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Akut ve Kronik N (omega)-nitro-L-arjinin Uygulamalarinin
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OZET

Amag: Bu ¢alismada, siganlarda non-spesifik NOS inhibit6rii Nw nitro-L-arjinin’in (L-NNA) akut ve kronik uygulamalarinin, plazma Nitrit/Nitrat
(NOx) ve Malondialdehit (MDA) diizeylerine etkilerinin arastirilmasi hedeflendi.

Gere¢ ve Yontem: Siganlara tek doz L-NNA (Grup aL-NNA, n=19, 25mg/kg i.p.) uygulandi; bu ana grup 3 alt gruba ayrilarak sirastyla 1 (Grup al-
NNAI1, n=4), 3 (Grup aL-NNA3, n=9 ) ve 24 (Grup aL-NNA24, n=6) saat sonra sistolik kan basinci (SKB) ve plazma NOx ol¢timleri yapildi. MDA
Olctimleri ise 1. ve 24. saatlerde yapildi. Bir diger seri deneyde, siganlara iki hafta siireyle L-NNA i¢me suyunda iki farkli konsantrasyonda (sirastyla,
Grup dL-NNA, ~15mg/100ml, n=19 ve Grup yL-NNA, ~45mg/100ml, n=28) uygulandi. dL-NNA grubu 3 alt gruba ayrildi: bir altgrupta L-NNA
uygulamasinin durdurulmasindan hemen sonra (Grup dL-NNAO, n=7), digerlerinde ise L-NNA uygulamasinin durdurulmasindan 24 (Grup dL-
NNA24, n=6) ve 48 (Grup dL-NNA48, n=6) saat sonra SKB, plazma NOx ve MDA diizeyleri 6l¢iildii. Grup yL-NNA ise altgruplara ayrilmadi.
Bulgular: alL-NNA grubunda SKB 1. ve 3. saatlerde yiikselirken 24.saatte bazal degerlere geri dondii. Bu grupta plazma NOx degerleri 3. saatte diistii
fakat 24. saatte normale dondii, plazma MDA degerleri ise 1. saatten itibaren anlaml sekilde yiikseldi. dL-NNAO alt grubunda deney sonunda plazma
NOx ve MDA diizeyleri degismezken dL-NNA24 ve dL-NNA48 altguplarinda MDA yiikseldi. yL-NNA grubunda ise hem plazma NOx hem de
MDA diizeyleri yiiksekti.

Sonug: Bu sonuglar tek doz L-NNA uygulamasinin oksidatif strese neden oldugunu, ancak kronik uygulamalarda oksidatif stresin sadece yiiksek
konsantrasyonlarda olustugunu gostermektedir. ©2008, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Kan Basincit, NO Sentaz, Malondialdehit, Sican

ABSTRACT

Effect of Acute and Chronic N (omega)-nitro-L-arginine Administration on Plasma Nitrite/Nitrate and Malondialdehyde
Levels in Rats

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of acute and chronic administrations of Nw nitro-L-arginine (L-NNA), a non-spesific
NOS inhibitor, on plasma levels of Nitrite/Nitrate (NOx) and Malondialdehyde (MDA) in rats.

Material and Method: A single dose L-NNA (aL-NNA, 25mg/kg i.p.) was administered and systolic blood pessure (SBP), NOx were measured at 1,
3, 24 hours. MDA were measured at 1, 24 hours. L-NNA was administered orally dose of 15mg/100ml/day (d-LNNA) and 45mg/100ml/day (yL-
NNA) for 2 weeks. dL-NNA was divided into 3 subgroups: SBP, NOx and MDA levels were determined at the end of experiments in dL-NNAO
subgroup and also 24 (dL-NNA24) and 48 hours (dL-NNA48) after the cessation of chronic L-NNA administration. yL-NNA group was not divided
subgroups.

Results: In the aL-NNA, SBP was higher at first and third hour which declined to the basal values at 24th hour. NOx was not change at one hour but
decreased at third hour and returned to the basal levels at 24th hour. MDA were higher at first hour and remained high at 24th hour. In the long term
L-NNA treated groups; both doses of L-NNA caused significant increase in SBP but NOx levels were increased only in the yL-NNA. MDA levels of
dL-NNAO were not changed but there was a significant increase in the MDA levels of the dL-NNA24, dL-NNA48 and yL-NNA.

Conclusion: Results from this study indicates that acute L-NNA application causes oxidative stress but its chronic applications caused the same effect
only at high doses. ©2008, Firat University, Medical Faculty
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Birgok hiicrede bulunan Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimleri metabolitlerinin plazma, serum ve idrar gibi viicut sivilarindaki
tarafindan farkli uyarilar sonucu saliverilen Nitrik Oksitin rnilftarlarmln 61.?ﬁ1.?leriyle dolayh Qlarak l?elirlenebilecegi gibi
(NO) fizyolojik rolleri ve karistigi fizyopatolojik siiregler dogrudan NO o6l¢iimleriyle de belirlenebilmektedir (1). NOS

oldukga iyi tanimlanmustir (1). Bazal ve indiiklenebilir olarak enzimini inhibe etmek,i‘?in 'NG-nitro-L-arginin metil ester (L-
salinan NO’in yar1 dmrii olduk¢a kisadir ve siiratle reaktif NAME) ve L-NNA gibi kimyasal maddeler kullamlmaktadir

oksijen tiirleriyle reaksiyona girerek nitrit ve nitrat gibi iiriin (3._)' H.erhangi bir uygglama yapllr}lam.ls s19an1ar1n plazma NOx
lere doniistigii bilinmektedir (2). Sentezlenen NO’in diizeyi; diizeyi yaklasik 20 mikromolar diizeyinde iken kullanilan NOS
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inhibitoriiniin dozuna bagimli olarak NOx konsantrasyonu
degisiklik gostermektedir (4). NOS inhibitdrlerinin  diigiik
dozda kullanimiyla organ hasar1 ve gelisme bozuklugu
meydana  gelmezken, yiiksek dozlarla yapilan NOS
inhibisyonunda 6zellikle bobreklerde parankim ve damar hasari
olduguna ve malign hipertansiyon gelistigine dikkat
¢ekilmektedir (5). MDA lipid peroksidasyonun en iyi bilinen
trlinlidiir. Bu molekiiliin miktari, in vivo ve in vitro oksidatif
stresin  diizeyini belirlemek amaciyla 1960’lardan beri
kullanilmaktadir (6). Kronik NOS inhibisyonu yapilan
sicanlarda plazma MDA diizeyinin arttign gosterilmis fakat
akut doz NOS inhibisyonu ve plazma MDA diizeyi ile ilgili
herhangi bir calismaya rastlanmamustir (7).

Bu ¢alismada: siganlarda NOS inhibit6rii L-NNA’1n akut
ve kronik uygulamalariin, plazma NOx ve MDA diizeylerine
etkilerinin aragtirilmasi hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM
Denekler

Bu ¢alismada 76 adet erkek Wistar albino tiirii sigan kullanildi.
Bu caligmanin prosediirleri ve protokolu Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurul diizenlemelerine uygun olarak yapildi.
Sicanlar 22-24 °C ve diizenli 12 saat 151k alan kontrollii sabit
ortamda barindirildi. Standart yem ve su serbest birakildi.

Deneysel prosediir

Siganlar 4 gruba ayrildi ve bu gruplardan akut ve diisiik
doz kronik L-NNA uygulanan gruplardan ilag uygulamasi
stirecinde farkli zamanlarda yapilan 6l¢iimler dikkate alinarak
alt gruplar olusturuldu. Birinci grup kontrol olarak
degerlendirildi ve kontrol grubu sicanlarda sadece SKB 6l¢iildii
ve kan 6rnekleri alindi (Grup kontrol, n=10). ikinci grupta akut
L-NNA uygulamasinin etkilerini belirlemek i¢in siganlara SKB
Ol¢timlerini takiben tek doz L-NNA uyguland: (Grup aL-NNA,
n=19, 25mg/kg i.p.); bu grup daha sonra 3 alt gruba ayrilarak
sirastyla 1 (Grup aL-NNA1, n=4), 3 (Grup aL-NNA3, n=9) ve
24 saat (Grup aL-NNA24, n=6) sonra tekrar SKB o&l¢limleri
yapildi. Siganlardan 1, 3 ve 24. saatlerde kan 6rnekleri alindi.
Bu kan ornekleri ikiye ayrilarak 1, 3 ve 24. saatlerde plazma
NOx o6l¢timleri yapildi. Bir ve 24. saatlerde plazma MDA
diizeyleri olgiildii. Uciincii saatte sicanlardan yeterince kan
ornegi alinamadigindan sadece NOx Odlgiilebildi, MDA
Olgiimleri ise yapilamadi. Diisik doz kronik L-NNA
uygulamasinin etkilerini belirlemek i¢in tigiincli gruba L-NNA
icme suyuyla ~=15mg/100ml (Grup dL-NNA, n=19)
konsantrasyonda 2 hafta siireyle uygulandi. dL-NNA
grubundaki siganlarin bir kismi 2 hafta sonunda hemen (Grup
dL-NNAO, n=7), digerleri ise L-NNA uygulamasma son
verildikten 24 (Grup dL-NNA24, n=6) ve 48 (Grup dL-
NNAA48, n=6) saat sonra test edildiler. Yiiksek doz kronik L-
NNA uygulamasmin etkilerini belirlemek i¢in de dordiincii
gruba L-NNA i¢me suyuyla ~45mg/100ml (Grup yL-NNA,
n=28) 2 hafta siireyle uyguland1 ve L-NNA uygulamasina son
verildikten hemen sonra siganlarin SKB 6lgiildi ve kan
ornekleri alindi. Caligmada esas olarak akut L-NNA
uygulamasinin etkilerinin incelenmesi amaglandig: igin yL-
NNA grubu altguplara ayrilmadi.

Kan basinci dl¢iimleri

Bilinci agik siganlarin kan basinci 6lgiimleri kuyruktan
indirekt tail-cuff metodu ile yapildi (MAY BPHR 9610-PC
TAIL-CUFF Indirect Blood Pressure Recorder, Commat Ltd.
Ankara, Tirkiye).
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Kan orneklerinin alinmasi

Kan basinct Olgiimlerinden hemen sonra biitlin
gruplardaki sicanlar iretan ile (1.4 gr/kg, i.p.) anesteziye
edilerek sol ventrikiilden kan ornekleri alindi. Anestezi altinda
once abdomen sonra toraks acilarak enjektor ile apeksten sol
ventrikiile girilerek kan alindi. Alinan kan 6rnekleri ETDA’I1
tiiplere konularak 5000 g de 10 dakika siireyle santriifiijlendi.
Plazmalar ayrilarak 6l¢iim yapilana kadar (—20 0C ) saklandi.

Plazma NOx odl¢iimleri

Plazma NOx o6lgiimleri Cortas’in galistigi metoda goére
yapildi (8). Plazmalardan 250ul alinarak tizerlerine 1 ml ¢inko
stilfat, 1,250 pl (55 mmol/lt) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave
edilerek proteinler ¢coktiiriildii. Daha sonra 3500g de 10 dakika
boyunca santriifiijlendi. Ustteki ¢dzelti kismu alarak {izerine
2ml distile su 1 ml glisin tamponu eklenerek bakir kapl
kadmiyum graniillerinin {izerine eklendikten sonra 90 dakika
boyunca karanlikta inkiibe edilerek ortamda bulunan nitrat,
nitrite indirgendi. Numunelerden 2 ml alinarak iizerine 1 ml
siilfanilamid 1 ml naftiletilendiamin ¢ozeltisi 0.5 ml distile su
ilave edildi ve 10 dakika bekletildikten sonra spektrofotometre
ile 545 nm dalga boyunda O6l¢iim yapildi. Numunelerin
konsantrasyon degerleri, elde edilen absorbans degerlerinin
kalibrasyon egrisine yerlestirilmesiyle hesaplandi.

Plazma MDA él¢iimleri

Plazma MDA olglimleri Tsaknis ve ark. nin galistig
metoda gore yapildt (9). Kisaca 0.25 ml plazma almarak
iizerine HCIO, (0.25ml 0.5M) ilave edilerek proteinler
coktiiriildiikten sonra saf su ilave edilerek toplam hacim 1ml ye
tamamlandi. Karisim 4500 devirde (rpm) S5  dakika
santriifiijlendi. Berrak kisimdan 20 pl alinarak HPLC de analiz
edildi. Analizler hareketli faz olarak 0.5gr KH,PO4-metanol
(%65-35; pH:4 ortam asitlendirmek i¢in %10’luk H3PO, ilave
edildi.) karisiminda 254 nm de SGE marka Wakosill II
SCI18RS 5 pm (150X4.6mm SS) kolonu kullanilarak akis hizi
1.5mL/dakikaya ayarlanarak yapildi.

Kullamlan kimyasal maddeler

L-NNA, N-(-1-naphthyl)-etilendiamin  dihidroklorid,
glisin hidroklorid Sigma Aldrich Inc. den (St. Louis, MO.
A.B.D.), perklorik asit, potasyum fosfat, metanol, fosforik asit,
bakir siilfat pentahidrat, sodyum nitrit, sodyum hidroksit,
stilfanilamid Merk KgaA dan (Darmstadt, Almanya), graniil
kadmiyum Fluka Chemie den (Steinheim, Isvicre), ¢cinko siilfat
heptahidrat Carlo Erba dan (Milano, italya) satin alindi.

Istatistik

Elde edilen veriler ortalamatstandart hata olarak ‘Origin
5.0° istatistik programi kullanilarak Student-t testi ile
belirlendi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Tek doz L-NNA uygulamasinin S KB, plazma NOx ve
MDA diizeylerine etkisi

Sistolik kan basinci dlgiilen siirelerle iligkili olarak 1. ve 3.
saatlerde yiikselmis fakat 24. saatte diismiistiir (mmHg; kontrol
127+1.9; aL-NNA1155.5+1.7; aL-NNA3 153+1.5; aL-NNA24
147+4.8). Alinan kan 6rneklerinde yapilan NOx ol¢limlerinde
ilging olarak I.saatte plazma NOx degerleri degismemistir,
ancak 3.saatte anlamli olarak diigiikk bulunmus ve 24. saatte ise
plazma NOx degerleri normale donmiistiir (pmol/L; kontrol
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29+0.1; alL-NNA1 30+0.2; alL-NNA3 11+0; alL-NNA24
30+0.2). Ayrica tek doz L-NNA uygulamast plazma MDA
degerlerini de kontrol grubuna gore anlamli olarak
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yiikseltmistir (ppm; kontrol 1.6+0.1; aL-NNA1 2.2+0.2; alL-
NNA24 3.1+0.02), (Tablo 1).

Tablo 1. Kontrol ve aL-NNA alt gruplarinin SKB, plazma NOx ve plazma MDA diizeyleri

Gruplar SKB (mmHg) NOx (umol/L) MDA (ppm)
Kontrol (n=10) 127+ 1,9 29+0,1 1,6+0,1
aL-NNA (n=4) 155.5+1.7% 30+0.2 2.2+0.2%
aL-NNA; (n=9) 153+1.5" 11+0° Belirlenmedi.
al-NNA,4(n=6) 1474+4.8 30+0.2 3.1+0.02°

2 kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamii olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0.05).
® kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamii olarak diistik olduguna isaret etmektedir (p<0.05).

Yiiksek doz kronik L-NNA uygulamasimin SKB,
plazma NOx ve MDA iizerine etkisi

Yiiksek doz L-NNA uygulanan grubun SKB degerleri
kontrol  grubuyla  karsilastirildiginda  anlamli  olarak
yiikselmistir (mmHg; kontrol 127+1.9; yL-NNA 167.1£3.2). L-

NNA uygulamasinin sonlandirilmasindan sonra alinan plazma
orneklerinde yapilan NOx oOl¢iimlerinde NOx degerlerinin
anlamli olarak yiikseldigi bulunmustur (pmol/L; kontrol
29+0.1; yL-NNA 35+0.1). Plazma MDA degerlerinin de
anlamli olarak yiikseldigi bulunmustur (ppm; kontrol 1.6+0.1;
yL-NNA 4.2+0.2). (Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol ve yL-NNA gruplarinin SKB. plazma NOx ve plazma MDA diizeyleri

Gruplar SKB (mmHg) NOx (umol/L) MDA (ppm)
Kontrol (n=10) 127+1.9 29+0.1 1.6+0.1
yL-NNA (n=28) 167.1+£3.27 35+0.1" 4.2+0.2°

Diisiik doz kronik L-NNA uygulamasimin SKB,
plazma NOx ve MDA iizerine etkisi

Diisiik doz L-NNA uygulanan grubun SKB degerleri
kontrol  grubuyla  karsilastirildiginda  anlamli  olarak
yikselmistir (mmHg; kontrol 127+1.9, dL-NNA 156.6+2.5).
Plazma NOx degerleri ise L-NNA uygulamasi sonunda
degismemis, L-NNA uygulamasma son verildikten 24 saat
anlamli olarak diigmiis fakat 48 saat sonra normale donmiigtiir

(umol/L; kontrol 29+0.1; dL-NNAO 28+0.1; dL-NNA24
24+0.1 ve dL-NNA48 26+0.1). Yine benzer sekilde diisiik doz
L-NNA uygulanan grupta plazma MDA diizeyi ile kontrol
grubu karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir
(ppm; kontrol 1.6+0.1; dL-NNAO 1.8+0.2). flging olarak diisiik
konsantrasyon L-NNA uygulamasina son verildikten 24 ve 48
saat sonra plazma MDA diizeylerinde artig tespit edilmistir
(ppm; kontrol 1.6+0.1; dL-NNA24 2.5+0.3; dL-NNA48
2.6+0.3), (Tablo 3).

Tablo 3. Kontrol ve dL-NNA grubunun SKB, plazma NOx ve plazma MDA dlzeyleri

Gruplar SKB (mmHg) NOx (umol/L) MDA (ppm)
Kontrol (n=10) 127.0+ 1.9 29+0.1 1.6+0.1
dL-NNA, (n=7) 156.6+2.5" 28 £ 0.1 1.8+0.2
dL-NNA,, (n=6) 153.742.3% 24+0.1° 2.5+0.3"
dL-NNA,g (n=6) 144.2+6.4 26+0.1 2.6+0.3"

2 kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamii olarak yiiksek olduguna isaret etmektedir (p<0.05).
® kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak diislik olduguna isaret etmektedir (p<0.05).

TARTISMA

Plazma NOx diizeyleri ile NO sentez ve saliverilmesi arasinda
negatif bir korelasyonun s6z konusu oldugu, NOS
inhibitorlerinin uygulanmasiyla NO sentezinin ve buna bagh
olarak plazma NOx diizeylerinin de azaldig: bilinmektedir (1).
Bu c¢aligmada, NOS inhibitérii L-NNA’ nin tek doz
uygulamasini takiben plazma NOx diizeylerinin 1. saatte
degismedigi, 3. saatte kontrol grubuna gdre anlamli olarak
diistiigii ve 24 saat sonra normal degerine dondiigi tespit
edilmistir. Buna bagli olarak 1. saatte SKB yiikselirken plazma
NOx diizeylerinin degismemesi NOS enzimlerinin inhibe
oldugunu fakat organizmada halen var olan NOx larin etkin bir
sekilde elimine olamadigini, 3. saatte SKB anlamli olarak
yiiksek iken plazma NOx diizeylerinin anlaml1 olarak diismesi,
NOx  eliminasyonunun  zamana  bagimli  oldugunu
diistindiirmektedir.

NOS inhibitorlerinin kronik uygulamalariyla plazma
NOx degisimi arasindaki iligkiler farklilik gostermektedir.
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Uzun siireli NOS inhibitorii uygulandiginda plazma NOx
diizeylerinin azaldigi, arttigi veya degismedigi bildirilmistir
(7,10,14). Bu calisma da, yiiksek doz L-NNA uygulamasi
sonucu SKB’nin anlamli olarak artmasina ragmen plazma NOx
diizeylerinin de yiikseldigi ve ayni siire fakat daha diisikk doz
L-NNA uygulandiginda ise SKB nin arttig1 ancak plazma NOx
diizeylerinin degismedigi tespit edilmistir. Ilging olarak diisiik
doz L-NNA uygulamasina son verildikten 24 saat sonra plazma
NOx diizeyleri anlamli olarak diismiis ve fakat 48 saat sonra
normale donmiistiir. Celigkili sonuglar iNOS’un muhtemel
aktivasyonuyla ve/veya NOx eliminasyonuyla iliskili olabilir
(10). Farkli caligsmalarda farklt NOS inhibitorlerinin uygulama
stireleri ve 6zellikle kan 6rneklerinin alinma zamani da 6nem
arz edebilir.

Lipid peroksidasyonunun en iyi bilinen {iriinii olan
MDA’nin plazma diizeyi oksidatif stresin bir gostergesidir (6).
Tavsanlarda akciger iskemi-reperfiizyon hasar1 ve endotoksin
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indiiklii akciger hasarinda, sicanlarda akut nekrotik pankreatitte
akut L-NNA uygulamalari sonucu oksidatif hasarin bir
gostergesi olarak MDA diizeyinin yiikseldigi bildirilmistir (11-
13). Yine hipoksik hasar olusturulan yenidogan siganlarda L-
NNA’nin intestinal dokuda MDA diizeyini arttirdig:
bildirilmistir (14). Oncekilerden farkli olarak bu ¢alismada L-
NNA herhangi bir hasar olusturulmamis siganlara uygulandi ve
bu uygulamanin plazma MDA diizeyine etkileri incelendi.
Calismada tek doz L-NNA uygulamasmni takiben 1. saatte
plazma MDA diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmasi
ve 24. saatte de bu yiikseligini devam ettirmesi, akut L-NNA
uygulamasinin oksidatif =~ hasara  neden oldugunu
diistindiirmektedir. Kronik NOS inhibisyonu uygulamasinda ise
sicanlarin  plazma MDA diizeyinin arttigim1  belirten
caligmalarn yani sira NOS inhibisyonu ile plazma MDA
diizeyinin degismedigini belirten caligmalara da
rastlanmaktadir (7,15). Akut uygulamalardakine benzer sekilde
dimetilnitrozamin indiiklii kronik hepatit olusturulan siganlara
L-NNA uygulandiginda karaciger hasarinin siddetlendigi ve
karaciger MDA diizeyinin arttign gosterilmistir (16). Bu
caligmada da, kronik L-NNA uygulamalarinda, yiiksek doz L-
NNA uygulamast siganlarin plazma MDA diizeylerini anlamli
olarak yiikseltmistir. Plazma MDA diizeylerindeki bu
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