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Tikanma sariigina bagh karaciger hasarimin en énemli etkenlerinden birisi de, bozulmus ka-
raciger kan akiminin neden oldugu, artmis reaktif okijen ttirevi bilesiklerdir. Bu calismada
koledok kanali tikanmiklig olusturulan ratlarda L-arjinin ve L-NAME tedavisinin oksidatif ka-
raciger hasarn {izerine etkileri arastirildi. Bu amacla onbes rat beserli ti¢ gruba ayrildi. ik
gruba koledok kanali ligasyonu (KKL) yapildi. Tkinci gruba ligasyonla beraber L-arjinin teda-
visi uygulanirken ti¢lincti gruba ligasyonla birlikte L-NAME verildi. Yedi giin sonra genel
anestezi altinda ratlarin karaciger dokular c¢ikarildi. Doku érnekleri homojenize edildi ve bu
orneklerde malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri ile ksantin oksidaz (XO), st-
peroksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri 6lctildii. L-arjinin grubu MDA diizeyi
KKL ve L-NAME grubundan anlaml derecede diistik bulundu. L-arjinin grubu SOD aktivi-
tesi hem KKL hem de L-NAME grubundan anlamh derecede diistik bulunurken, CAT aktivi-
tesi ve NO duizeyi sadece KKL grubundan anlaml derecede duistiktii. L-NAME grubu MDA
aktivitesi KKL grubundan anlamli derecede ytiksek bulunurken diger parametreler arasin-
daki fark istatistiksel olarak anlamh degildi.

Bu sonuclar safra kanali tikanikligina bagh oksidatif karaciger hasarimin énlenmesinde L-
arjinin tedavisinin etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Safra kanal ticanukligy, karaciger, nitrik oksit, oksidan stres.

Effects of L-Arginine and NV-nitro-L-arginine Methyl Ester on Lipid Peroxidation and
Antioxidant Enzymes in Liver of Rats With Ductus Choledochus Ligation

One of the most important reasons of liver destruction in obstructive jaundice is reactive
oxygen derived compounds which are formed as a result of demolished liver circulation.

In this experimental study, we investigated the effects of L-arginine and L-NAME on liver
antioxidant system and lipid peroxidation in rats after ductus choledochus ligation (BDL).
For this purpose, fifteen rats were divided randomly into three equal groups. BDL group
(n=5): bile duct ligation was performed in rats. L-Arginine group (n=5): Anaesthetized rats
were given L-arginine (1 mg/kg) for 7 days after BDL. L-NAME group (n=>5): Anaesthetized
rats were given L-NAME (2 mg/kg) for 7 days after BDL. Liver tissue was removed in all
rats under anesthesia seven days after surgical procedure. Tissue was homogenized and
malondialdehyde (MDA) and nitric oxide levels, xanthine oxidase, superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) levels were studied in the homogenate. Liver tissue MDA level of

* Bu ¢alisma 15-25 Eylal 2001 tarihinde Ioannina-Yunanistan'da yapilan Balkan Klinik Laboratuvarlar Federasyonunun 9.
toplantisinda poster bildiri olarak sunulmustur.
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L-arginine group was significantly lower than control and L-NAME groups. Activity of SOD
in L-arginine group was significantly lower than L-NAME and BDL groups. Activitiy of CAT
and level of NO in L-arginine group were significantly lower than those of L-NAME group.
Liver tissue MDA level of L-NAME group was significantly higher than BDL group.

These findings show that L-arginine treatment is effective in prevention of oxidative liver
destruction as a result of bile duct obstruction.

Key words: bile duct ligation, liver, nitric oxide, oxidant stress.

GIRIS

Reaktif oksijen ttrevi (ROT) bilesikler ve li-
pit peroksidasyonu bir cok hastaligin patoge-
nezinde 6énemli rol oynamaktadir’-?. Son yil-
larda yapilan calismalar ile kolestaza bagh ka-
raciger hasarinda bu bilesiklerin ve lipit pe-
roksidasyonunun etkili oldugu ortaya kon-
mustur®9. Koledok kanal ligasyonu (KKL)
yapilan ratlarda hidroksil ve stiper oksit anyon
radikallerinin arttiglr bildirilmistir®. Artan
ROT bilesikler basta membran yapisinda bu-
lunan doymamuis yag asitleri olmak tizere diger
hiicre bilesenlerinin oksidasyonuna neden
olurlar. Okside olan yapilar hiicrenin parca-
lanmasina kadar giden streci baslatabilirler.
Butian hiicreler ROT bilesiklerinin zararlh etki-
lerini 6nleyecek antioksidan savunma sistemi-
ne sahiptir. Safra kanah tikanikliginin zaman-
la antioksidan savunma sistemini de etkiledi-
gi; antioksidan enzim aktivitelerinde azalma ve
nonenzimatik antioksidan bilesiklerin duize-
yinde diasme oldugu bildirilmistir®?. Oksidan
etkiye kars1 antioksidan savunma sisteminde
meydana gelen degisikliklerde kolestaza bagh
hepatik kan akiminin azalmasi ve buna bagh
karaciger perflizyon bozuklugunun etkili oldu-
gu ileri surulmektedir.

L-arjinin, giiclii vazodilatasyon yapic: etki-
ye sahip olan nitrik oksit (NO) don6rti bir ami-
noasittir ve NO sentezini artirmak amac ile
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle kan
dolasiminin bozuldugu deney modellerinde
NO sentezini uyarmak ve L-arjinin uygulama-
siin lipit peroksidasyonu tizerine etkilerini
arastirmak amaci ile degisik calismalar yapil-
mustir(10-13),

Bu calisma KKL yapilan ratlarda nitrik ok-
sit sentez ve inhibisyonunun oksidatif karaci-
ger hasar Uzerine etkisini arastirmak amaci
ile planlandi. Bu amacla NO sentezini uyar-
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mak icin L-arjinin, NO sentezini inhibe etmek
icin de non spesifik nitrik oksit sentaz (NOS)
inhibitérti olan NY-nitro-L-arginine methyl es-
ter (L-NAME) kullanilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada 200-250 gram agirhiginda 15 ta-
ne Wistar Albino rat Ug¢ esit gruba ayrildi. KKL
grubu (n=5): genel anestezi altinda koledok
kanal ligasyonu yapilan ve herhangi bir teda-
vi uygulanmayan grup. L-arjinin grubu (n=>5):
KKL ile birlikte oral olarak L-arjinin (1
mg/kg/gun Sigma Chemical Co St Louis USA)
uygulanan grup. L-NAME grubu (n=5): KKL ile
birlikte intraperitonal olarak NV-nitro-L-argi-
nine methyl ester (L-NAME) (150 mg/kg/gun;
Sigma) verilen grup. Yedinci giinde genel anes-
tezi altinda uyutulan ratlarin karaciger doku-
lann alindiktan sonra, Tris-HCl tamponu (pH
7.5, 0.2 mM) ile homojenize edildi.

Malondialdehid (MDA) olctumit: MDA olcu-
munde Draper ve Hadley'in(!¥ tanimladigi me-
tot kullanildi. Reaksiyonun prensibi, lipid pe-
roksidasyonunun son urtni olan MDAmin ti-
yobarbttirik asit ile reaksiyona girmesi sonu-
cu 532 nm de maksimum absorbans veren
pembe renkli bilesigin olusmasma dayanir.
Daha sonra standart grafigi kullanilarak nu-
mune absorbanslarimin karsihk geldigi MDA
diizeyleri bulundu. Sonu¢ doku agirhgina bo-
Itinerek pmol/mg doku seklinde hesaplandi.

Nitrikk oksit él¢iimil: Biyolojik sistemlerde
NO o6lctimti ¢ok zor oldugu icin doku nitrit ve
nitrat miktar1 NO tiretiminin bir indeksi olarak
kullanmilmaktadir. Karaciger total nitrit miktar
Griess!!® reaksiyonu temeline dayanan metot-
la yapildi. Numuneler Somogyi reaktifi ile dep-
roteinize edildikten sonra aktiflesmis kadmi-
yum graniilleri ile inktibe edildi. Inkiibasyon
sonrasli numuneler N-naftilaminetilendiamin
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ve sulfanilamid reaktifleri ile karistirilarak tek-
rar inkiibe edildi. Inktibasyon sonrasi olusan
renkli bilesigin absorbansi 545 nm de okundu
ve sonuclar doku agirhgina bélunerek
nmol/gram doku olarak hesapland.

Stiperoksit Dismutaz aktivitesi (SOD): Total
SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarimin!® ta-
nimladigi metota gore olculdii. Reaksiyonun
prensibi ksantin-ksantinoksidaz sisteminin
nitroblue tetrazolium rediiksiyonunun inhi-
bisyonuna dayanir. Numunedeki protein mik-
tan oOlctilerek sonuclar U/mg protein olarak
hesaplandi.

Katalaz aktivitesi (CAT): Katalaz aktivitesi
Aebi's metoduna gore olculdil!?. Sonuclar
k/mg protein olarak ifade edildi.

Ksantin oksidaz (XO) aktivitesi: Metot
ksantinden turik asit olusumu reaksiyonuna
dayanmaktadirl®. Reaksiyon sonucu olusan
Urtnin absorbans artis1 293 nm’de okundu.
Enzim aktivitesi 37 °C’de pH 7.5’da bir dakika-
da olusan 1 pmol urik asit miktar tizerinden
degerlendirildi ve sonuclar U/gram protein
olarak hesaplanda.

Protein 6lciimii: Numunelerdeki protein
miktar1 Lowry ve arkadaslarinin® tamimladigi
metot ile calisildi. Standart grafigi kullanilarak
sonugclar hesaplandi.

Istatistiksel degerlendirme amaci ile her bir
parametrenin ortalama + standart sapmasi he-
saplandi ve verilerin analizinde nonparametrik

Kruskall Wallis testi kullamldi. Gruplar arasi
karsilastirmada Mann-Whitney U testi kulla-
nildi. P degeri 0.05’ ten kiictik olan degerler
anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Gruplarnn karaciger doku sonuclarn tablo’da
toplu olarak verilmistir. L-arjinin grubu MDA
diizeyi KKL ve L-NAME grubundan anlamh de-
recede diisik bulunmustur. L-arjinin grubu
SOD aktivitesi hem KKL hem de L-NAME gru-
bundan anlamli derecede diistik bulunurken,
CAT aktivitesi ve NO dtizeyi sadece KKL gru-
bundan anlamli derecede duistiktii. L-NAME
grubu MDA duzeyi KKL grubundan anlaml
derecede yliksek bulunurken diger parametre-
leri arasindaki fark istatistiksel olarak anlam-
I degildi. Gruplarin XO aktiviteleri arasimnda
anlamlh fark bulunamadi.

TARTISMA

Safra kanali tikanikliginin karaciger doku-
su ROT bilesikleri tiretiminde ve lipit peroksi-
dasyonunda artisa neden oldugu klinik ve la-
boratuvar calismalarla gosterilmistir20-21). Bu
calismada lipit peroksidasyonunun gostergesi
olarak kullanilan MDA dtizeyinin L-arjinin uy-
gulamasi ile anlamlh derecede azaldig1 gozlen-
mistir. L-arjininin KKL'de karaciger lipit pe-
roksidasyonunu Onleyici etkisi Muriel ve
ark.?? tarafindan da bildirilmistir. Bu azalma

Tablo. Gruplara Ait Karaciger Dokusu MDA ve NO Seviyeleri ile SOD, CAT ve XO Enzimi Aktivite Degisiklikleri

(Ortalama + Standart sapma).

KKL (n=5) KKL + L-arjinin (n=5) KKL+L-NAME (n=5)
MDA (pmol/mg doku) 2,75+ 0,52 1,73 £ 0,232P 3,53 + 0,699

NO (nmol/g doku) 172 £ 11 154 + 24 206 + 29°

SOD (U/mg protein) 0,097+ 0,018 0,068+ 0,012° 0,094 +0,014
CAT (k/mg protein) 53,16 + 27,77 23,70 + 3,87° 36,00 £ 9,10

XO (U/g protein) 2,01 £0,33 2,45 £ 0,46 2,21 (0,09

ap < 0.05 KKL grubu ile kargilastirildiginda

bp < 0.01 L-NAME grubu ile karsilastirildiginda

®p < 0.05 L-NAME ve KKL grubu ile karsilasgtirildiginda
dp < 0.05 KKL grubu ile karsilastirildiginda

€p < 0.05 L-arjinin grubu ile karsilastirildiginda
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L-arjininin KKL'de gortilen artmis stiper oksit
anyon radikali tiretimini 6nleme 6zelliginden
kaynaklanabilir. Heiman ve Gipson®3 in vitro
ortamda L-arjinin varhiginda stiper oksit an-
yon radikal uretiminde doza bagimli olarak
azalma oldugunu goéstermislerdir. Benzer so-
nug¢ Vergnani ve ark.?4 tarafindan yapilan ca-
Iisma ile de ortaya konmustur. Bu arastirma-
cilar okside ve nativ LDL'nin stiper oksit anyon
radikalini artirict etkilerinin L-arjinin tarafin-
dan 6nlendigini bulmuslardir. L-arjinin grubu
karaciger dokusu MDA dtizeyindeki azalmada;
bu amino asitin ROT bilesik tretimini 6énleme
etkisi ile birlikte NO sentezini artiric1 etkisinin
de katkisi olabilir. Ctinku safra kanali tikanik-
Iigr karaciger dokusunun perflizyonunu boz-
maktadir. Perflizyon bozuklugu karaciger do-
kusunun metabolizmasini olumsuz yénde et-
kileyerek fonksiyon bozukluguna ve karaciger
tarafindan uzaklastirilan toksik bilesiklerin bi-
rikmesine neden olmaktadir. L-arjinin veril-
mesi ile NO sentezinin indtiklenmesi karaciger
dokusunun mikrosirkiilasyonunu artirabilir.
Bu da karaciger dokusunun perfiizyonunu ar-
tirarak hepatositlerin fonksiyonlarinda dtizel-
me saglayabilir. L-NAME grubu MDA dizeyi
her iki gruptan anlaml derecede ytiksek bu-
lunmustur. Baz1 arastirmacilar in vitro calis-
malarda L-NAMEnin stper oksit anyon radi-
kali tretimini artirdigimi bildirmislerdir(23.24),
Ayrica Heiman ve Gipson L-NAME bulunan or-
tamda KKL'da diizeylerindeki artis goézlenen
TNF-a gibi sitokinlerin stiper oksit anyon radi-
kal tiretimini artirdigim rapor etmislerdir@).
Solenski ve Kwan ise fokal serebral iskemi ca-
Iismasinda iskemi fazinda L-NAME’ nin ROT
bilesiklerin tretiminde artisa neden olurken
reperflizyon déneminde tersi bir etki olustur-
dugunu tespit etmislerdir®®. Bu nedenle L-
NAME’ nin oksidan sistem tizerine etkileri tar-
tismali olmakla birlikte genel yaklasim ROT
bilesiklerini artirdig1 yoéntindedir. L-NAME
grubu karacigerinde artmis MDA dtizeyleri;
artmis ROT bilesik tretimi, NO sentezinin in-
hibisyonuna bagh kan akimimn azalmasi ve
trombtis gelisimine yatkinlik gibi nedenlerle
aciklanabilir7.28),
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Kolestaz karaciger dokusu antioksidan sa-
vunma sistemini olumsuz yénde etkilemekte-
dir. Yapilan calismalarda glutatyon peroksi-
daz, katalaz gibi antioksidan enzim aktivitele-
rinde ve glutatyon gibi nonenzimatik antioksi-
dan bilesiklerin miktarlarinda azalma oldugu
bildirilmistir@9-39. Bizim c¢alismamizda L-arji-
nin grubu SOD ve CAT aktivitesi diger gruplar-
dan anlamli derecede dtistiik bulunmustur.
Benzer sonug Tsai ve ark. tarafindan da rapor
edilmistir®l. Bu arastirmacilar rat yanik mo-
deli calismalarinda L-arjinin tedavisinin yamk
sonras1 doku MDA dtizeyi ile birlikte antioksi-
dan enzim aktivitelerinde de diisme gozlemis-
lerdir. Bu durum enzimlerin tiketimi veya in-
hibisyonundan daha ¢ok L-arjinin’in stiper ok-
sit Gretimini 6nleme o6zelligi ile aciklanabilir.
Cunku SOD stiper oksidi substrat olarak kul-
lanmaktadir CAT ise SOD’'un katalizledigi re-
aksiyonun uritnii olan hidrojen peroksidi
substrat olarak kullanmaktadir. Stiper oksit
anyon radikali miktarindaki azalma, substrat-
lan azaldig: i¢in, bu enzimlerin aktivitelerinde
azalmaya neden olabilir.

Safra kanal tikanikligimin farklh dokularda
nitrik oksit metabolizmas1 tizerine etkilerini
arastirmak amaci ile degisik calismalar yapil-
mustir. Vallance ve Moncada KKL'na bagh siro-
zun vaskiiler dtiz kaslarda ve makrofajda nit-
rik oksit sentaz (NOS) enzim aktivitesini arti-
rarak asirt miktarda NO sentezlenmesine ne-
den oldugunu ve sirozda goértilen hiperdinamik
sirktilasyonun bu asir1i NO uretiminden kay-
naklanmis olabilecegini ileri stirmuislerdir®2).
Buna karsin Kanwar ve ark. yaptiklar rat mo-
deli calismalarinda safra kanah tikanikliginin
basta karaciger olmak tizere mide, jejenum ve
aortada NOS enzim aktivitelerinde degisiklige
neden olmadigimni bildirmislerdir®®. Aym aras-
tirmacilar bobrekte hem Ca*2 bagimsiz hem de
Ca*? bagimh NOS aktivitesinde azalma oldu-
gunu bildirmislerdir. Mayoral ve arkadaslari
ise KKL' nun karaciger iNOS aktivitesini arti-
rirken cNOS aktivitesinde degisiklik yapmadi-
gim1 rapor etmislerdir®¥. Bu calismalar KKL’
unun NOS enzimi tlizerine etkilerinin dokuya
ve enzimin tipine gére farklihk gosterdigini or-
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taya koymaktadir. Safra kanal tikaniklig: olan
hastalarda ve rat modeli calismalarinda serum
NO miktan ytiksek bulunmaktadir. Bizim ca-
Ihismamizda L-arjinin verilen grupta karaciger
dokusu NO miktan diger gruplardan dusuk
bulunmustur. L-arjininin NO sentezini artir-
masina ragmen bdyle bir sonucun ortaya ¢ik-
masi bir c¢eliski gibi durmaktadir. L-arjinin uy-
gulanan calismalarda NO sentezinde artis
beklenmekle birlikte bazi ¢alismalarda bu c¢a-
Iisma sonucuna benzer bulgular goézlenmis-
tir®l). Nahavandi ve arkadaslar1 kolestaza bag-
Ii bradikardide NO’in etkilerini arastirirken;
KKL grubu serum nitrit+nitrat diizeyini kont-
rol grubundan ytiksek bulurlarken L-arjinin
grubu serum nitrit+nitrat dtizeyi ile kontrol
grubu arasida fark bulamamislardir®®. Aym
arastirmacilar L-arjinin grubu nitrit+nitrat
diizeyini KKL grubundan anlaml derecede dii-
stik bulmuslardir. Bu durum bébreklerin stiz-
me ve ekstraksiyon fonksiyonlarimin bozulma-
sindan kaynaklanabilir. Nitekim KKL'nun
bobrek kan akiminda ve glomertiler fitrasyon
oraninda %50’den fazla bir disukliige neden
oldugu ve bobrek yetersizligine yol actig1 bildi-
rilmistir®6-38), NO’ in yarilanma émriiniin ¢ok
kisa olmasi nedeni ile direk 6l¢cme ydntemi ol-
dukca smirhdir. Bu nedenle NO miktarinin de-
gerlendirilmesi daha ¢ok, 6lctim yontemi daha
kolay ve ucuz olmasi nedeni ile, NO’in daha
stabil irtin olan nitrit/nitrat él¢ctimu ile ya-
pilmaktadir. Nitratin da en 6énemli atihm yolu
bobreklerdir. Bobrek fonksiyon yetersizligine
baglh nitrat atiliminin bozulmasi serum ve do-
ku NO urtnlerinin diizeyinde ytikselmeye ne-
den olabilir.

XO ptirin katabolizma enzimidir ve kataliz-
ledigi reaksiyonla stiper oksit anyon radikali-
nin olusumuna neden olmaktadir. Mun ve ar-
kadaslarn tikanma sariiginin hem serum hem
de karaciger dokusu XO aktivitesini artirdigim
ve bu artisin karaciger hasarinda énemli bir
etkiye sahip oldugunu rapor etmisler, XO inhi-
bitéri ile bu hasarin azaltildigini géstermisler-
dir®®, Ayrica KKL yapilan ratlarda karaciger
dis1 organlarda gortilen oksidatif doku hasa-
rinda XO aktivitesinde bir azalma olmazken L-

arjinin grubu MDA diizeyindeki azalma bir ce-
liski gibi gorulebilir. Bu durum L-arjininin sti-
per oksit anyon radikalini temizleme yetenegi
ile aciklanabilir. Her ne kadar L-arjinin grubu
XO aktivitesinde bir degisiklik gozlenmese bile
bu aminoasidin, dogrudan stuiper oksit anyon
radikalini temizleme o6zelligi ile lipid peroksi-
dasyonunda azalmaya neden oldugu diistinu-
lebilir.

Sonug olarak; L-arjinin’in nitrik oksit sen-
tezini uyararak doku mikro sirkiilasyonunu
artirdig1 ve ROT bilesiklerin sentezini inhibe
ettigi ve boylece KKL'na bagh oksidatif karaci-
ger hasarimin 6nlenmesinde etkili oldugu soy-
lenebilir.
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