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T›kanma sar›l›¤›na ba¤l› karaci¤er hasar›n›n en önemli etkenlerinden birisi de, bozulmufl ka-
raci¤er kan ak›m›n›n neden oldu¤u, artm›fl reaktif okijen türevi bilefliklerdir. Bu çal›flmada
koledok kanal› t›kan›kl›¤› oluflturulan ratlarda L-arjinin ve L-NAME tedavisinin oksidatif ka-
raci¤er hasar› üzerine etkileri araflt›r›ld›. Bu amaçla onbefl rat beflerli üç gruba ayr›ld›. ‹lk
gruba koledok kanal› ligasyonu (KKL) yap›ld›. ‹kinci gruba ligasyonla beraber L-arjinin teda-
visi uygulan›rken üçüncü gruba ligasyonla birlikte L-NAME verildi. Yedi gün sonra genel
anestezi alt›nda ratlar›n karaci¤er dokular› ç›kar›ld›. Doku örnekleri homojenize edildi ve bu
örneklerde malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO) düzeyleri ile ksantin oksidaz (XO), sü-
peroksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ölçüldü. L-arjinin grubu MDA düzeyi
KKL ve L-NAME grubundan anlaml› derecede düflük bulundu. L-arjinin grubu SOD aktivi-
tesi hem KKL hem de L-NAME grubundan anlaml› derecede düflük bulunurken, CAT aktivi-
tesi ve NO düzeyi sadece KKL grubundan anlaml› derecede düflüktü. L-NAME grubu MDA
aktivitesi KKL grubundan anlaml› derecede yüksek bulunurken di¤er parametreler aras›n-
daki fark istatistiksel olarak anlaml› de¤ildi. 
Bu sonuçlar safra kanal› t›kan›kl›¤›na ba¤l› oksidatif karaci¤er hasar›n›n önlenmesinde L-
arjinin tedavisinin etkili oldu¤unu göstermektedir.
Anahtar kelimeler: Safra kanal› t›kan›kl›¤›, karaci¤er, 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 çal›flma 15-25 Eylül 2001 tarihinde Ioannina-Yunanistan’da yap›lan Balkan Klinik Laboratuvarlar Federasyonunun 9.
toplant›s›nda poster bildiri olarak sunulmufltur.
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G‹R‹fi 
Reaktif oksijen türevi (ROT) bileflikler ve li-

pit peroksidasyonu bir çok hastal›¤›n patoge-
nezinde önemli rol oynamaktad›r(1,2). Son y›l-
larda yap›lan çal›flmalar ile kolestaza ba¤l› ka-
raci¤er hasar›nda bu bilefliklerin ve lipit pe-
roksidasyonunun etkili oldu¤u ortaya kon-
mufltur(3–6). Koledok kanal› ligasyonu (KKL)
yap›lan ratlarda hidroksil ve süper oksit anyon
radikallerinin artt›¤› bildirilmifltir(7). Artan
ROT bileflikler baflta membran yap›s›nda bu-
lunan doymam›fl ya¤ asitleri olmak üzere di¤er
hücre bileflenlerinin oksidasyonuna neden
olurlar. Okside olan yap›lar hücrenin parça-
lanmas›na kadar giden süreci bafllatabilirler.
Bütün hücreler ROT bilefliklerinin zararl› etki-
lerini önleyecek antioksidan savunma sistemi-
ne sahiptir. Safra kanal› t›kan›kl›¤›n›n zaman-
la antioksidan savunma sistemini de etkiledi-
¤i; antioksidan enzim aktivitelerinde azalma ve
nonenzimatik antioksidan bilefliklerin düze-
yinde düflme oldu¤u bildirilmifltir(8,9). Oksidan
etkiye karfl› antioksidan savunma sisteminde
meydana gelen de¤iflikliklerde kolestaza ba¤l›
hepatik kan ak›m›n›n azalmas› ve buna ba¤l›
karaci¤er perfüzyon bozuklu¤unun etkili oldu-
¤u ileri sürülmektedir. 

L-arjinin, güçlü vazodilatasyon yap›c› etki-
ye sahip olan nitrik oksit (NO) donörü bir ami-
noasittir ve NO sentezini art›rmak amac› ile
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. Özellikle kan
dolafl›m›n›n bozuldu¤u deney modellerinde
NO sentezini uyarmak ve L-arjinin uygulama-
s›n›n lipit peroksidasyonu üzerine etkilerini
araflt›rmak amac› ile de¤iflik çal›flmalar yap›l-
m›flt›r(10–13).

Bu çal›flma KKL yap›lan ratlarda nitrik ok-
sit sentez ve inhibisyonunun oksidatif karaci-
¤er hasar› üzerine etkisini araflt›rmak amac›
ile planland›. Bu amaçla NO sentezini uyar-

mak için L-arjinin, NO sentezini inhibe etmek
için de non spesifik nitrik oksit sentaz (NOS)
inhibitörü olan Nv -nitro-L-arginine methyl es-
ter (L-NAME) kullan›lm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM
Çal›flmada 200-250 gram a¤›rl›¤›nda 15 ta-

ne Wistar Albino rat üç eflit gruba ayr›ld›. KKL
grubu (n=5): genel anestezi alt›nda koledok
kanal› ligasyonu yap›lan ve herhangi bir teda-
vi uygulanmayan grup. L-arjinin grubu (n=5):
KKL ile birlikte oral olarak L-arjinin (1
mg/kg/gün 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/gün;
Sigma) verilen grup. Yedinci günde genel anes-
tezi alt›nda uyutulan ratlar›n karaci¤er doku-
lar› al›nd›ktan sonra, Tris-HCl tamponu (pH
7.5, 0.2 mM) ile homojenize edildi. 

Malondialdehid (MDA) ölçümü: MDA ölçü-
münde Draper ve Hadley’in(14) tan›mlad›¤› me-
tot kullan›ld›. Reaksiyonun prensibi, lipid pe-
roksidasyonunun son ürünü olan MDA’n›n ti-
yobarbütirik asit ile reaksiyona girmesi sonu-
cu 532 nm de maksimum absorbans veren
pembe renkli bilefli¤in oluflmas›na dayan›r.
Daha sonra standart grafi¤i kullan›larak nu-
mune absorbanslar›n›n karfl›l›k geldi¤i MDA
düzeyleri bulundu. Sonuç doku a¤›rl›¤›na bö-
lünerek µmol/mg doku fleklinde hesapland›.

Nitrik oksit ölçümü: Biyolojik sistemlerde
NO ölçümü çok zor oldu¤u için doku nitrit ve
nitrat miktar› NO üretiminin bir indeksi olarak
kullan›lmaktad›r. Karaci¤er total nitrit miktar›
Griess(15) reaksiyonu temeline dayanan metot-
la yap›ld›. Numuneler Somogyi reaktifi ile dep-
roteinize edildikten sonra aktifleflmifl kadmi-
yum granülleri ile inkübe edildi. ‹nkübasyon
sonras› numuneler N-naftilaminetilendiamin
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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.
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ve sülfanilamid reaktifleri ile kar›flt›r›larak tek-
rar inkübe edildi. ‹nkübasyon sonras› oluflan
renkli bilefli¤in absorbans› 545 nm de okundu
ve sonuçlar doku a¤›rl›¤›na bölünerek
nmol/gram doku olarak hesapland›.

Süperoksit Dismutaz aktivitesi (SOD): Total
SOD aktivitesi Sun ve arkadafllar›n›n(16) ta-
n›mlad›¤› metota göre ölçüldü. Reaksiyonun
prensibi ksantin-ksantinoksidaz sisteminin
nitroblue tetrazolium redüksiyonunun inhi-
bisyonuna dayan›r. Numunedeki protein mik-
tar› ölçülerek sonuçlar U/mg protein olarak
hesapland›.

Katalaz aktivitesi (CAT): Katalaz aktivitesi
Aebi’s metoduna göre ölçüldü(17). Sonuçlar
k/mg protein olarak ifade edildi.

Ksantin oksidaz (XO) aktivitesi: Metot
ksantinden ürik asit oluflumu reaksiyonuna
dayanmaktad›r(18). Reaksiyon sonucu oluflan
ürünün absorbans art›fl› 293 nm’de okundu.
Enzim aktivitesi 37 °C’de pH 7.5’da bir dakika-
da oluflan 1 µmol ürik asit miktar› üzerinden
de¤erlendirildi ve sonuçlar U/gram protein
olarak hesapland›.

Protein ölçümü: Numunelerdeki protein
miktar› Lowry ve arkadafllar›n›n(19) tan›mlad›¤›
metot ile çal›fl›ld›. Standart grafi¤i kullan›larak
sonuçlar hesapland›.

‹statistiksel de¤erlendirme amac› ile her bir
parametrenin ortalama ± standart sapmas› he-
sapland› ve verilerin analizinde nonparametrik

Kruskall Wallis testi kullan›ld›. Gruplar aras›
karfl›laflt›rmada Mann-Whitney U testi kulla-
n›ld›. P de¤eri 0.05’ ten küçük olan de¤erler
anlaml› kabul edildi.

BULGULAR
Gruplar›n karaci¤er doku sonuçlar› tablo’da

toplu olarak verilmifltir. L-arjinin grubu MDA
düzeyi KKL ve L-NAME grubundan anlaml› de-
recede düflük bulunmufltur. L-arjinin grubu
SOD aktivitesi hem KKL hem de L-NAME gru-
bundan anlaml› derecede düflük bulunurken,
CAT aktivitesi ve NO düzeyi sadece KKL gru-
bundan anlaml› derecede düflüktü. L-NAME
grubu MDA düzeyi KKL grubundan anlaml›
derecede yüksek bulunurken di¤er parametre-
leri aras›ndaki fark istatistiksel olarak anlam-
l› de¤ildi. Gruplar›n XO aktiviteleri aras›nda
anlaml› fark bulunamad›.

TARTIfiMA
Safra kanal› t›kan›kl›¤›n›n karaci¤er doku-

su ROT bileflikleri üretiminde ve lipit peroksi-
dasyonunda art›fla neden oldu¤u klinik ve la-
boratuvar çal›flmalarla gösterilmifltir(20,21). Bu
çal›flmada lipit peroksidasyonunun göstergesi
olarak kullan›lan MDA düzeyinin L-arjinin uy-
gulamas› ile anlaml› derecede azald›¤› gözlen-
mifltir. L-arjininin KKL’de karaci¤er lipit pe-
roksidasyonunu   önleyici   etkisi  Muriel  ve
ark.(22) taraf›ndan da bildirilmifltir. Bu azalma
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Tablo. Gruplara Ait Karaci¤er Dokusu MDA ve NO Seviyeleri ile SOD, CAT ve XO Enzimi Aktivite De¤ifliklikleri

(Ortalama ± Standart sapma).

KKL (n=5) KKL + L-arjinin (n=5) KKL+L-NAME (n=5)

MDA (µmol/mg doku) 2,75 ± 0,52 1,73 ± 0,23a,b 3,53 ± 0,69d

NO (nmol/g doku) 172 ± 11 154 ± 24 206 ± 29e

SOD (U/mg protein) 0,097± 0,018 0,068± 0,012c 0,094 ± 0,014

CAT (k/mg protein) 53,16 ± 27,77 23,70 ± 3,87b 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 karfl›laflt›r›ld›¤›nda
bp < 0.01 L-NAME grubu ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
cp < 0.05 L-NAME ve KKL grubu ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda 
dp < 0.05 KKL grubu ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
ep < 0.05 L-arjinin grubu ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
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L-arjininin KKL’de görülen artm›fl süper oksit
anyon radikali üretimini önleme özelli¤inden
kaynaklanabilir. Heiman ve Gipson(23) in vitro
ortamda L-arjinin varl›¤›nda süper oksit an-
yon radikal üretiminde doza ba¤›ml› olarak
azalma oldu¤unu göstermifllerdir. Benzer so-
nuç Vergnani ve ark.(24) taraf›ndan yap›lan ça-
l›flma ile de ortaya konmufltur. Bu araflt›rma-
c›lar okside ve nativ LDL’nin süper oksit anyon
radikalini art›r›c› etkilerinin L-arjinin taraf›n-
dan önlendi¤ini bulmufllard›r. L-arjinin grubu
karaci¤er dokusu MDA düzeyindeki azalmada;
bu amino asitin ROT bileflik üretimini önleme
etkisi ile birlikte NO sentezini art›r›c› etkisinin
de katk›s› olabilir. Çünkü safra kanal› t›kan›k-
l›¤› karaci¤er dokusunun perfüzyonunu boz-
maktad›r. Perfüzyon bozuklu¤u karaci¤er do-
kusunun metabolizmas›n› olumsuz yönde et-
kileyerek fonksiyon bozuklu¤una ve karaci¤er
taraf›ndan uzaklaflt›r›lan toksik bilefliklerin bi-
rikmesine neden olmaktad›r. L-arjinin veril-
mesi ile NO sentezinin indüklenmesi karaci¤er
dokusunun mikrosirkülasyonunu art›rabilir.
Bu da karaci¤er dokusunun perfüzyonunu ar-
t›rarak hepatositlerin fonksiyonlar›nda düzel-
me sa¤layabilir. L-NAME grubu MDA düzeyi
her iki gruptan anlaml› derecede yüksek bu-
lunmufltur. Baz› araflt›rmac›lar in vitro çal›fl-
malarda L-NAME’nin süper oksit anyon radi-
kali üretimini art›rd›¤›n› bildirmifllerdir(23,24).
Ayr›ca Heiman ve Gipson L-NAME bulunan or-
tamda KKL’da düzeylerindeki art›fl gözlenen
TNF-a gibi sitokinlerin süper oksit anyon radi-
kal üretimini art›rd›¤›n› rapor etmifllerdir(25).
Solenski ve Kwan ise fokal serebral iskemi ça-
l›flmas›nda iskemi faz›nda L-NAME’ nin ROT
bilefliklerin üretiminde art›fla neden olurken
reperfüzyon döneminde tersi bir etki olufltur-
du¤unu tespit etmifllerdir(26). Bu nedenle L-
NAME’ nin oksidan sistem üzerine etkileri tar-
t›flmal› olmakla birlikte genel yaklafl›m ROT
bilefliklerini art›rd›¤› yönündedir. L-NAME
grubu karaci¤erinde artm›fl MDA düzeyleri;
artm›fl ROT bileflik üretimi, NO sentezinin in-
hibisyonuna ba¤l› kan ak›m›n›n azalmas› ve
trombüs geliflimine yatk›nl›k gibi nedenlerle
aç›klanabilir(27,28). 

Kolestaz karaci¤er dokusu antioksidan sa-
vunma sistemini olumsuz yönde etkilemekte-
dir. Yap›lan çal›flmalarda glutatyon peroksi-
daz, katalaz gibi antioksidan enzim aktivitele-
rinde ve glutatyon gibi nonenzimatik antioksi-
dan bilefliklerin miktarlar›nda azalma oldu¤u
bildirilmifltir(29,30). Bizim çal›flmam›zda L-arji-
nin grubu SOD ve CAT aktivitesi di¤er gruplar-
dan anlaml› derecede düflük bulunmufltur.
Benzer sonuç Tsai ve ark. taraf›ndan da rapor
edilmifltir(31). Bu araflt›rmac›lar rat yan›k mo-
deli çal›flmalar›nda L-arjinin tedavisinin yan›k
sonras› doku MDA düzeyi ile birlikte antioksi-
dan enzim aktivitelerinde de düflme gözlemifl-
lerdir. Bu durum enzimlerin tüketimi veya in-
hibisyonundan daha çok L-arjinin’in süper ok-
sit üretimini önleme özelli¤i ile aç›klanabilir.
Çünkü SOD süper oksidi substrat olarak kul-
lanmaktad›r CAT ise SOD’un katalizledi¤i re-
aksiyonun ürünü olan hidrojen peroksidi
substrat olarak kullanmaktad›r. Süper oksit
anyon radikali miktar›ndaki azalma, substrat-
lar› azald›¤› için, bu enzimlerin aktivitelerinde
azalmaya neden olabilir. 

Safra kanal› t›kan›kl›¤›n›n farkl› dokularda
nitrik oksit metabolizmas› üzerine etkilerini
araflt›rmak amac› ile de¤iflik çal›flmalar yap›l-
m›flt›r. Vallance ve Moncada KKL’na ba¤l› siro-
zun vasküler düz kaslarda ve makrofajda nit-
rik oksit sentaz (NOS) enzim aktivitesini art›-
rarak afl›r› miktarda NO sentezlenmesine ne-
den oldu¤unu ve sirozda görülen hiperdinamik
sirkülasyonun bu afl›r› NO üretiminden kay-
naklanm›fl olabilece¤ini ileri sürmüfllerdir(32).
Buna karfl›n Kanwar ve ark. yapt›klar› rat mo-
deli çal›flmalar›nda safra kanal› t›kan›kl›¤›n›n
baflta karaci¤er olmak üzere mide, jejenum ve
aortada NOS enzim aktivitelerinde de¤iflikli¤e
neden olmad›¤›n› bildirmifllerdir(33). Ayn› arafl-
t›rmac›lar böbrekte hem Ca+2 ba¤›ms›z hem de
Ca+2 ba¤›ml› NOS aktivitesinde azalma oldu-
¤unu bildirmifllerdir. Mayoral ve arkadafllar›
ise KKL’ nun karaci¤er iNOS aktivitesini art›-
r›rken cNOS aktivitesinde de¤ifliklik yapmad›-
¤›n› rapor etmifllerdir(34). Bu çal›flmalar KKL’
unun NOS enzimi üzerine etkilerinin dokuya
ve enzimin tipine göre farkl›l›k gösterdi¤ini or-
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taya koymaktad›r. Safra kanal› t›kan›kl›¤› olan
hastalarda ve rat modeli çal›flmalar›nda serum
NO miktar› yüksek bulunmaktad›r. Bizim ça-
l›flmam›zda L-arjinin verilen grupta karaci¤er
dokusu NO miktar› di¤er gruplardan düflük
bulunmufltur. L-arjininin NO sentezini art›r-
mas›na ra¤men böyle bir sonucun ortaya ç›k-
mas› bir çeliflki gibi durmaktad›r. L-arjinin uy-
gulanan çal›flmalarda NO sentezinde art›fl
beklenmekle birlikte baz› çal›flmalarda bu ça-
l›flma sonucuna benzer bulgular gözlenmifl-
tir(31). Nahavandi ve arkadafllar› kolestaza ba¤-
l› bradikardide NO’in etkilerini araflt›r›rken;
KKL grubu serum nitrit+nitrat düzeyini kont-
rol grubundan yüksek bulurlarken L-arjinin
grubu serum nitrit+nitrat düzeyi ile kontrol
grubu aras›nda fark bulamam›fllard›r(35). Ayn›
araflt›rmac›lar L-arjinin grubu nitrit+nitrat
düzeyini KKL grubundan anlaml› derecede dü-
flük bulmufllard›r. Bu durum böbreklerin süz-
me ve ekstraksiyon fonksiyonlar›n›n bozulma-
s›ndan kaynaklanabilir. Nitekim KKL’nun
böbrek kan ak›m›nda ve glomerüler fitrasyon
oran›nda %50’den fazla bir düflüklü¤e neden
oldu¤u ve böbrek yetersizli¤ine yol açt›¤› bildi-
rilmifltir(36–38). NO’ in yar›lanma ömrünün çok
k›sa olmas› nedeni ile direk ölçme yöntemi ol-
dukça s›n›rl›d›r. Bu nedenle NO miktar›n›n de-
¤erlendirilmesi daha çok, ölçüm yöntemi daha
kolay ve ucuz olmas› nedeni ile, NO’in daha
stabil ürünü olan nitrit/nitrat ölçümü ile ya-
p›lmaktad›r. Nitrat›n da en önemli at›l›m yolu
böbreklerdir. Böbrek fonksiyon yetersizli¤ine
ba¤l› nitrat at›l›m›n›n bozulmas› serum ve do-
ku NO ürünlerinin düzeyinde yükselmeye ne-
den olabilir. 

XO pürin katabolizma enzimidir ve kataliz-
ledi¤i reaksiyonla süper oksit anyon radikali-
nin oluflumuna neden olmaktad›r. Mun ve ar-
kadafllar› t›kanma sar›l›¤›n›n hem serum hem
de karaci¤er dokusu XO aktivitesini art›rd›¤›n›
ve bu art›fl›n karaci¤er hasar›nda önemli bir
etkiye sahip oldu¤unu rapor etmifller, XO inhi-
bitörü ile bu hasar›n azalt›ld›¤›n› göstermifller-
dir(38). Ayr›ca KKL yap›lan ratlarda karaci¤er
d›fl› organlarda görülen oksidatif doku hasa-
r›nda XO aktivitesinde bir azalma olmazken L-

arjinin grubu MDA düzeyindeki azalma bir çe-
liflki gibi görülebilir. Bu durum L-arjininin sü-
per oksit anyon radikalini temizleme yetene¤i
ile aç›klanabilir. Her ne kadar L-arjinin grubu
XO aktivitesinde bir de¤ifliklik gözlenmese bile
bu aminoasidin, do¤rudan süper oksit anyon
radikalini temizleme özelli¤i ile lipid peroksi-
dasyonunda azalmaya neden oldu¤u düflünü-
lebilir.

Sonuç olarak; L-arjinin’in nitrik oksit sen-
tezini uyararak doku mikro sirkülasyonunu
art›rd›¤› ve ROT bilefliklerin sentezini inhibe
etti¤i ve böylece KKL’na ba¤l› oksidatif karaci-
¤er hasar›n›n önlenmesinde etkili oldu¤u söy-
lenebilir.
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