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L-Arjinin ve N°-Nitro-L-Arjinin Metil Esteri Uygulamasinin Beyin,
Karaciger, Bobrek Dokusu Nitrik Oksit ve Malondialdehit
Diizeylerine Etkisi

Onur ATAKISI * Emine ATAKISI* Tennur ATABAY*  Metehan UZUN**

* Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Kars - TURKIYE
** Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Izmir - TURKIYE
™" Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Kars - TURKIYE

Yayin Kodu (Article Code): 2008/73-A

izet

Bu calismada nitrik oksit (NO) vericilerinden L-arjinin ve NO sentezini inhibe eden N-nitro-L-arjinin
metil ester (L-NAME)’inin uzun streli uygulamasinin beyin, karaciger ve bobrek dokularindaki NO ve
malondialdehit (MDA) diizeylerine etkisinin belirlenmesi amaclandi. Arastirmada 3 farkli grup olusturuldu
ve kontrol grubuna 0.5 ml izotonik NaCl, L-arjinin grubuna 200 mg/kg L-arjinin ve L-NAME grubuna 100
mg/kg L-NAME giinde bir kez olmak lzere 11 glin boyunca intraperitoneal yolla enjekte edildi. Denemenin
sonunda 6tenazi edilen tavsanlarin beyin, karaciger ve bobrek dokulari alindi. Alinan doku 6rneklerinde NO
ve MDA dizeyleri kolorimetrik yontemle belirlendi. Karaciger ve bobrek dokularindaki NO ve MDA
dizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark bulunmazken, L-arjinin enjekte edilen
grupta beyin dokusu NO ve MDA dtizeylerinin diger gruplara gore istatistik olarak ytksek (P<0.05) oldugu
belirlendi. Sonuc olarak L-arjinin uygulamasinin beyin dokusu NO ve MDA dizeylerini arttirdig1 ve beyinin
bobrek ve karacigere gore daha fazla duyarli bir organ olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar sozciikler: Nitrik oksit, Malondialdehit, Tavsan, Karaciger, Bébrek, Beyin

Effect of L-Arginin and N°-Nitro-L-Arginine Metyl Ester Brain, Liver
and Kidney Tissue Nitric Oxide and Malondialdehyde Levels

Summary

This study was aimed at evaluating brain, liver and kidney tissue NO and malondialdehyde (MDA) after
long term administration of L-arginine a nitric oxide donor and N nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) a
NO inhibitor. Three groups were established; control group received 0.5 ml isotonic NaCl, L-arginine group
was given 200 mg/kg L-arginine and L-NAME group received 100 mg/kg L-NAME by intraperitoneal
injection daily for 11 days. Rabbits were euthanized at the end of the experiment and brain, liver and kidney
tissue samples were collected. Tissue NO and MDA levels were colorimetrically determined. There was no
statistically significant difference in liver and kidney NO and MDA level between the groups while L-
arginine administered group had higher brain NO and MDA levels when compared to other groups
(P<0.05). As a result, long term administration of L-arginine increased brain tissue NO and MDA when
compared to liver and kidney values.
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GIRiS

Paramagnetik bir serbest radikal olan nitrik
oksit (NO), nitrik oksit sentetaz enziminin (NOS;
EC: 1. 14. 13. 39) L-arjinini okside ederek sitrullin
olusturmasi esnasinda sentez edilir '. Uyarilabilen
NOS (iNOS), endotel NOS (eNOS) ve noronal
NOS (nNOS) olmak tzere ti¢ izoformu bulun-
maktadir >*. Makrofajlarda bulunan uyarilabilen
NOS, kalsiyumdan bagimsiz sitokinler ve endo-
toksinler tarafindan uyarilir ve biyik miktarlarda
NO duretir **. Endotel eNOS sinir ve endotel
hiicreleri ile endokard, miyokard ve trombositlerde
strekli bulunur ve aralikli olarak kiictuik miktar-
larda NO dureterek, hiicre ici ve hicreler arasi
iletisimde fizyolojik olarak gorev alir °.

Nitrik oksit ile ilgili bu ilk bulgularin yani sira
son yillarda yapilan calismalar NO’in hemen
butiin dokularda sentezlenip salgilanan bir mole-
kdl oldugunu gostermistir. Nitekim serebellum ve
on beyindeki néronlarda ve bazi otonom sinirlerin
uclarinda da nNOS tarafindan NO sentez edilip
salinmaktadir . nNOS tarafindan sentezlenen NO
merkezi sinir sisteminde hafiza olusumu, denge,
uyari gecisi, koku alma gibi bircok fonksiyonda
norotransmitter olarak gorev aldigi kaydedil-
mektedir **. Patolojik durumlarda makrofajlarda
uretilen yuksek dizeydeki NO apoptozisi
uyararak, sinir sisteminde hasara ve septik soka
neden olmaktadir 7.

NO’nun stiperoksit anyonu ile reaksiyonu
sonucu oldukca aktif bir oksijen radikali olan per-
oksinitrit (OONO-) olusturdugu bildirilmektedir °.
Toksik bir molekul olan peroksinitrit radikali’nin
organizmada oncelikle hiicre zarindaki lipitleri oksit-
leyerek, lipid peroksidasyonunda artisa ve hiicre
olimiine neden oldugu kaydedilmektedir . Bu
nedenle NOS'un cesitli yollarla inhibe edilmesi
suretiyle NO'in toksik etkisini azaltmak mumkin
olabilmektedir. NOS inhibitort olan N-nitro-L-
arjinin (L-NA), bunun metil tirevi olan N-nitro-L-
arjinin metil ester (L-NAME) ve N-iminometil-L-
ornitin (L-NIO) yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
tur bilesiklerin in vivo ve in vitro etkilerinin ayni
olmasina ragmen kantitatif olarak farklilik goster-
mektedir 7%+,

Organizmada basta sinir ve kalp damar sistemi
olmak tizere gorme, sindirim, ereksiyon, isitme ve
ogrenme gibi memeli organizmasinin bitin organ
ve dokularinda NO’in 6nemli gorevlere sahip

oldugu bildirilmektedir . Bu etkilerinin tam ola-
rak bilinmesi giinimiizde cevap bulunamayan
bircok metabolik olayin anlasiimasina 6nemli bir
katki saglayacagi gibi NO aktivatorleri ve inhibi-
torlerinin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirligi
konusundaki arastirmalar devam etmektedir.

Bu bilgiler 1siginda yapilan calismada NO veri-
cilerinden L-arjinin ve NO sentezini inhibe eden
L-arjinin metil ester’in uzun sireli verilmesinin
beyin, karaciger ve bobrek dokularindaki NO ve
MDA diizeylerine etkisini arastirmak amaclan-
muistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali ve Numunelerin Toplanmasi

Arastirmada materyal olarak canli agirlik ortala-
masi 2.60 kg olan, 5-7 aylik Yeni Zelanda irki 18
adet tavsan kullanildi. Tavsanlar her grupta 6 adet
olacak sekilde kontrol, L-arjinin ve L-NAME olmak
tzere 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna izotonik
NaCl c¢ozeltisi, L-arjinin grubuna L-arjinin (Kat.
No: 11010, Fluka) 200 mg/kg (17), L-NAME
grubuna L-NAME (Kat. No: 72760, Fluka) 100
mg/kg (18), 11 glin boyunca giin asiri periton igi
(iP) enjekte edildi.

Denemenin sonunda hayvanlara eter anestezisi
altinda otenazi uygulanarak beyin, karaciger ve
bobrek dokulari alindi. Doku numuneleri serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra fosfat tamponunda
(A: 50 mM, KH2POa ve B: 50 mM Na2HPO4.2H20
A:B (v/v) = 1:1.5) buzlu su altinda homojenize
edildi. Homojenatlar 1500 RPM de 15 dakika so-
gutmali santriftijde santrifiij edildikten sonra siiper-
natantlar NO ve MDA analizleri icin ayrildi.

b) Doku NO ve Toplam Protein
Diizeyinin Belirlenmesi

Taze hazirlanmis doku stipernatantlarinda NO
dizeyleri Miranda ve ark.2 tarafindan belirtilen
yonteme gore olciildi. Oncelikle numuneler %10
cinko sulfat ile muamele edilerek proteinler uzak-
lastinldi. Toplam NO derisimi (nitrat ve nitrit) diizey-
leri Griess Reaksiyonu ile kolorimetrik yontemle
olctldi. Numunelerdeki MDA duzeyleri Yoshioko
ve Kawada, tarafindan belirlenen ve tiyobarbutirik
asit (TBA) reaktivitesi temeline dayanan yonteme
gore *, toplam protein duizeyleri ticari kit (Diasis
Diagnostic Systems; Holzeim, Germany) kullani-
larak kolorimetrik olarak belirlendi.



c) istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistik analizlerinin hesap-
lanmasinda SPSS Windows 10.0 paket progra-
mindan yararlanildi. Gruplar arasi farkhliklarin
belirlenmesinde tek yonlt varyans analizi (one-
way ANOVA) ve 3 grubun karsilastirmasinda
Duncan Testi uygulandi. Sonuclar; ortalama +
standart hata (x+Sx) olarak verildi.

BULGULAR

Calismada tiim gruplara ait beyin, karaciger ve
bobrek dokularindan elde edilen NO ve MDA
duzeyleri Tablo 1 ve 2'de gosterildi. Beyin doku-
sunda L-arjinin verilen grupta NO dizeyi kontrol
ve L-NAME verilen gruba gore istatistik olarak
yiksek bulundu (P<0.05). L-arjinin ve L-NAME
verilen gruplardaki karaciger ve bobrek dokusuna
ait NO duzeylerinde istatistik olarak onemli bir
fark bulunmadi. Beyin dokusunda L-arjinin verilen
grupta MDA dlzeyi istatistik olarak yiksek bulu-
nurken (P<0.05), karaciger ve bobrek dokusu L-
arjinin ve L-NAME verilen gruptaki MDA diizey-
lerinde istatistik olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 1. Karaciger, beyin ve bébrek dokusundaki NO diizeyleri
(umol/g protein)

Table 1. The levels of NO in liver, brain and kidney tissue (umol/g
protein)

Grup (n=6) Beyin Karaciger Bobrek

Kontrol 1.24+0.03 ® 1.38+0.03 1.22+0.03
Arjinin 1.45+0.05°® 140+0.11 1.29+0.02
L-NAME 1.15+0.03® 1.31+0.04 1.26+0.05

* Ayni stunda farklh harfle ifade edilen degerler istatistik olarak
(P<0.05) 6nemlidir

Tablo 2. Karaciger, beyin ve bébrek dokusundaki MDA diizeyleri
(umol/g protein)

Table 2. The levels of MDA in liver, brain and kidney tissue
(umol/g protein)

Grup (n=6) Beyin Karaciger Bobrek

Kontrol 0.86+0.02 * 0.96+0.026 0.85+0.02
Arjinin 1.02+0.04® 0.98+0.083 0.86+0.041
L-NAME 0.81+0.02 * 0.92+0.034 0.93+0.044

* Ayni situnda farkli harfle ifade edilen degerler istatistik olarak
(P<0.05) 6nemlidir

TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada NOS inhibitorlerinden L-NAME
enjeksiyonu sonrasi karsilastirilan beyin, karaciger
ve bobrek dokusu NO diizeylerinde anlamli bir
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farklilik olmadigi gozlendi. L-arjinin verilen grupta
ise sadece beyin dokusu NO diizeyinin karaciger
ve bobrege gore istatistik olarak daha yuksek
oldugu tespit edildi (P<0.05).

NOS inhibitorlerinden biri olan N (omega)-
nitro-L-arjinin (L-NNA)'nin tek doz uygulamasinin
plazma NOx diizeylerine etkisinin arastirildigi bir
calismada % enjeksiyonu takiben 3 saat sonra NOx
diizeylerinde bir azalma belirlenmisken 24 saat
sonra herhangi bir degisimin olmadigi bildirilmek-
tedir. Nitrik oksit beyinde merkezi sinir sisteminde
gliya htcreleri ve noronlar tarafindan sentezlen-
mektedir °. Yapilan arastirmada L-arjinin verilen
grupta beyin dokusu NO diizeyinde bir artisin ol-
masi ve L-NAME verilen grupta herhangi bir degi-
simin olmamasi NO sentezini arttiran maddelerin
beyinde etkinliginin daha fazla olabilecegini du-
stindtirmektedir.

L-arjinin verilen grupta beyin dokusu MDA
seviyesinin bobrek ve karaciger dokusu MDA
dizeylerine gore istatistik olarak daha ytksek
oldugu belirlendi (P<0.05). Hiicre zarindaki yag
asitleri ve doymamis baglar iceren bazi molekiiller
peroksinitrit gibi serbest radikallerle reaksiyona
girerek lipid peroksidasyon trtinlerini olusturur
22 ipid peroksidasyonunun triinti olan MDA
membrandaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
kaybina ve plazma membranlarin 6zelliklerinde
degisimlere neden olur. Membranlardaki bu
degisimin noronlarda dejenerasyona ve sonraki
donemlerde noronal fonksiyon kaybina neden
olabilecegi kaydedilmistir **. Yapilan ¢alismada
beyin dokusunda L-arjinin verilen grupta MDA
dizeyinin ytksek bulunmasinin nedeni su sekilde
aciklanabilmektedir. Beyin organizmada en fazla
oksijeni kullanan organ oldugundan NO dizeyin-
deki artisa bagl olarak artan peroksinitrit radikal-
lerinin doymamis baglar iceren bazi molekiillerle
reaksiyonundan dolayr MDA diizeyinde artis
olabilecegi dustintilmektedir.

Bobrekler plazma hacmini ve vicut su den-
gesini ayarlamak suretiyle arteriyel basincin uzun
stireli kontroltinde 6nemli rollere sahiptirler. Rat-
larda, NO donorlerinden L- arjinin ve sodyum-
nitroprussit ile NOS inhibitorlerinden L-NAME’nin
akut bobrek etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
NO’nun bobrek yetersizliginin patofizyolojisinde
onemli bir molekil oldugu, bunun yaninda akut
bobrek yetersizligi tedavisinde NO vericilerinin
kullanilabilecegi kaydedilmistir **. Yapilan calis-
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malarda NO' in damar tonusunu ve sodyum tutu-
lumunu ayarlayarak bobrek fonksiyonlarini diizen-
ledigi ifade edilmektedir 2. Kopekler Gzerinde
yapilan bir calismada, 3 gtin sire ile NO sentezi-
nin inhibe edilmesinin glomerular filtrasyon hizin-
da ve sodyum atiliminda 6nemli azalmalara neden
oldugu saptanmistir. Ayrica NO'in bobrek fonksi-
yonunun uzun streli diizenlenmesinde énemli bir
role sahip olabilecegi de ifade edilmistir **. Tav-
sanlar tzerinde yuritilen bu arastirmada bobrek
fonksiyonlarindaki degisimleri incelemeye yonelik
herhangi bir test yapilmamistir. Ancak NOS izo-
formlarinin tamaminin bébrek dokusunda bulun-
dugu bilinmektedir. Nitekim eNOS ve nNOS’un
varhigi glomeruler endotel htcreleri, proksimal
tubular hticreleri gibi bobrege ait bircok bolgede
belirlenmisken, iINOS glomerular mesengiyal
hticrelerde ve medullar toplayici kanallarda immuno-
histokimyasal olarak belirlenmistir ***'. Diger
taraftan NO bobrek fonksiyonlarini diizenleyen
onemli bir molekdl olarak tanimlanmistir ?. Ancak
NO’in bobrek fonksiyonlari tizerine olan etkile-
rinin 6nemli bir kismi dolayh yollardan gercekles-
mektedir ve kan basincindaki degisimlerle yakin-
dan ilgilidir. Calismada uzun streli NO aktivator
ve inhibitorli verilmesinin bobrek dokusu NO
dizeyinde onemli degisiklige neden olmadigi
gortlmastir. NO’in bobrek fonksiyonlarini
dizenleyen bir etken olarak kabul edilmesinin
yaninda NOS izoformlarinin tamaminin bobrek
dokusunda bulunuyor olmasina ragmen L-NAME
ve L-arjinin uygulamalari sonrasinda bobrek
dokusu NO diizeylerinin birbiri ile yakin ¢ikma-
sinin nedenini aciklamak oldukga zor gorinmek-
tedir. Yine de NO’ in bobrek fonksiyonlari tizerine
olan dolayl etkilerinin dogrudan olan etkilerine
kiyasla daha gticlt oldugu dustnulirse boyle bir
sonucun beklenebilecegi ongorilebilir.

Nitrik oksit, karacigerin bazi fonksiyonlari icin
onemli bir diizenleyicidir. NO ve karaciger ara-
sindaki iliski, yogun olarak sirozla ilgili calisma-
larda ele alinmistir. Sirozda porto-sistemik santlar
ve kuppfer hiicre fonksiyon bozuklugu nedeni ile
bagirsak kokenli bakteriyel lipopolisakkarid-endo-
toksinlerinin ortadan kaldirilmasi, iNOS iceren
hicrelerden yuksek derisimde NO salinimina
neden olmaktadir. Bu sekilde salinimi artan NO
sirozdaki hemodinamik bozukluklarin temelinde
onemli rol oynamaktadir **. Rat karaciger mito-
kondrisinde yapilan bir ¢calisma da, mitokondri-
lerin yiksek miktarda NO’ e maruz birakilmasi
sonucu mitokondriyal solunumun inhibe olarak

oksidatif strese neden olabilecegi bildirilmistir *.

Deneysel kronik siroz olusturulmus bir ¢alis-
mada *, siroz nedeniyle meydana gelen reaktif
oksijen turlerinin ve NO artisinin 6zellikle bobrek
medullasinda nitrotirozin birikmesinin L-NAME
verilmesiyle 6nemli derecede azaltildigi ileri srtl-
mustir. Yapilan calismada L-NAME verilen grupta
istatistik olarak bir degisim gortilmemesinin ne-
deni calismanin suresi ile ilgili olabilecegi dusu-
nilmektedir.

Karaciger ve periferal kan NO diizeyine rad-
yasyonun etkisinin arastirildigi bir calismada #
kandaki NO dlzeyi 3 saatte artis gosterirken,
karaciger dokusundaki NO diizeyi 6 saatte artis
gostermistir. Calismanin sonunda arastiricilar, rad-
yasyonun NO dizeyini arttirdigini ve dokularin
farkl tepkiler verdigini kaydetmislerdir. Yapilan
calismada karaciger ve bobrek NO diizeyinin
NOS aktivatorti ve inhibitorl ile herhangi bir degi-
sim gostermemesi, sadece beyin dokusunda L-
arjinin verilen grupta NO dizeyinde bir artisin
saptanmasi dokularin vermis olduklari tepkinin
farkl olusundan kaynaklanabilir. Tavsanlar tzerin-
de L-NAME’ nin doku ve plazma MDA diizeyle-
rine etkisini arastirdiklari bir ¢calismada %, L-
NAME'nin plazma ve doku NO duzeylerini artir-
digini, ayrica L-NAME verilen gruplarda plazma ve
doku MDA diizeylerinde kontrole gore istatistik
olarak azalma saptamislardir. Yapilan calismada
farkli olarak L-NAME verilen grupta dokulardaki NO
ve MDA diizeylerinde istatistik olarak 6nemli bir
fark bulunmadi.

Sonug olarak tavsanlara L-arjinin ve L-NAME
verilmesinin, sadece L-arjinin verilen gruptaki
beyin dokusu NO ve MDA diizeyinde istatistik
olarak anlamli artisa neden oldugu saptandi. Bu
durum artan NO’ in peroksinitrit radikali olustur-
mak suretiyle MDA dtizeyini artirdigi seklinde
actklanabilir. Bu calisma ile uzun sureli L-arjinin
uygulamasinin beyin dokusu NO ve MDA
diizeyini arttirdig) ve serbest radikal hasarina karsi
beyinin, karaciger ve bobrek dokularina gore daha
duyarl olabilecegi sonucuna varildi.
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