
Kafkas Üniv Vet Fak Derg
15 (1): 71-75, 2009
DOI:10.9775/kvfd.2008.73-A 

Özet

Bu çal�şmada nitrik oksit (NO) vericilerinden L-arjinin ve NO sentezini inhibe eden N-nitro-L-arjinin
metil ester (L-NAME)’inin uzun süreli uygulamas�n�n beyin, karaciğer ve böbrek dokular�ndaki NO ve
malondialdehit (MDA) düzeylerine etkisinin belirlenmesi amaçland�. Araşt�rmada 3 farkl� grup oluşturuldu
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 günde bir kez olmak üzere 11 gün boyunca intraperitoneal yolla enjekte edildi. Denemenin
sonunda ötenazi edilen tavşanlar�n beyin, karaciğer ve böbrek dokular� al�nd�. Al�nan doku örneklerinde NO
ve MDA düzeyleri kolorimetrik yöntemle belirlendi. Karaciğer ve böbrek dokular�ndaki NO ve MDA
düzeyleri aç�s�ndan gruplar aras�nda istatistik olarak anlaml� bir fark bulunmazken, L-arjinin enjekte edilen
grupta beyin dokusu NO ve MDA düzeylerinin diğer gruplara göre istatistik olarak yüksek (P<0.05) olduğu
belirlendi. Sonuç olarak L-arjinin uygulamas�n�n beyin dokusu NO ve MDA düzeylerini artt�rd�ğ� ve beyinin
böbrek ve karaciğere göre daha fazla duyarl� bir organ olabileceği kan�s�na var�ld�.
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Effect of L-Arginin and Nω-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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GİRİŞ

Paramagnetik bir serbest radikal olan nitrik
oksit (NO), nitrik oksit sentetaz enziminin (NOS;
EC: 1. 14. 13. 39) L-arjinini okside ederek sitrullin
oluşturmas� esnas�nda sentez edilir 1. Uyar�labilen
NOS (iNOS), endotel NOS (eNOS) ve nöronal
NOS (nNOS) olmak üzere üç izoformu bulun-
maktad�r 2,3. Makrofajlarda bulunan uyar�labilen
NOS, kalsiyumdan bağ�ms�z sitokinler ve endo-
toksinler taraf�ndan uyar�l�r ve büyük miktarlarda
NO üretir 3,4. Endotel eNOS sinir ve endotel
hücreleri ile endokard, miyokard ve trombositlerde
sürekli bulunur ve aral�kl� olarak küçük miktar-
larda NO üreterek, hücre içi ve hücreler aras�
iletişimde fizyolojik olarak görev al�r 5.

Nitrik oksit ile ilgili bu ilk bulgular�n yan� s�ra
son y�llarda yap�lan çal�şmalar NO’in hemen
bütün dokularda sentezlenip salg�lanan bir mole-
kül olduğunu göstermiştir. Nitekim serebellum ve
ön beyindeki nöronlarda ve baz� otonom sinirlerin
uçlar�nda da nNOS taraf�ndan NO sentez edilip
sal�nmaktad�r 1,6. nNOS taraf�ndan sentezlenen NO
merkezi sinir sisteminde haf�za oluşumu, denge,
uyar� geçişi, koku alma gibi birçok fonksiyonda
nörotransmitter olarak görev ald�ğ� kaydedil-
mektedir 2,4. Patolojik durumlarda makrofajlarda
üretilen yüksek düzeydeki NO apoptozisi
uyararak, sinir sisteminde hasara ve septik şoka
neden olmaktad�r 7,8. 

NO’nun süperoksit anyonu ile reaksiyonu
sonucu oldukça aktif bir oksijen radikali olan per-
oksinitrit (OONO-) oluşturduğu bildirilmektedir 9.
Toksik bir molekül olan peroksinitrit radikali’nin
organizmada öncelikle hücre zar�ndaki lipitleri oksit-
leyerek, lipid peroksidasyonunda art�şa ve hücre
ölümüne neden olduğu kaydedilmektedir 10-13. Bu
nedenle NOS'un çeşitli yollarla inhibe edilmesi
suretiyle NO’in toksik etkisini azaltmak mümkün
olabilmektedir. NOS inhibitörü olan N-nitro-L-
arjinin (L-NA), bunun metil türevi olan N-nitro-L-
arjinin metil ester (L-NAME) ve N-iminometil-L-
ornitin (L-NIO) yayg�n olarak kullan�lmaktad�r. Bu
tür bileşiklerin in vivo ve in vitro etkilerinin ayn�
olmas�na rağmen kantitatif olarak farkl�l�k göster-
mektedir 7,8,14,15. 

Organizmada başta sinir ve kalp damar sistemi
olmak üzere görme, sindirim, ereksiyon, işitme ve
öğrenme gibi memeli organizmas�n�n bütün organ
ve dokular�nda NO’in önemli görevlere sahip

olduğu bildirilmektedir 16. Bu etkilerinin tam ola-
rak bilinmesi günümüzde cevap bulunamayan
birçok metabolik olay�n anlaş�lmas�na önemli bir
katk� sağlayacağ� gibi NO aktivatörleri ve inhibi-
törlerinin hastal�klar�n tedavisinde kullan�labilirliği
konusundaki araşt�rmalar devam etmektedir.

Bu bilgiler �ş�ğ�nda yap�lan çal�şmada NO veri-
cilerinden L-arjinin ve NO sentezini inhibe eden
L-arjinin metil ester’in uzun süreli verilmesinin
beyin, karaciğer ve böbrek dokular�ndaki NO ve
MDA düzeylerine etkisini araşt�rmak amaçlan-
m�şt�r.  

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali ve Numunelerin Toplanmas�

Araşt�rmada materyal olarak canl� ağ�rl�k ortala-
mas� 2.60 kg olan, 5-7 ayl�k Yeni Zelanda �rk� 18
adet tavşan kullan�ld�. Tavşanlar her grupta 6 adet
olacak şekilde kontrol, L-arjinin ve L-NAME olmak
üzere 3 gruba ayr�ld�. Kontrol grubuna izotonik
NaCl çözeltisi, 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 gün boyunca gün aş�r� periton içi
(İP) enjekte edildi.

Denemenin sonunda hayvanlara eter anestezisi
alt�nda ötenazi uygulanarak beyin, karaciğer ve
böbrek dokular� al�nd�. Doku numuneleri serum
fizyolojik ile y�kand�ktan sonra fosfat tamponunda
(A: 50 mM, KH2PO4 ve B: 50 mM Na2HPO4.2H2O
A:B (v/v) = 1:1.5) buzlu su alt�nda homojenize
edildi. Homojenatlar 1500 RPM de 15 dakika so-
ğutmal� santrifüjde santrifüj edildikten sonra süper-
natantlar NO ve MDA analizleri için ayr�ld�. 

b) Doku NO ve Toplam Protein 
Düzeyinin Belirlenmesi

Taze haz�rlanm�ş doku süpernatantlar�nda NO
düzeyleri Miranda ve ark.19 taraf�ndan belirtilen
yönteme göre ölçüldü. Öncelikle numuneler %10
çinko sülfat ile muamele edilerek proteinler uzak-
laşt�r�ld�. Toplam NO derişimi (nitrat ve nitrit) düzey-
leri Griess Reaksiyonu ile kolorimetrik yöntemle
ölçüldü. Numunelerdeki MDA düzeyleri Yoshioko
ve Kawada, taraf�ndan belirlenen ve tiyobarbütirik
asit (TBA) reaktivitesi temeline dayanan yönteme
göre 20, toplam protein düzeyleri ticari kit (Diasis
Diagnostic Systems; Holzeim, Germany) kullan�-
larak kolorimetrik olarak belirlendi. 
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c) İstatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistik analizlerinin hesap-
lanmas�nda SPSS Windows 10.0 paket progra-
m�ndan yararlan�ld�. Gruplar aras� farkl�l�klar�n
belirlenmesinde tek yönlü varyans analizi (one-
way ANOVA) ve 3 grubun karş�laşt�rmas�nda
Duncan Testi uyguland�. Sonuçlar; ortalama ±
standart hata (x±Sx) olarak verildi. 

BULGULAR

Çal�şmada tüm gruplara ait beyin, karaciğer ve
böbrek dokular�ndan elde edilen NO ve MDA
düzeyleri Tablo 1 ve 2’de gösterildi. Beyin doku-
sunda L-arjinin verilen grupta NO düzeyi kontrol
ve L-NAME verilen gruba göre istatistik olarak
yüksek bulundu (P<0.05). L-arjinin ve L-NAME
verilen gruplardaki karaciğer ve böbrek dokusuna
ait NO düzeylerinde istatistik olarak önemli bir
fark bulunmad�. Beyin dokusunda L-arjinin verilen
grupta MDA düzeyi istatistik olarak yüksek bulu-
nurken (P<0.05), karaciğer ve böbrek dokusu L-
arjinin ve L-NAME verilen gruptaki MDA düzey-
lerinde istatistik olarak anlaml� bir fark bulunmad�.

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Bu araşt�rmada NOS inhibitörlerinden L-NAME
enjeksiyonu sonras� karş�laşt�r�lan beyin, karaciğer
ve böbrek dokusu NO düzeylerinde anlaml� bir

farkl�l�k olmad�ğ� gözlendi. L-arjinin verilen grupta
ise sadece beyin dokusu NO düzeyinin karaciğer
ve böbreğe göre istatistik olarak daha yüksek
olduğu tespit edildi (P<0.05). 

NOS inhibitörlerinden biri olan N (omega)-
nitro-L-arjinin (L-NNA)’n�n tek doz uygulamas�n�n
plazma NOx düzeylerine etkisinin araşt�r�ld�ğ� bir
çal�şmada 21 enjeksiyonu takiben 3 saat sonra NOx
düzeylerinde bir azalma belirlenmişken 24 saat
sonra herhangi bir değişimin olmad�ğ� bildirilmek-
tedir. Nitrik oksit beyinde merkezi sinir sisteminde
gliya hücreleri ve nöronlar taraf�ndan sentezlen-
mektedir 6. Yap�lan araşt�rmada L-arjinin verilen
grupta beyin dokusu NO düzeyinde bir art�ş�n ol-
mas� ve L-NAME verilen grupta herhangi bir deği-
şimin olmamas� NO sentezini artt�ran maddelerin
beyinde etkinliğinin daha fazla olabileceğini dü-
şündürmektedir. 

L-arjinin verilen grupta beyin dokusu MDA
seviyesinin böbrek ve karaciğer dokusu MDA
düzeylerine göre istatistik olarak daha yüksek
olduğu belirlendi (P<0.05). Hücre zar�ndaki yağ
asitleri ve doymam�ş bağlar içeren baz� moleküller
peroksinitrit gibi serbest radikallerle reaksiyona
girerek lipid peroksidasyon ürünlerini oluşturur
22,23. Lipid peroksidasyonunun ürünü olan MDA
membrandaki çoklu doymam�ş yağ asitlerinin
kayb�na ve plazma membranlar�n özelliklerinde
değişimlere neden olur. Membranlardaki bu
değişimin nöronlarda dejenerasyona ve sonraki
dönemlerde nöronal fonksiyon kayb�na neden
olabileceği kaydedilmiştir 24. Yap�lan çal�şmada
beyin dokusunda L-arjinin verilen grupta MDA
düzeyinin yüksek bulunmas�n�n nedeni şu şekilde
aç�klanabilmektedir. Beyin organizmada en fazla
oksijeni kullanan organ olduğundan NO düzeyin-
deki art�şa bağl� olarak artan peroksinitrit radikal-
lerinin doymam�ş bağlar içeren baz� moleküllerle
reaksiyonundan dolay� MDA düzeyinde art�ş
olabileceği düşünülmektedir.

Böbrekler plazma hacmini ve vücut su den-
gesini ayarlamak suretiyle arteriyel bas�nc�n uzun
süreli kontrolünde önemli rollere sahiptirler. Rat-
larda, NO donörlerinden L- arjinin ve sodyum-
nitroprussit ile NOS inhibitörlerinden L-NAME’nin
akut böbrek etkilerinin araşt�r�ld�ğ� bir çal�şmada,
NO’nun böbrek yetersizliğinin patofizyolojisinde
önemli bir molekül olduğu, bunun yan�nda akut
böbrek yetersizliği tedavisinde NO vericilerinin
kullan�labileceği kaydedilmiştir 25. Yap�lan çal�ş-
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Tablo 1. Karaciğer, beyin ve böbrek dokusundaki NO düzeyleri
(μmol/g protein)

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

Grup (n=6) Beyin Karaciğer Böbrek

Kontrol
Arjinin
L-NAME

1.24±0.03 a

1.45±0.05 b

1.15±0.03 a

1.38±0.03
1.40±0.11
1.31±0.04

1.22±0.03
1.29±0.02 
1.26±0.05

* Aynı sütunda farklı harfle ifade edilen değerler istatistik olarak
(P<0.05) önemlidir

Tablo 2. Karaciğer, beyin ve böbrek dokusundaki MDA düzeyleri
(μmol/g protein)

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

Grup (n=6) Beyin Karaciğer Böbrek

Kontrol
Arjinin
L-NAME

0.86±0.02 a

1.02±0.04 b

0.81±0.02 a

0.96±0.026
0.98±0.083
0.92±0.034

0.85±0.02
0.86±0.041
0.93±0.044

* Aynı sütunda farklı harfle ifade edilen değerler istatistik olarak
(P<0.05) önemlidir



malarda NO' in damar tonusunu ve sodyum tutu-
lumunu ayarlayarak böbrek fonksiyonlar�n� düzen-
lediği ifade edilmektedir 26-28. Köpekler üzerinde
yap�lan bir çal�şmada, 3 gün süre ile NO sentezi-
nin inhibe edilmesinin glomerular filtrasyon h�z�n-
da ve sodyum at�l�m�nda önemli azalmalara neden
olduğu saptanm�şt�r. Ayr�ca NO’in böbrek fonksi-
yonunun uzun süreli düzenlenmesinde önemli bir
role sahip olabileceği de ifade edilmiştir 29. Tav-
şanlar üzerinde yürütülen bu araşt�rmada böbrek
fonksiyonlar�ndaki değişimleri incelemeye yönelik
herhangi bir test yap�lmam�şt�r. Ancak NOS izo-
formlar�n�n tamam�n�n böbrek dokusunda bulun-
duğu bilinmektedir. Nitekim eNOS ve nNOS’un
varl�ğ� glomeruler endotel hücreleri, proksimal
tubular hücreleri gibi böbreğe ait birçok bölgede
belirlenmişken, iNOS glomerular mesengiyal
hücrelerde ve medullar toplay�c� kanallarda immuno-
histokimyasal olarak belirlenmiştir 30,31. Diğer
taraftan NO böbrek fonksiyonlar�n� düzenleyen
önemli bir molekül olarak tan�mlanm�şt�r 28. Ancak
NO’in böbrek fonksiyonlar� üzerine olan etkile-
rinin önemli bir k�sm� dolayl� yollardan gerçekleş-
mektedir ve kan bas�nc�ndaki değişimlerle yak�n-
dan ilgilidir. Çal�şmada uzun süreli NO aktivatörü
ve inhibitörü verilmesinin böbrek dokusu NO
düzeyinde önemli değişikliğe neden olmad�ğ�
görülmüştür. NO’in böbrek fonksiyonlar�n�
düzenleyen bir etken olarak kabul edilmesinin
yan�nda NOS izoformlar�n�n tamam�n�n böbrek
dokusunda bulunuyor olmas�na rağmen L-NAME
ve L-arjinin uygulamalar� sonras�nda böbrek
dokusu NO düzeylerinin birbiri ile yak�n ç�kma-
s�n�n nedenini aç�klamak oldukça zor görünmek-
tedir. Yine de NO’ in böbrek fonksiyonlar� üzerine
olan dolayl� etkilerinin doğrudan olan etkilerine
k�yasla daha güçlü olduğu düşünülürse böyle bir
sonucun beklenebileceği öngörülebilir. 

Nitrik oksit, karaciğerin baz� fonksiyonlar� için
önemli bir düzenleyicidir. NO ve karaciğer ara-
s�ndaki ilişki, yoğun olarak sirozla ilgili çal�şma-
larda ele al�nm�şt�r. Sirozda porto-sistemik şantlar
ve kuppfer hücre fonksiyon bozukluğu nedeni ile
bağ�rsak kökenli bakteriyel lipopolisakkarid-endo-
toksinlerinin ortadan kald�r�lmas�, iNOS içeren
hücrelerden yüksek derişimde NO sal�n�m�na
neden olmaktad�r. Bu şekilde sal�n�m� artan NO
sirozdaki hemodinamik bozukluklar�n temelinde
önemli rol oynamaktad�r 15,32. Rat karaciğer mito-
kondrisinde yap�lan bir çal�şma da, mitokondri-
lerin yüksek miktarda NO’ e maruz b�rak�lmas�
sonucu mitokondriyal solunumun inhibe olarak

oksidatif strese neden olabileceği bildirilmiştir 33.

Deneysel kronik siroz oluşturulmuş bir çal�ş-
mada 34, siroz nedeniyle meydana gelen reaktif
oksijen türlerinin ve NO art�ş�n�n özellikle böbrek
medullas�nda nitrotirozin birikmesinin L-NAME
verilmesiyle önemli derecede azalt�ld�ğ� ileri sürül-
müştür. Yap�lan çal�şmada L-NAME verilen grupta
istatistik olarak bir değişim görülmemesinin ne-
deni çal�şman�n süresi ile ilgili olabileceği düşü-
nülmektedir. 

Karaciğer ve periferal kan NO düzeyine rad-
yasyonun etkisinin araşt�r�ld�ğ� bir çal�şmada 35

kandaki NO düzeyi 3 saatte art�ş gösterirken,
karaciğer dokusundaki NO düzeyi 6 saatte art�ş
göstermiştir. Çal�şman�n sonunda araşt�r�c�lar, rad-
yasyonun NO düzeyini artt�rd�ğ�n� ve dokular�n
farkl� tepkiler verdiğini kaydetmişlerdir. Yap�lan
çal�şmada karaciğer ve böbrek NO düzeyinin
NOS aktivatörü ve inhibitörü ile herhangi bir deği-
şim göstermemesi, sadece beyin dokusunda L-
arjinin verilen grupta NO düzeyinde bir art�ş�n
saptanmas� dokular�n vermiş olduklar� tepkinin
farkl� oluşundan kaynaklanabilir. Tavşanlar üzerin-
de L-NAME’ nin doku ve plazma MDA düzeyle-
rine etkisini araşt�rd�klar� bir çal�şmada 36 , L-
NAME’nin plazma ve doku NO düzeylerini art�r-
d�ğ�n�, ayr�ca L-NAME verilen gruplarda plazma ve
doku MDA düzeylerinde kontrole göre istatistik
olarak azalma saptam�şlard�r. Yap�lan çal�şmada
farkl� olarak L-NAME verilen grupta dokulardaki NO
ve MDA düzeylerinde istatistik olarak önemli bir
fark bulunmad�. 

Sonuç olarak tavşanlara L-arjinin ve L-NAME
verilmesinin, sadece L-arjinin verilen gruptaki
beyin dokusu NO ve MDA düzeyinde istatistik
olarak anlaml� art�şa neden olduğu saptand�. Bu
durum artan NO’ in peroksinitrit radikali oluştur-
mak suretiyle MDA düzeyini art�rd�ğ� şeklinde
aç�klanabilir. Bu çal�şma ile uzun süreli L-arjinin
uygulamas�n�n beyin dokusu NO ve MDA
düzeyini artt�rd�ğ� ve serbest radikal hasar�na karş�
beyinin, karaciğer ve böbrek dokular�na göre daha
duyarl� olabileceği sonucuna var�ld�.
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