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Nitrik oksit damatlarda duvar tonusu ustiinde belirgin gevsetici etkisi olan damar duvar endoteli kaynakli bir vazodilatatordur.
Precklamptik gebelerde, disfonksiyonel endotel hiicrelerinde, diisiik diizeyde nitrik oksit tiretiminin fizyopatolojide rolii oldugu
dustuntlmektedir. Bu ¢alismada preeklamptik gebelerde ve bebeklerinde plazma nitrik oksit metabolitleri olan nitrik ve nitrat
duizeyleri 6lciilerek nitrik oksit tiretimi konusunda fikir sahibi olunmast amagclandi. Bu amagla hasta grubu olarak 14 preeklamptik
gebe (PG) (n=14), kontrol grubu olarak 14 normal gebe kadin (KG) ve kord kaninda calismak tizere preeklamptik gebelerin
bebekleri (PB) (n=14) ve normal gebelerin bebekleri (KB) (n=14) secildi. Nitrit ve nitrat tayin metodu olarak Griess (kinetik
kadmiyum rediiksiyonu) yontemi kullanidr.

Bulgularda, PG nitrat diizeyleri (49.01£8.65 umol/L; ortalama®SD ), KG nitrat diizeylerine gére anlamli derecede yiiksek bulundu
(41.86%8.57 umol /L) (p<0.05). Diger parametrelerde kontrole gére anlamlt bir fark tesbit edilmedi. Bu sonuglar azalmis endoteliyal
hiicre nitrik oksit tretiminin, preeklampsi fizyopatolojisinde etken oldugu hipotezini desteklememektedir. Tersine PG’lerdeki
yiiksek nitrat diizeyleri, bilinmeyen bir kaynaktan artmis nitrik oksit Gretimini ya da idrar yolu ile itrah edilmesinde belirgin bir
azalmay dustindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Precklampsi, Serbest Radikal, Nitrik Oksit

Investigation Of Plasma Nitric Oxide Metabolites, Nitrite And Nitrate Levels In Preclamptic Pregnant Women And
Cord Blood Of The Babies

Nitric oxide (NO) is a vasodilator agent derived from vascular endothelium. It has been thought that decreased production of
nitric oxide plays an important role in the pathogenesis of preclampsia. In this study, plasma nitric oxide metabolites, nitrate and
nitrite levels were investigated among preclamptic pregnants and their newborn infants, and compared with control groups.
Plasma samples were collected from 14 preclamptic pregnant women and 14 control pregnants besides cord blood of the newborn
infants in both groups. Kinetic cadmium method was used as assay method for NO metabolites.

In results, only in preclamptic pregnants, nitrate levels (49.01£8.65 umol/L, meantSD) were significantly higher than control
(41.86%8.57 umol/L)(p<0.05). There was no statistically significant difference between control and other groups with respect to
nitrite and nitrate levels. These results show that the decreased endothelial nitric oxide production does not play an important role
on physiopathology of preclampsia. On contrary high nitrate levels of preclamptic pregnants show the existence of increased nitric
oxide production from an unknown source and the existence of a decreased urinary excretion.
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Nitrik Oksit (NO-) damar duvart endotelinde tiretilen ve damar tonusu istiinde vazodilatatér etkisi olan bir bilesiktir.
Bu nedenle tipta vazodilatator ve antihipertansif amagla kullanilmaktadir. !

Atmosfer havasinda disiik oranda bulundugu halde, baca, egsoz gazi ve sigara dumaninda yiiksek oranda bulundugu
tesbit edilmigtir. Yiksek dozlarda oldukea toksik ve renksiz bir gaz olan NO- bir serbest radikal oldugundan yari



Karabulut ve ark

o6mri ¢ok kisadir. Diugiik dozlarda toksik olmayip
o6nemli fizyolojik gorevleri bulunan NO- memeli
htcrelerinde bilinen en disik agirlikli  sekresyon
urunidur. ! 2

Omurgalilarda NO sentetaz enzimi tarafindan mole-
kiler O3 ve L-Arjinin amino asitinden sentezlenir.

NO SENTETAZ
L-Arg + O, NO- + Sitrullin
Su ve havadaki NO- kisa siirede oksijenle oksitlenerek
nitrojen dioksit NOz, nitrit (NO2) ve nitrat (NO3")
anyonlarina déndsur.

2NO- +0; - 2NOz - N2Os - NOy +
NO; + 2H*

NO ustundeki ortaklanmis elektron N ve O atomlart
arast stabil bir rezonans gosterir. Elektriki yonden
noétral olan NO membranlardan kolay diffiize olur.
Reseptor aracili endositoza gereksinim duymaz. -2

Oksidatif stresin endotel fonksiyon bozukluguna ve
dolayisiyla fonksiyonu bozulan endotelden NO gibi
vazodilatator ajanlarin saliniminin azalmast yolu ile
hipertansiyon gelismesine neden oldugu
dustnilmektedir. Gebeligin son aylarinda gelisen ve
gebelik toksikozu diye bilinen proteintri, 6dem,
hipertansiyon  ile karakterli preeklampsinin
patogenezinde vaskiler endotelden salnan NO
tretimindeki azalmanin rolu olabilecegi
dusiuntlmektedit.

Bu ¢alismanin amact preeklamptik gebelerin venéz
kan 6rneklerinde ve onlarin bebeklerinden alinan kor-
don kanit 6rneklerinde NO metabolitleri olan nitrit ve
nitrat anyonlarinin diizeylerinin arastirilarak, preek-
lampsi fizyopatolojisindeki rollerinin anlasilmasina
katkida bulunmaktir .

GEREC VE YONTEM

Bireyler: 14 Precklamptik gebe annenin vendz kan
ornegi ve onlarin bebeklerine ait 14 kord kani 6rnegi
ile 14 saglikli annenin vendz kan 6rnegi ve onlarin
bebeklerine ait 14 kord kani 6rnegi heparinli tiplere
alindu.

Ornekler: Heparinize kanlar 3500 rpm'de 10 dk
santrifiij edilerek plazma elde edildi. Ornekler
somogyi reaktifi ile (2 ml 75 mmol/L ZnSO4 2,5 ml
55 mmol/l NaOH) deproteinize edildikten sonta
nitrat, Cu-kapl (2,5-3 gr) Cd ile pH’s1 9,7 olan glisin

tamponu ile nitrite indirgenir. Daha sonra nitrit
diizeyi sulfanilamidin diazotizasyonuyla ve naphthyl-
ethylene diamine ile birlesmesi yoluyla 6l¢ilir.?

Standartlar:  Nitrattn  nitrite  indirgenmesinin
hesaplanmast igin 10 pmol lik KNO; standardi ve
Nitrit 6lctimu icin 10 pmol NaNO, (10 mmol/L
Na;B4O7 de ¢ozilen) stok standart lar hazirlandr. Ve
bunlardan seri dilisyonlar yapilarak standartlar
hazirlandi ve ay-nen numunelere uygulanan islemler
yapild: ve standart egrisi cizildi.

Cd grantllerinin Aktivasyonu: 0,1 mol/L lik
H2S04 de saklanan Cd granilleri 3 defa su ile
yikanir.1-2 dk CuSO4 icinde calkalayrak bekletildikten
sonra 3 defa glysin tamponu ile ytkanip kurulandiktan
sonra 10 dakika icinde kullanild1.

Deproteinizasyon: 0,5 ml plazma, 2 ml NaOH, 2,5
ml ZnSO4 ilave edilip 10 dak bekletilip 4000 rpm 'de
10 dak santrifij edildi.

Total nitrit (nitrat) 6lgiimii:1 ml Glycine-NaOH
buffer; 1 ml deproteinize sample; 2,5 -3 gr aktive
kadmiyum ilave edilir.ve 90' sonra nitrit 6l¢imi icin 1
mi sulfanilamid;1 ml NNDA ilave edilip 45' sonra 545
nm de okunur.

Serbest Nitrit Olgiimii: Aktif Cd eklenmeden depro-
teinize sample 'dan 1 ml almip 1 ml NNDAve 1 ml
sulfanilamid ilave edilir ve 45' sonra 545 nm de
okunur

Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmast: Total nitrit
(nitrat+nitrit) degerleri, nitrat standardindan elde
edilen faktér ile carpilip hesaplandiktan sonra;
diliisyon katsayisiyla carpilip; (nitrat degeri)=(total
nitrit)—(nitrit) olarak hesaplandi.

BULGULAR

Tablo 1°de goruldigt gibi Precklamptik anne
nitratinda, kontrol anne nitratina gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu gézlenmistir. Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmasa da kontrol bebek nitrati ortalama degerleri
precklamptik ~ bebek  nitratina  gére  artmis
bulunmustur.

TARTISMA

Preeklamptik gebelerde NO diizeyleri saptamaya
yonelik calismalardan birbiriyle celisen sonuglar ortaya
konmustur. Seligman ve ark* preeklampsili hastalarda
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Tablo 1 Preeklamptik gebe kadinlar ile bebeklerinde nitrit ve nitrat ortalama degetleri

PREEKLAMPTIK ( MEAN #SD) ( umol/l)

KONTROL ( MEAN %SD) ( umol/)

GEBE BEBEK

NITRIT NITRAT* NITRIT NITRAT

1,33 £ 0,81 49.01 £ 8,65 0,66 £ 0,46 27,50 £ 9,79

GEBE BEBEK

NITRIT NITRAT* NITRIT NITRAT

1,10 £ 0,55 41,86 £ 8,57 0,90 £ 0,13 32,57 £ 6,39

* = Preeklamptik gebe kadinlar ile kontrol gebe kadin nitrat1 arasinda istatistiki fark gézlendi. (p<0.05)

kan dolagiminda nitrit diizeylerinin azaldigint azalmis
NO sentezinin preeklampside gorilen fizyopatolojik
degisimlere katkida bulundugu kavramint destekle -
digini 6ne stirmislerdir Ayrica preeklampside fetopla -
sental dolasimda NO sentezinin kan akimint iyil es-
tirmeye yonelik olabilecegi boylece trombosit adezyon
ve agregasyonunu sinirlamada bir roli oldugu dus G-
nilmistir.> Silver ve ark® 21 preekkampsili ve 21
normotensif primagravid gebeden alinan venéz kan
orneklerinde nitrat rediiksiyonu ve kemiluminesans
kullanarak nitrit-nitrat diizeyleri preecklampside azalma
olmadigt saptanmustir. Bir baska calismada’ preek-
lampsili kadinlarda idrarda nitrik oksit metabolit -
lerinin diizeyinin azalmis oldugunu ancak plazmada
azalmadigini yine Begum ve ark® 12 preeklamptik
hastada Greiss reaksiyonu ve nitratin nitrite enzimatik
reditksiyonu sonrast spektrofotometrik metodla NO
metabolitlerinin triner diizeyinde azalma oldugunu
tesbit etmiglerdir. Smarason ve ark’nin yaptgi
calismada® 20 preeklampsili gebede serum nitrat
diizeylerini 6nemli derecede yiiksek buldular. Di
Lorio ve ark!0 26 preeklampsili hasta ve 27 normo -
tensif gebede maternal ve kord plazmasinda, idrarda
ve amnion swvisinda yaptiklart arastirmada  Griess
reaksiyonu ile NO metabolitlerinin diizeyini Slgerek
precklamptik hastalarda anlamli derecede yiksek
bulmuglardir. Norris ve atk!! ise precklampside NO
Uretiminin uteroplasental, fetoplasental, ve periferik
dolasimda normotensif gebelerde yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Mutlu ve ark!? preeklamptik hastalarda
plazma NO metabolitlerinin  dizeyinin azaldigin
saptamuslardir. Pathak ve ark ' ise preeklamptik ka-
dinlarda serum nitrit ve nitrat diizeylerini normo ten-
siflerden anlaml derecede yiiksek bulmuslar ve ayrica
nitrit-nitrat dizeyleri ile diastolik kanbasinct ve
proteintri arasinda (+) korelasyon oldugunu sapta -
miglardir. Yine bir baska calismada maternal serum
nitrit dizeylerini preek-lampside yitksek bulmus-
lardir.'* Conrad ve ark!> NO sentezinin normal
gebelikte arttigs preeklampside ise azaldigr hipotezini
test etmisler, NO yo6ntnden fakir bir diyetle beslenen
normal gebe ve preeklamptik ge -be kadinlarda plazma
ve idrarda NO duzeylerini 6lgerek artis olmadigini
saptamiglardir.

Biz ise calismamizda preeklamptik gebelerde nitrat
diizeyini kontrol gebelerine gére anlamli derec ede
yitksek bulurken, diger parametrelerde kontrole gére
anlamlt fark tespit etmedik. Bizim buldugumuz so -
nuglar azalmis NO tretiminin preeklampsi fizyopato -
lojisinde rol oynadigini savunan hipotezi destekle -
memektedir. Tersine preeklamptik gebelerdeki yiik -
sek nitrat dizeyleri bilinmeyen bir kaynaktan artmis
nitrik oksit Gretimini yada idrar yolu ile itrah edil -
mesinde belirgin bir azalmayr ve bunlarin bir cesit
savunma mekanizmasi olarak rol oynadigini dusi n-
dirmektedir.

Gorildigi gibi, bu konuda yapilan cal ismalarin bir
kismt preeklampside NO diizeyinin azaldigini ve bu
durumun preeklampsi fizyopatolojisinde rol oyna -
digin1 gosterirken, diger bazi ¢alismalar ise preeklamp -
side NO diizeyinde normotensiflere gére anlamli artis
oldugunu ve bunun vazodilatatér etki si oldugu bilinen
NO in preeklampsinin fizyopatolojisindeki rol tint
tartistlir  hale getirdigini ve preeklampsi nedeni
olmaktan c¢ikip preeklampsinin bir sonucu olarak
adeta bir savunma mekanizmast seklinde devreye
girdigini dustindiirmektedir.

KAYNAKLAR

1. Moncada S, Palmer RMJ, Higgs EA. Nitric Oxide. Physsiology, pathophysiology
and pharmacology. Pharmacol Reviews 1991; 43:109 -37

2. Lancaster ]. Nitric Oxide, principles and actions. Copyright by Acedemic Press
Inc. 1996 California - USA
3. Cortas NK., Wakid NB. De termination of inorganic nitrate in serum and urine by

a kinetic cadmium -reduction method. Clin. Chem. 1990; 36: 1440 -3

4. Seligman SP, Buyon JP, Clancy RM, Young BK, Abramson SB. The role of nitric
oxide in the pathogenesis of preeclampsia . Am J Obstet Gyne col. 1994; 171: 944 -
8

5. Lyall F, Young A Greer Ia. Nitric oxide concentrations are increased in the feto
placental circulation in preeclampsia. Am | Obstet Gynecol. 1995; 173:714 -8

6. Silver RK, kupferminc MJ, Russel TL, Adler L, Mullen TA, Caplan Ms. Evaluatio n
of nitric oxide as a mediator of severe preeclampsia. Am J Obstet Gynecol. 1996;
175:1013-7

7. Davidge ST, Stranko CP, Roberts JM. Urine but not plasma nitric oxide
metabolites are decreased in women with preeclampsia. Am J Obstet Gynecol.
1996; 174: 1008-13

8. Begum S, Yamasaki M, Mochizuki M. The role of nitric oxide metabolites during
pregnancy. Kobe ] Med Sci. 1996; 42: 131 -41

9. Smarason AK, Allman KG, Young D, Redman CW. Elevated levels of s erum
nitrate, a stable end product of nitric oxide, in women with p re-eclampsia. Br J
Obstet Gynaecol 1997; 104: 538 -43

10. Di lotio R, Marinoni E, Emiliani S, Villacio B, Cosmi EV. Nitric oxide in
preeclampsia: lack of evidence for decreased production. Eur ] Obstet Reprod
Biol. 1998; 76: 65-70

11. Norris LA, Higgins JR, Darling MR, Walshe JJ, Bonnar J. Nitric oxide in the
uteroplacental, and peripheral circulations in preeclampsia. Obstet Gynecol. 1999;

93: 958-63



Karabulut ve ark

Mutlu -Turkoglu U, Aykac-Toker G, Ibrahimoglu L, Ademoglu E, Uysal
M.Plasma nitric oxide metabolites and lipid peroxide levels in preeclamptic
pregnant women before and after delivery. Gynecol Obstet Invest. 1999; 48 :247-
50

Paathak N, Sawhney H, Vasishta K, Majumdar S. Estimation of oxidative
products of nitric oxide (nitrates,nitrites) in preeclampsia. Aust N Z J Obstet
Gynecol. 1999; 39: 484-7

Bartha JI, Comino-Delgado R, Bedoya FJ, Barahona M, Lubian D, Gacia-
Benasach F. Maternal serum nitric oxide levels associated with biochemical and
clinical parameters in hypertension in pregnancy. Eur ] Obstet Reprod Biol. 1999;
82: 201-7

15.  Conrad KP, Kerchner LJ, Mosher MD.Plasma and 24-h NO(x) and cGMP during
normal pregnancy and preeclampsia in women on a reduced NO(x) diet. Am J

Physiol.1999; 277:F48-5

Yazigma Adresi:

Yrd. Dog. Dr. 1. Cetin Oztiirk
Inénit Universitesi , Tip Fakiltesi
Biyokimya AD

44069 MALATYA



