunu ve

agregasyonunu inhibe etmektedir (Palmer ve Moncada, 1989).

1.3.3. Damar Diiz Kas Hiicrelerinin Proliferasyonlarim Onleyici Etki

Damar bosluguna, damarlarin diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmalarini engelleyici ve
uyarici aract maddeler salinmaktadir. Fizyolojik kosullarda, cogalmay1 engelleyici
maddeler sayesinde endotel kalinliginin sabit kalmasi1 saglanmaktadir. Nitrik oksit
damar diiz kas hiicrelerinin ¢cogalmasim engelleyen giiclii bir inhibitérdiir. Damar
limeninde, aym1 zamanda damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmalarim1 uyaran
epidermal biiyiime faktorii, kan pulcugu kokenli biiyiime faktorii ve anjiyotensin I
gibi cesitli biiylime faktorleri de bulunmaktadir. Nitrik oksit gibi hiicre ¢ogalmasini
engelleyici maddelerin eksikliginde ¢ogalmayi baskilayici etki ortadan kalkmakta ve
endotel hiicreleri miktarinda artis meydana gelmektedir. Bu durum, damar
boslugunun daralmasiyla birlikte sekillenen kalp-damar hastaliklarinin temelini

olusturmaktadir (Cannon, 1998; Gewaltig ve Kojda, 2002).

1.3.4. Nitrik Oksitin Kalp Uzerine EtKisi

Fizyolojik ve patolojik kosullarda nitrik oksit kalp kasi kasilmasinin kontroliinde
onemli bir rol oynamaktadir (Shah, 1996). Guanilat siklazin, NO’nun kalp kasi

hiicresindeki temel hedefi oldugu ve cGMP’nin NO’nun kasilim iizerine olan
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etkilerine aracilik ettigi bilinmektedir (Stamler, 1994; Kojda ve ark., 1996). Nitrik
oksit salimmi sGC’ yi etkinlestirerek hiicre ici ¢cGMP miktarinda artisa yol
acmaktadir (Ignarro ve Kadowitz, 1985). Nitrik oksit tarafindan cGMP iiretiminin
uyarilmast cGMP bagimlh protein kinazlar (cGMP-PK) ve cGMP ile uyarilan ve
inhibe edilen fosfodiesterazlar (PDE2 ve PDE3) gibi bazi protein aktivitelerinin
diizenlenmesine onciiliikk etmektedir (Méry ve ark., 1997; Musialek ve ark., 1997).
Nawrath (1977), coziinebilir sGC’ nin uyarilmast sonucu olusan cGMP’nin, izole
ventrikiil kalp kas1 hiicrelerinde kalsiyumun hiicre icerisine girisini azalttig1 ortaya
konulmus ve bu olaya cGMP-bagimli protein kinazin aracilik ettigi belirtilmektedir

(Méry ve ark., 1997).

Nitrik oksitin kalp kast1 hiicreleri lizerine etkileri, 6nceleri sodyum nitroprussit
(SNP), gliseril trinitrat (GTN), izosorbit dinitrat (ISDN), S-nitroso-N-
asetilpenisilamin (SNAP) ve 3-morfolinosidonimin (SIN-1) gibi organik nitratlar
(eksojen NO salicilari) ve NO iiretimini inhibe eden ajanlar kullanilarak
incelenmistir. Ciinkii organik nitratlarin kalp kasi hiicrelerinde NO’ ya donlismesiyle
NO miktar1 yiiksek modeller olugmast saglanirken, NO inhibe edicilerin
kullanilmasiyla da NO miktar1 diisitk modellerin olusturulmas: ve bu modellerde
sekillenen fizyolojik etkilerin incelenebilmesi miimkiin kilinmistir (Dejam ve ark.,
2004).

Izole kobay sinoatrial dii§iimii ve atrium preparatlarina yiiksek dozlarda
(milimolar) SNP uygulamasinin kalbin kasilma giiciinde ve kalp atim sayisinda bir
azalmaya yol actigi, 6te yandan diisiikk dozlarin (nanomolar, mikromolar) pozitif
inotropik ve kronotropik etkiler olusturdugu bildirilmektedir (Musialek ve ark., 1997;
Sarkar ve ark., 2000; Lagodych, 2001; Danson ve ark., 2005). Kojda ve ark. (1996),
yiikksek dozda NO dondrleriyle olusturulan fazla miktarda cGMP artisinin, cGMP-
bagimli protein kinazin aktive edilmesiyle kalbin kasilim cevabinda bir azalmaya
neden oldugunu, az miktarda uygulanan organik nitratlarin ise cGMP miktarinda orta
derecede bir artisa yol actifin1 ve bunun da cAMP miktarin1 artirarak ve cAMP-
bagimli protein kinazi aktive ederek kalbin kasilim cevabini artirdigim ifade
etmektedirler. Yapilan calismalar sonucunda, NO salicilarinin kalbin inotropik ve
kronotropik 6zellikleri izerine olan etkilerinin bifazik oldugu goriilmiistiir (Kojda ve

ark., 1996; Danson ve ark., 2005).
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Paulus ve ark. (1994), sol ventrikiil koroner arter yataklarina SNP verilen
hastalarda; sol ventrikiil kasilim egrisinin en yiiksek diizeye ¢iktigi noktada ve sistol
sonu basingta belirgin bir azalma oldugunu, sol ventrikiil izovoliimik gevsemesinin
daha erken basladigini ve sol ventrikiiliin diyastolde daha fazla gevsedigini
bildirmektedirler. Buna ek olarak Paulus (2000), NO’ nun sol ventrikiil gevsemesini
hizlandiric1 ve sol ventrikiil esnekligini artirici etkileri oldugunu bildirmektedir.
Ayrica, Weidong ve ark. (2002) broylerlere bir NOS inhibitérii olan L-NAME
uygulanmasiyla kalbin kasilma yeteneginin azaldigini ve ayni hayvanlara SNP

uygulamasini takiben anilan etkinin ortadan kalktigini ifade etmektedirler.

Chesnais ve ark. (1999) izole kurbaga kalbi kas1 preparatlarina SNP, SNAP
ve SIN-1 uyguladiklarn ¢alismalari sonucunda cGMP bagimli negatif inotropik bir
etki elde ettiklerini bildirmekte ve bu etkinin NO aracili oldugunu One

siirmektedirler.

Joa ve ark. (2000), izole kobay sinoatrial diigiimlerine SNP verildiginde kalp
atim sayisinin doza bagimli bir bicimde arttigim (197,2 + 6,1’den 221,4 + 9,7’e),
repolarizasyon siiresinde bir azalma meydana geldigini bildirilmektedirler. Ayrica bu
etkilerin, NO-cGMP’ nin eslik ettigi bir mekanizmayla, yavas isleyen K kanallar1 ve
diyastolde yavag igeri akimdaki bir artistan kaynaklanabilecegi yorumuna

gidilmektedir.

Nitrik oksit ve katekolaminler kalp kasilimi iizerine antagonist etkilidirler.
Endotelyal NOS kaynakli NO bir  blokor gibi katekolaminlerin 3-adrenerjik etkisini
sinirlamaktadir (Belge ve ark., 2005). Kopeklere NOS inhibitorleri verildiginde,
kalbin sol ventrikiilinde sempatik sinir sistemi tarafindan olusturulan pozitif
inotropik etkinin arttigir gozlenmektedir (Takita ve ark., 1998). Noronal NOS’ un,
kalbi innerve eden presinaptik noronlardan asetilkolin salintmim kolaylastirdigi
(Herring ve Paterson, 2001; Mohan ve ark., 2002) ve sempatik sinir tellerinden
katekolaminlerin salimmini azalttig1r bildirilmektedir (Paton ve ark., 2002).
Endotelyal NOS kaynakli NO’ nun, kalp kasi hiicrelerinde katekolaminlerin -
adrenerjik etkilerini azaltic1 fonksiyonuna ek olarak asetilkolinin postsinaptik giiciinii
kuvvetlendirici bir etkisinin de oldugu (Balligand ve ark., 1993; Massion ve ark.,

2003) ve ayrica katekolaminlerle uyarilmis kalp kas1 hiicrelerinde asetikoline cevabi
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giiclendirdigi ortaya konmustur (Champion ve ark., 2004; Massion ve ark., 2004). Bu
deneysel gozlemlere dayanarak, nNOS’ un presinaptik diizeyde, eNOS’ un ise
postsinaptik diizeyde optimal bir sempatovagal denge olusturmak iizere bir arada etki

ettikleri yorumuna da deginmislerdir (Belge ve ark., 2005).

Kalp kast hiicrelerinde bulunan f; ve [, adrenerjik reseptorlerin
katekolaminlerle uyarilmasi, kalbin kasilma giicii ve frekansinda artisa neden
olmaktadir. Gauthier ve ark. (1996), bu reseptorlere ek olarak insan kalbinde, bir
tictincii B adrenerjik reseptoriin bulundugunu (B3 adrenerjik reseptdr) ve bu
reseptoriin uyarilmasi sonucu P; ve P, adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi sonucu
olusan etkiye zit yonde bir etki olusarak kalbin kasilma giicii ve frekansinda azalma
meydana geldigini belirtmektedirler. Ayrica ;3 adrenerjik reseptoriin anilan etkilerini
NOS enziminin aracilik ettigi bir mekanizmayla gerceklestirdigini One

siirmektedirler (Gauthier ve ark., 1998).

Feron ve ark. (1996) tarafindan, nNOS’ un kalp diizeyinde, kalbi innerve
eden sempatik ve parasempatik sinir tellerinde ve kalp kasi sarkoplazmik
retikulumunda; eNOS’ un endotel hiicreleri ve kalp kasi hiicresi membraninda
bulunan kaveolalarda ve T-tiibiilii ile sarkoplazmik retikulumun bulustugu noktada
lokalize olduklar1 bildirilmektedir. Kaveolalar, endotel ve kalp kast hiicre
yiizeylerinde bulunan membran invaginasyonlaridir. Kaveolinlerden zengin kaveola
bolgeleri NOS enzimi ve diger birgok molekiil i¢in tutunma bolgeleridir ve NOS
enzimi burada kaveolin izoformlarina bagh bicimde bulunur. Kaveolinlerin, NOS
icin Ca* ile yarigarak NO biyosentezini inhibe ettikleri belirtilmektedir (Michel ve
ark., 1997).

Izole yenidogan ve yetiskin kalp kas1 hiicreleri iizerinde yapilan bir caligma
sonucunda, muskarinik kolinerjik ve B-adrenerjik uyarimin endojen NOS son

tiriinleriyle yonlendirildigi fikri 6ne siiriilmektedir (Balligand ve ark., 1993).

Kalpte uyar1 olusturma yetenegine sahip dokularda, L-tipi kalsiyum
kanallarinin kolinerjik inhibisyonunda NO’ nun 6nemli bir rol oynadigi bilinmekte
(Han ve ark., 1994) ve buna ek olarak NO’ nun, atrioventrikiiler nodal hiicrelerde

muskarinik kolinerjik uyarim araciligiyla L-tipi kalsiyum kanallarindaki iyon
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akisiin azaltilmasinda rol aldigi ve bu etkinin de muhtemelen cGMP ile uyarilmig

fosfodiesteraz araciligi ile gerceklestirildigi bildirilmektedir (Han ve ark., 1996).

Nitrik oksitin, baroreseptorlerden kdken alan afferent sinir tellerinin beyinde
sonlandiklar1 yer olan nucleus tractus solitarius’ta sinirsel aktiviteyi artirdigi

belirlenmistir (Tagawa ve ark., 1996).

B-adrenerjik reseptorleri bloke edilmis gelincik kalplerinde NOS inhibisyonu
sonucunda vagal sinir uyariminin kalp atim sayisini azaltici etkisinin zayifladig

goriilmektedir (Conlon ve ark., 1996)

Izole kobay atriyumlarina nano ve mikromolar diizeylerinde NO salicilari
(SNP ve SIN-1) uygulandiginda NO-cGMP hiicre i¢i haberlesme sisteminin aktive
olmas1 ve hiperpolarizasyonla aktive olan akimin (/f) uyarilmasi sonucu kalp atim
sayist artmaktadir (Musialek ve ark., 1997). Bununla beraber, NO salicilarinin
norepinefrin salimimini (Schwarz ve ark., 1995) ve sempatik sinir uyarimina bagl
sekillenen kalp atim sayisindaki artist azalttii yoniinde bildirimler mevcuttur

(Choate ve Paterson, 1999).

Endojen olarak iiretilmis olan iNOS, izole kalp kasi1 hiicrelerinde cGMP’nin
de gorev aldigi bir mekanizmayla, B-adrenerjik uyarima cevap olarak artan cAMP

miktarim1 azaltmaktadir (Joe ve ark., 1998).

Kalbe ait otonom sinirleri kesilmis ve B-adrenerjik reseptorleri bloke edilmis
anestezi altindaki tavsanlara NO salicilar1 (SNP ve SIN-1) uygulandiginda az
miktarda ancak anlamli bir pozitif kronotropik etki gézlenmistir (Hogan ve ark.,
1999a). Kalp i¢i gangliyonlarda, vagal sinirin uyarilmasi sirasinda salian nNOS’ un
(Herring ve ark., 2000) bradikardinin siddetini artirdig1 ve asetilkolin salinimini
kolaylastirdig1 tespit edilmistir (Herring ve Paterson, 2001). Ayrica NO’nun,
insanlarda vagal kontroliin etkinligini artirdigi ifade edilmektedir (Chowdhary ve

ark., 2000).

Fosfodiesteraz 3 inhibisyonu sonucunda, vagal sinir uyarimina cevap olarak
sekillenen asetilkolin salinimi artmaktadir. Nitrik oksit salicilarin vagus siniriyle
uyarilmis bradikardinin siddetini degistirebilme yetenekleri PDE2 ve protein kinaz G
inhibisyonundan etkilenmemektedir, ancak protein kinaz A blokorleri ve N-tipi

kalsiyum kanal blokorleri tarafindan engellenmektedir (Herring ve Paterson, 2001).



18

Bu arastirmada, kanser tedavisinde kullanilan amigdalinin viicutta kalp-damar
sistemi iizerine olast etkilerinin nitrik oksit diizeyi ve elektrokardiyogramdaki

degisimlerle iliskilendirilerek incelenmesi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan Materyali

Calismada 3-5 aylik, 400-600 gram agirliginda 32 erkek albino kobay kullanildi.
Hayvanlar her grupta sekizer hayvan olmak iizere, bir kontrol ve geri kalan ii¢ grup
deney gruplar olacak sekilde dort gruba ayrildi ve 6zel bolmelere konularak bir hafta
siireyle ortama aligmalar1 i¢in beklendi. Hayvanlara ¢alisma siiresince su, pelet ve
yesil yem ad libitum olarak verildi. Arastirma etik kurallara uygun olarak

gerceklestirildi.

2.1.2. Deneyde Kullamlan Aygitlar

Aragtirmada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalindaki
elektrokardiyograf (Nihon-Kohden, Cardiofax ECG-6851 K) ve spektrofotometre
(Shimadzu Spectrophotometer , UV-150-02 Kyoto-Japan) kullanilda.

2.1.3. Deneyde Kullanilan ilaclar ve Soliisyonlar

Arastirmada kullanilan amigdalin (Sigma, A6005), % 99 saflikta ve toz haldedir. 1 g
amigdalin 12 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek (Budavari, 1996) stok soliisyon

hazirlandi.

Vanadyum kloriir (VCl3) soliisyonu, 1 M 50 ml hidroklorik asitin (HCL,
Sigma H-7020) icerisine 400 mg VCl; (Merck 112393) eklenerek hazirlandi

Siilfanilamit c¢ozeltisi, 2 g siilfanilamit (Merck 111799), % 2’ lik HCl ile 100

ml’ ye tamamlanarak hazirlandu.

N-(1-naftil) etilenediamin (NEDD) c¢ozeltisi distile su ve NEDD (Merck
106237) % 0,1 oraninda karistirilarak elde edildi.
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2.2. Yontem

2.2.1. ilaclarin Uygulanmasi

Bir haftalik adaptasyon donemi sonunda, hayvanlar ila¢ uygulamasindan 6nce 16
saat siire ile a¢ birakildi (Rauws ve ark., 1982). Bu siirenin sonunda biitiin
hayvanlarin tartimi yapildiktan sonra, bir grup kontrol grubu olarak ayrildi ve diger
gruplarla aym stres sartlarina sahip olmalari i¢cin mide sondas1 yardimiyla agizdan 1
ml distile su verildi. II. gruba 50 mg/kg, III. gruba 100 mg/kg, IV. gruba 200 mg/kg
dozunda olacak sekilde distile su igerisinde ¢6zdiiriilmiis olan amigdalin (Budavari,

1996) tek doz olacak sekilde yine sonda araciligi ile mideye verildi.

2.2.2. Elektrokardiyogramin Yazdirilmasi

[lacin verilmesinin iizerinden bir saat gectikten sonra elektrokardiyografi cekimleri
yapild1 (Hill ve ark., 1980; Frakes ve ark., 1986). Bunun i¢in hayvanlar kendilerini
giivende hissedebilecekleri, dogrudan giin 15181 almayan, sessiz bir ortama alindilar.
Kobaylara  elektrokardiyografi  ¢ekimi  sirasinda, anestezik = maddelerin
elektrokardiyogram iizerine etkileri oldugu bilindigi icin herhangi bir anestezik
madde uygulanmadi (Pigkin ve ark., 1999). Kobaylar yiiziikoyun ozel bir tahta
izerine yatirlarak kol ve ayaklan tespit edildi ve bu pozisyonda ortama
alisabilmeleri icin bir siire beklendi. Derinin direncini diisiirmek ve dokularla
elektrotlar arasinda akim gecisini kolaylastirmak icin elektrotlarin yerlestirilecegi
bolgelere jel (Ber-kim, Sonotact, Ultrasound jeli) siiriildii. Elektrot olarak, disleri
torpli ile korlestirilmis timsah agizli kiskac elektrotlar kullanildi. Elektrotlar 6n
bacaklarda dirsek ekleminin iizerine, arka bacaklarda ise diz ekleminin iist bolgesine
tutturuldu. Elektrokardiyografi cihazi 50 mm/sn kagit ¢ikis hizina ayarland: (Piskin,
1994; Akdag, 2004).

Elde edilen elektrokardiyogramlarin sadece II. derivasyonlarindaki P dalgasi
siiresi, QRS kompleksi siiresi, T dalgas1 siiresi, P-R araligi, Q-T aralig: siireleri, P, R
ve T dalgalarmin amplitiidleri ve kalp atim sayilar belirlendi. Ayrica QTc degerleri
Fridericia tarafindan Onerilen formiilden yararlanilarak hesaplandi. Bu amagla,

arkaya 10 kalp atim siklusunda olusan Q-T ve R-R araliklar1 belirlenerek
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ortalamalar1 alindi ve ortalama Q-T aralifi degerinin kiip kokii, ortalama R-R

araligina boliinerek QTc degeri hesaplandi (Hamlin ve ark., 2003).

2.2.3. Serumda Nitrik Oksit Miktarinin Belirlenmesi

Elektrokardiyografi ¢ekiminden hemen sonra kan alma islemini gergeklestirmek
amaciyla kobaylar sirt iistii sabit bir konumda olacak sekilde tutuldular. Hayvanlarin
kalplerinden siyah uglu enjektor ile 1 ml kan alinarak hemolize neden olmamak igin
yavasca ependorf tiiplerine aktarildi. Kan 6rnekleri pihtilasana kadar beklendikten
sonra santrifiij aletine konularak 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve serumlar
ayrildi. Elde edilen serumlar NO miktarinin belirlenecegi zamana kadar —20 °C’ de

muhafaza edildi.

Kan serumlarin1 proteinden arindirmak amaciyla Calapai ve ark. (2000)
tarafindan bildirilen yontemden yararlanildi. Her 500 pl serum numunesine 1 ml %
10’ luk triklor asetik asit (TCA, Sigma T-9159) eklenip, bes dakikada bir
karistirilarak toplam yarim saat oda 1sisinda beklendi. Bu siire sonunda numuneler

15000 devirde, 15 dakika santrifiij edildikten sonra iistte kalan kisim ayrildi.

Serumda NO miktarinin belirlenmesi amaciyla Griess reaksiyonundan
yararlanildi (Miranda ve ark., 2001). Nitritin asidik ortamda primer bir aromatik
aminle (siilfanilamit) diazotizasyonu ve NEDD ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi
olarak bilinen Griess reaksiyonu sonucu olusan renk indeksindeki degisimler
spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen veriler ©6nceden hazirlanmis
kalibrasyon egrilerine bakilarak NO miktar1 tayin edildi. Bu kapsamda, kan
serumlarindan hazirlanan proteinden arindirilmis 100 pl 6rnek iizerine, 100 pl VCl;
¢ozeltisi eklendi. Bunun {izerine 50 pl siilfanilamit ¢ozeltisinden ve 50 pl % 0.1° lik
NEDD c¢ézeltisinden ilave edildi. Ornekler 37°C’ de 30 dk inkiibasyona birakildiktan
sonra kiiltir plagt okuyucusuna (Titerteks-Multiskan, M.C., Finlandiya)
yerlestirilerek 550 nm’ de okundu. Sonuglar, literatiirde gosterilen (Miranda ve ark.,
2001) ve daha once 0,75 - 100 umol/l konsantrasyonlardaki sodyum nitratin (Merck
106535) absorbans degerlerine gore hazirlanan kalibrasyon egrisi (Sekil 2.1)
kullanilarak degerlendirildi.
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Sekil 2. 2. Sodyum nitrat konsantrasyonlarina karsi okunan absorbans degerleri ile
elde edilen kalibrasyon egrisi

,6

Absorbans

0,0

0 20 40 60 80
Sodyum nitrat (Wmol/L)
Gruplar arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesinde Tek Yonlii Varyans

Analizi, farkin hangi gruplardan kaynaklandigini ortaya koymak icin ise Duncan testi

yapildi (MS Windows i¢in SPSS 10.0 paket programi).
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3. BULGULAR

Bu calismada, kobaylara agiz yoluyla 50, 100, 200 mg/kg dozlarinda verilen
amigdalinin elektrokardiyogram ve serum nitrik oksit diizeyi {izerine -etkileri

incelendi.

[la¢c uygulamasini takiben bir saat sonra elektrokardiyogram kayitlar1 alimip
Olctimler ve degerlendirmeler yapildi. Serum NO seviyeleri de tespit edildikten sonra
tiim gruplarda elektrokardiyografi verileri ve serum NO diizeyleri istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Serum NO diizeyleri 1. grup olan kontrol grubunda 15,82 + 1,93 pmol/l, 1L
grup olan 50 mg/kg amigdalin grubunda 21,82 + 1,13 umol/l, III. grup olan 100
mg/kg amigdalin grubunda 24,97 £ 1,89 umol/l ve IV. grup olan 200 mg/kg
amigdalin grubunda 31,29 + 2,93 umol/l olarak belirlendi. Serum NO miktarinin
kontrol grubuna gore sirasiyla IL., III. ve IV. gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde (p<0,05) arttig1 goriildii. Ayrica yine IV. gruba ait serum NO miktarinin II.

gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu belirlendi.

Cizelge 3. 3. Kontrol (I. grup), 50 mg/kg (II. grup), 100 mg/kg (IIL. grup) ve 200
mg/kg (IV. grup) amigdalin gruplarinda belirlenen serum nitrik oksit diizeyleri

I. grup (n=8) II. grup (n=8) III. grup (n=8) IV. grup (n=8)
Kontrol 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
X +Sx X £ Sx X £ Sx X £ Sx

Serum nitrik
oksit diizeyi 1582+1,93% 21,82+1,13° 2497+1,89>™ 3129+20903°¢
(umol/1)

EKG degerleri incelendiginde Q-T aralig: siiresi ve kalp atim sayis1 verileri
disinda diger degerler acgisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlenmedi.

P dalgasimin amplitiidii I. grupta 0,192 + 0,010 mV, II. grupta 0,218 + 0,021
mV, III. grupta 0,175 £ 0,016 mV, IV grupta 0,206 + 0,013 mV olarak tespit edildi.
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P dalgasinin siiresi I. grupta 0,030 + 0,001 sn, II. grupta 0,031 £ 0,001 sn, IIL
grupta 0,028 £ 0,001 sn, I'V. grupta 0,030 £ 0,000 sn olarak belirlendi.

P-R araliginin siiresi 1. grupta 0,073 + 0,002 sn, II. grupta 0,071 £ 0,002 sn,
III. grupta 0,068 + 0,002 sn, I'V. grupta 0,070 + 0,003 sn olarak tespit edildi.

R dalgasinin amplitiidii I. grupta 1,000 = 0,085 mV, II. grupta 0,900 + 0,114
mV, III. grupta 0,812 £ 0,091 mV, IV. grupta 0,781 + 0,050 mV olarak tespit edildi.

QRS kompleksinin siiresi I. grupta 0,02 £ 0,000 sn, II. grupta 0,02 £ 0,000 sn,
III. grupta 0,02 £+ 0,000 sn, I'V. grupta 0,02 + 0,000 sn olarak belirlendi.

T dalgasinin amplitiidii 1. grupta 0,187 £ 0,027 mV, II. grupta 0,150 + 0,032
mV, III. grupta 0,112 £ 0,012 mV, IV. grupta 0,162 + 0,024 mV olarak ol¢iildii.

T dalgasinin siiresi 1. grupta 0,042 + 0,007 sn, II. grupta 0,036 + 0,006 sn, II1.
grupta 0,032 £ 0,001 sn, I'V. grupta 0,036 £ 0,005 sn olarak belirlendi.

Q-T aralig siiresi; kontrol grubunda 0,156 £ 0,009 sn ve 50 mg/kg amigdalin
verilen grupta 0,147£0,004 sn olarak belirlenirken, 100 mg/kg (0,126+0,006 sn) ve
200 mg/kg (0,120+0,001 sn) amigdalin verilen gruplarda istatistiksel agidan anlamh
bir bigimde kisaldig1 (p<0,05) goriildii.

Kalp atim sayis1 kontrol grubunda 205 + 12 adet/dk ve 50 mg/kg amigdalin
verilen hayvanlarda 208 + 12 adet/dk olarak kaydedilirken, 100 mg/kg ve 200 mg/kg
amigdalin verilen hayvanlarda istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde (p<0,05)

sirastyla 246 + 11 adet/dk ve 253 + 12 adet/dk’ ya kadar yiikselme belirlendi.

100 mg/kg ve 200 mg/kg dozunda amigdalin verilen hayvanlarin Q-T araligi
siirelerindeki kisalmanin, anilan gruplardaki dakika kalp atim sayisindaki artisa bagh
olup olmadigin1 belirleyebilmek amaciyla Fridericia diizeltme formiilii kullanilarak
tim gruplarda QTc degerleri hesaplandi, ancak gruplar arasinda QTc degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi. QTc degeri 1. grupta
0,52740,038, II. grupta 0,560+0,025, II. grupta 0,490+0,020, IV. grupta
0,488+0,015 olarak hesaplanda.
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Cizelge 3. 4. Kontrol grubu (I. grup) ile amigdalin verilerek olusturulan II, III ve IV.
gruplara (50, 100, 200 mg/kg) ait EKG degerleri.

L. grup (n=8) IL. grup (n=8) III. grup (n=8)  IV. grup (n=8)
Kontrol 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
X +Sx X +Sx X + Sx X + Sx
P dalgasi 0,192 +0,010 0218+0,021 0,175+0,016 0,206 + 0,013
amplitiidii (mV)
P dalgasi 0,030 £0,001 0,031 £0,001 0,028 £0,001 0,030 = 0,000
siiresi (sn)
P-R araligi 0,073 £0,002 0,071 £0,002 0,068 +£0,002 0,070 + 0,003
siiresi (sn)
R dalgasi 1,000 £0,085 0,900+0,114  0,812+0,091 0,781 + 0,050
amplitiidii (mV)
QRS kompleksi  0,02+0,000  0,02£0,000  0,02+0,000 0,020,000
siiresi (sn)
Q-T aralig: 0,156 £0,009* 0,147 £0,004* 0,126 £0,006° 0,120 + 0,001 °
siiresi (sn)
QTc degeri 0,527 £0,038 0,560 £ 0,025 0,490 £0,020 0,488 + 0,015
T dalgast 0,187 £0,027  0,150+£0,032  0,112+0,012 0,162 + 0,024
amplitiidii (mV)
T dalgas: 0,042 +0,007 0,036 +0,006 0,032+0,001 0,036 0,005
siiresi (sn)
Dakika kalp 205+ 12° 208 +12° 246 +11° 253 +12°
atim sayisi
il ;l ﬁ F k 'E ‘II
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Sekil 3. 6. Kontrol grubu kobaylarda elektrokardiyogram (50 mm/sn, ImV=10mm)
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Sekil 3. 7. 50 mg/kg amigdalin grubuna (II. grup) ait elektrokardiyogram (50
mm/sn, ImV=10 mm)
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Sekil 3. 8. 100 mg/kg amigdalin grubuna (III. Grup) ait elektrokardiyogram (50
mm/sn, ImV=10 mm)
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Sekil 3. 9. 200 mg/kg amigdalin grubuna (IV. grup) ait elektrokardiyogram (50
mm/sn, ImV=10 mm)

Uciincii deney grubu olan 200 mg/kg amigdalin grubunda % 25 oraninda P
dalgasindan sonra QRS kompleksinin olugsmamasi ile karakterize II° AV
(Atriyoventrikiiler) blok tespit edildi (Sekil 3.5). Yine ayn1 grupta % 25 oraninda S-T
segmentinde yiikselme goriildii (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Ayrica % 12,5 oraninda,

istatistiksel olarak bir farklilik saptanmamasina karsin, T dalgasi amplitiidiinde artis,
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T dalgasinin QRS kompleksinin igerisine kaynadigi bir S-T segmenti kisalmasi ve
QRS kompleksinden daha fazla sayida P dalgasi olusumu ve P dalgalari ile QRS
komplekslerinin birbirlerinden bagimsiz olarak sekillenmeleri ile karakterize I1I° AV

blok tespit edildi (Sekil 3.7).

| | |
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Sekil 3. 10. 200 mg/kg amigdalin grubunda (IV. grup) II° AV blok (50 mm/sn,
1mV=10 mm)
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Sekil 3. 6. 200 mg/kg amigdalin grubunda (IV. grup) S-T segmentinde yiikselme (50
mm/sn, ImV=10 mm)

Sekil 3. 7. 200 mg/kg amigdalin grubunda (IV. grup) T dalgas1 amplitiidiinde arts,
S-T segmentinde kisalma ve I1I° AV blok (50 mm/sn, ImV=10 mm)
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4. TARTISMA

Kanser tedavisinde kullamilan amigdalinin kan nitrik oksit seviyesi ve
elektrokardiyogram iizerine etkilerini arastirmak iizere kobaylara agiz yolu ile

amigdalin verilerek anilan parametrelerdeki degisimler incelenmistir.

Elektrofizyolojik ve kardiyovaskiiler parametrelerin incelendigi deneysel
modeller i¢in ¢cok uygun deney hayvanlan olarak kabul edildikleri (Hamlin ve ark.,
2003; Hauser ve ark., 2005), bakimlar1 kolay ve ucuz oldugundan dolay1 ¢alismada

kobaylarin kullanilmasi tercih edilmistir.

Amigdalin hayvansal dokularda, gastrointestinal sistemdeki kadar etkin bir
hidrolize ugratilamadigindan (Adewusi ve Oke, 1985a) parenteral uygulamalarda
daha etkin sonuc¢ alabilmek i¢in ¢ok daha yiiksek dozlarda kullanilmasi
gerekmektedir (Rauws ve ark., 1982). Bu nedenle, ilacin agiz yoluyla uygulanmasi
tercih edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda amigdalinin kobaylardaki oral dozu
ile ilgili bir bilgiye ulagilamadigindan uygulanacak doz belirlenirken diger
kemirgenlerde nerilen dozlardan yola ¢ikilarak doz tespiti yapilmistir. Hamsterlerde
amigdalinin oral deney dozunun 250 mg/kg (Willhite, 1982) ve 0,44 mmol/kg
(hesap: 200 mg/kg) (Frakes ve ark., 1986) oldugu bildirilirken, ratlarda ilag oral yol
ile uygulandiginda LD50 dozunun 395 mg/kg ve farelerde 450 mg/kg oldugu ifade
edilmektedir (Pulido ve Rio, 1980). Bu verilerden yola ¢ikarak kobaylara agiz yolu
ile, tek sefer 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda amigdalin verilmesi

uygun goriilmiistiir.

Elektrokardiyografi ¢ekimi ve kan orneklerinin alinacagi zaman olarak, oral
amigdalin uygulamasi takiben amigdalinin enzimatik par¢alanmasi sonucu agiga
cikan HCN’ nin kanda en yiiksek diizeye ulastig1 zaman aralig: tercih edildi. Frakes
ve ark. (1986), oral amigdalin uygulamasim takiben bir saat icinde kan HCN
konsantrasyonunun en yiiksek degerine ulagtigini ve uygulamadan ii¢ saat sonrasina
kadar yiiksek seviyede kaldigimi bildirirken, farelere oral amigdalin uygulayan Hill
ve ark. (1980), kandaki HCN konsantrasyonun uygulamayi takiben 1,5 - 2 saat
icerisinde en yiiksek degere ulastigini ifade etmektedirler. Bu verilere dayanarak agiz

yolu ile amigdalin uygulamasini takiben birinci saat sonunda elektrokardiyografi
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cekimleri yapildi ve hemen ardindan serum NO miktarinin tespiti i¢in kan ornekleri

alind1.

Elektrokardiyogram incelenirken, Q-T araliginin kalp atim sayisindaki
degisikliklerden bagimsiz olarak degerlendirilmesini miimkiin kilan QTc degerinin
hesaplanmasinda iki ayrt formiil bildirilmektedir (Hamlin ve ark., 2003).
Literatiirlerde anestezi altindaki kobaylara ait degerlerin hesaplanmasinda Bazett
veya Fridericia formiillerinin kullanilmasi onerilirken (Hayes ve ark., 1994; Hauser
ve ark., 2005), anesteziye alinmamis kobaylarda Fridericia tarafindan Onerilen
formiiliin daha dogru sonuglar verdigi bildirilmektedir. Bu nedenle ¢alisma sonunda
QTc hesaplamasi yapilirken Fridericia formiilii kullanilmis ve arka arkaya 10 kalp
atim siklusunda olusan Q-T ve R-R araliklar1 belirlenerek ve ortalamalari alinarak

hesaplamalar yapilmistir (Hamlin ve ark., 2003).

Bu aragtirmada, kobaylara 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda
agiz yolu ile amigdalin uygulamasin takiben bir saat sonra alinan kan 6rneklerinde,
serum NO miktarinda doz artisina paralel bir artis gozlenmistir. Amigdalin
uygulanan tiim gruplarda belirlenen serum NO diizeyi kontrol grubuna gore ve 200
mg/kg amigdalin uygulanan grupta belirlenen deger en diisitk doz grubuna (50
mg/kg) gore istatistiksel olarak anlamli bir bicimde fazla bulunmustur. Yapilan
taramalarda amigdalin uygulamasini takiben serum NO miktarinda nasil bir degisim
meydana geldigine dair literatiir verisine rastlanmamistir. Bu caligmada amigdalin
uygulamasini takiben gruplarda doz artisina paralel olarak serum NO diizeyinde bir
artisin gozlenmesi amigdalinin kanda NO miktarin1 artirma egiliminde olan bir
farmakolojik ajan oldugunu gostermektedir. Diger yandan amigdalin preparati
(Laetrile) kullanan hastalarda yan etki olarak hipotansiyon meydana geldigine dair
bildirimler de mevcuttur (Navarro, 1959; Leor ve ark., 1986). Septik sokta (Calver ve
ark., 1993; Marin ve Rodriguez-Martinez, 1997) ve organik nitratlarin kullanildigi
durumlarda kan NO diizeyinin artmasiyla beraber NO’ nun damar diiz kas hiicreleri
tizerine olan gevsetici etkisi sonucu kan basincinda azalma sekillendigi
bildirilmektedir (Cederqvist ve ark., 1994). Bu bildirimler ve ¢alismada elde edilen
sonug bir arada ele alindiginda amigdalinin kan basincim diisiiriicii etkisini, kan NO
miktarin artirarak sekillendirdigi soylenebilir. Her ne kadar amigdalinin Amerikan

Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kullanimi onaylanmamis olsa da farkli
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formlarda satis1 yapilmakta olup (Metabolic products, 2006) kan basincim diisiiriicii
etkisinden dolay1 internet sitelerinde, hipertansiyon tedavisinde alternatif bir tedavi
secenegi olarak sunulmaktadir (Chem-online, 2006; Healing Daily, 2006;
Sallamender Concepts, 2006).

Elektrokardiyogramin IL. derivasyonunda saptanan degerler
karsilastirlldiginda P dalgasimin amplitiidii, P dalgasimin siiresi, QRS dalgasinin
siiresi, R dalgasinin amplitiidii, T dalgasinin siiresi, P-R araliginin siiresi, T
dalgasinin amplitiidii ve QTc degeri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir degisim gozlenmemistir. Q-T araligi siiresi ve kalp atim sayisi
incelendiginde kalp atim sayisimin 100 mg/kg ve 200 mg/kg amigdalin uygulanan
gruplarda, kontrol ve 50 mg/kg amigdalin uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttig1 ve bu farka paralel olarak Q-T araligi siiresinin 100 mg/kg
ve 200 mg/kg amigdalin uygulanan gruplarda, kontrol ve 50 mg/kg amigdalin
uygulanan gruplara gore yine istatistiksel olarak anlamli bir bicimde daha kisa
oldugu tespit edilmistir. Hogan ve ark. (1999a), in vivo olarak NO salici maddeler
uygulandiginda kanda NO miktarinin yiikselmesi sonucu damarlarda genisleme
sekillendigini, boylece kan basincinin diistiigiinii, bu basing azalmasinin
baroreseptorler tarafindan algilanmasiyla beraber refleks mekanizmalarin aktive
olmas1 sonucu kalp atim sayisinin arttigimi ifade etmektedirler. Bu caligmada da
serum NO miktarimin artis1 ile beraber kalp atim sayisinda artis sekillenmesi
bulgusunun literatiirde s6z edilen mekanizmayla aciklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Ote yandan bizim c¢alisgmamizda en yiiksek doz gruplarinda serum NO
konsantrasyonundaki artisa paralel sekillenen pozitif kronotropik etki bulgusu, izole
kalp preparatlarina NO salicilar1 ve NO’ nun 6n maddesi L-arjinin uygulanmasi
sonucu pozitif kronotropik etki gozlendigini yine NOS inhibitorleri uygulandiginda
ise negatif kronotropik etki meydana geldigini bildiren literatiir verileriyle (Kojda ve

ark., 1997; Musialek ve ark., 1997; Miiller-Strahl, 2000) uyum icerisindedir.

Literatiirlerde, siyanid zehirlenmelerinde sitokrom oksidazin siyanid
tarafindan baglanmasiyla hipoksik EKG degisimleri olarak tanimlanan S-T segmenti
degisimleri, S-T segmenti yiikselmesi, T dalgasinda biiyiime, T dalgasinin QRS
kompleksinin icerisine kaynadigi bir S-T segmenti kisalmasi, AV blok ve AV iletim

degisimleri olustugu bildirilmektedir (Ivankovich, 1980; Haddad ve Winchester,
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1983; Salkowski ve Penney, 1994; Chin ve Calderon, 2000, Sanchez ve ark., 2001).
Nitekim c¢alismada da en yiiksek doz uygulanan grupta az sayida hayvanda; P
dalgalarindan sonra QRS komplekslerinin olugsmamasiyla karakterize II° AV blok ve
QRS kompleksinden daha fazla sayida P dalgasi olusumu ve P dalgalari ile QRS
komplekslerinin birbirlerinden bagimsiz olarak sekillenmeleri ile karakterize I1II° AV
blok (Edwards, 1987), T dalgas1 amplitiidlerinde artis, S-T segmentinde yiikselme ve
S-T segmenti kisalmasiyla beraber T dalgasinin QRS kompleksi icerisine kaynamasi
gibi bulgularin gozlenmesi bu gruptaki hayvanlarda hipoksik bir durumun

olustugunu diisiindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kobaylarda amigdalinin 50, 100, 200 mg/kg dozlarinda agiz yoluyla uygulanmasi
sonrasinda serum NO diizeyinde yiikselme, 100 ve 200 mg/kg dozunda ilag
uygulanan gruplarda kalp atim sayisinda artis ve Q-T aralifinda kisalma tespit
edilmistir. Ozellikle 200 mg/kg’ Iik doz uygulamasi sonrasinda kalp-damar sistemi
tizerine dogrudan etkisi oldugu, gerek kan NO diizeyindeki artis, gerekse S-T
segmenti ylikselmesi, T dalgasinda biiylime ile birlikte II° ve III° AV blok

bulgulariyla tespit edilmistir.

Sonug olarak, kanser tedavisinde yaygin kullanim alanmi bulan bu ilacin, kalp-
damar sistemi iizerine giicli yan etkilerinin goz ardi edilmemesi gerektigi

diistiniilmektedir.
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OZET

Kobaylarda Amigdalinin Elektrokardiyogram ve Kan Oksit Diizeyine Etkisi

Bu arastirmada amigdalinin kobaylarda elektrokardiyogram ve kan nitrik oksit (NO)
diizeyleri tizerine etkileri incelendi.

Calismada 3-5 aylik, 400-600 gram agirliginda 32 erkek, albino kobay
kullanildi.

Hayvanlar bir kontrol ve geri kalan {i¢ grup deney gruplari olacak sekilde dort
gruba ayrildi. Tim hayvanlarin tarttmi yapildiktan sonra kontrol grubuna mide
sondast yardimiyla agizdan 1 ml distile su verildi. II. gruba 50 mg/kg, III. gruba 100
mg/kg, IV. gruba 200 mg/kg dozunda, distile su icerisinde ¢oziindiiriilmiis olan
amigdalin, tek doz olacak sekilde yine sonda araciligi ile mideye verildi. Ilacin
verilmesinin {izerinden bir saat gectikten sonra elektrokardiyografi ¢ekimleri yapildi
ve hemen arkasindan serum NO miktarim belirlemek amaciyla kanlari alindi. Nitrik
oksit konsantrasyonlart spektrofotometrik yontem kullanilarak belirlendi.

Serum NO diizeyleri, kontrol grubunda 15,82 + 1,93 umol/l, II. grup olan 50
mg/kg amigdalin grubunda 21,82 + 1,13 pmol/l, III. grup olan 100 mg/kg amigdalin
grubunda 24,97 £ 1,89 pumol/l ve IV. grup olan 200 mg/kg amigdalin grubunda 31,29
+ 2,93 umol/l olarak belirlendi. Serum NO miktarinin kontrol grubuna gore sirasiyla
I., III. ve IV. gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttifi (p<0,05)
goriildii. Ayrica yine V. gruba ait serum NO miktarin II. gruba gore istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde (p<0,05) yiiksek oldugu belirlendi.

Elektrokardiyogramlar incelendiginde, P dalgasi siiresi ve amplitiidii, QRS
kompleksi siiresi, R dalgas1 amplitiidii, T dalgas1 siiresi ve amplitiidii, ve P-R aralig1
siiresi agisindan gruplar arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir farklilik saptanmadi.
Q-T aralig siiresinin 100 mg/kg (0,126£0,006 sn) ve 200 mg/kg (0,120+0,001 sn)
amigdalin uygulanan gruplarda, kontrol grubu (0,156 + 0,009 sn) ve 50 mg/kg
amigdalin (0,147 £ 0,004 sn) uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azaldigi (p<0,05) goriildii. Kalp atim sayist kontrol grubunda 205 + 12
adet/dk ve 50 mg/kg amigdalin verilen hayvanlarda 208 + 12 adet/dk olarak
kaydedilirken, 100 mg/kg ve 200 mg/kg amigdalin verilen hayvanlarda istatistiksel
olarak anlamli bir bigcimde (p<0,05) sirasiyla 246 + 11 adet/dk ve 253 + 12 adet/dk’
ya kadar yiikseldi.

Ote yandan, 200 mg/kg amigdalin grubunda % 25 oraninda II° AV blok, % 25
oraninda S-T segmentinde yiikselme, istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemesine
ragmen % 12,5 oraninda T dalgas1 amplitiidlerinde artis, % 12,5 oraninda T
dalgasinin QRS kompleksi igerisine kaynadigi bir S-T segmenti kisalmasi ve III° AV
blok tespit edildi.

Sonug olarak, amigdalin uygulamasindan sonra kan NO seviyesinin ve kalp
atim sayisinin - artmasi, Q-T araligmin kisalmasi ve elektrokardiyogramda
degisimlerin gozlenmesi ilacin kardiyovaskiiler problemlere yol acabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Amigdalin, elektrokardiyogram , nitrik oksit, kobay
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SUMMARY

The Effect of Amygdalin on Electrocardiogram and Blood Nitric Oxide Levels
in Guinea Pigs

In this study the effects of amygdalin on electrocardiogram and blood nitric oxide
(NO) levels in guinea pigs were investigated.

The study subjects were 32 male, albino guinea-pigs aging between 3 and 5
months and weighing between 400 and 600 grams.

Animals were randomly assigned to one control and three experiment groups.
Guinea pigs were weighted at the beginning of the experiment. One mililiter distilled
water was given via oral route, using gastric catheter to the control group. One doses
of 50 mg/kg, 100 mg/kg and 200 mg/kg amygdalin dissolved in distilled water were
given to the second, third and fourth groups using gastric cathater. One hour after the
drug administration, electrocardiography measurements were recorded and
simultaneously the blood samples were collected in order to determine the serum NO
levels. The serum NO levels were determined using spectrophotometric method.

The observed serum NO levels were 15,82 + 1,93 umol/l in the control group,
21,82 + 1,13 umol/l in the second group (50 mg/kg amygdalin), 24,97 + 1,89 pmol/l
in the third group (100 mg/kg), and 31,29 + 2,93 umol/l in the fourth group (200
mg/kg). As the group numbers increases, the observed serum NO levels were also
increased. When the serum NO levels of the second, third, and fourth groups were
compared to the serum NO level of the control group, each of the differences was
found statistically significant (p<0,05). Moreover, the serum NO level of the fourth
group was statistically significantly different from the second group (p<0,05).

After examining the electrocardiograms, no statistically significant difference
was observed among the groups in regards to the P wave duration and amplitude, the
QRS duration, the R wave amplitude, the T wave duration and amplitude, and the P-
R interval duration. A statistically significant decrease was observed in the Q-T
interval durations of 100 mg/kg (0,126+0,006 sn) and 200 mg/kg (0,120£0,001 sn)
amygdalin administred groups as they were compared to the control (0,156 + 0,009
sn) and to the 50 mg/kg (0,147 £ 0,004 sn) amygdalin administred groups. The heart
rates were 205 £ 12 bpm in the control group and 208 + 12 bpm in the 50 mg/kg
amygdalin administred group. The heart rate increased statistically significantly in
100 mg/kg (246 + 11 bpm) and 200 mg/kg (253 + 12 bpm) amygdalin administred
groups when they were compared to the control and to the second groups.

In the 200 mg/kg amygdalin administred group, we observed II° AV block at
the rate of 25 %, S-T segment elevation at the rate of 25 %, an increase in T wave
amplitudes at the rate of 12,5 %, though those observations were not found
statistically significantly different, shortened S-T segment with fusion of the T wave
into QRS complex and II° AV block at the rate of 12,5 % .

In conclusion, the increases in blood NO levels and heart rate, a decrease in
Q-T interval duration, and changes in electrocardiogram, all of which occur after the
admigdalin administration, reveal that the drug can cause cardivascular problems.

Key Words: Amygdalin, electrocardiogram, nitric oxide, guinea-pig
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