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RATLARDA LiPOPOLISAKKARID VE LiPOTEIKOIK ASIT iLE OLUSAN KARACIGER
HASARINDA L-ARGININ VE N¢-NiTRO-L-ARGININ METILESTER’IN ETKISI'

THE EFFECTS OF L-ARGININE AND N“-NITRO-L-ARGININE METHYLESTER ON
LYPOPOLYSACCHARIDE AND LIPOTEICHOIC ACID INDUCED LIVER INJURY IN THE RAT
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OZET

Amacg: Sepsisin erken déneminde, nitrik oksit'in (NO) karacigerin yapi ve fonksiyonu lzerindeki etkileri halen
tartigmalidir. Bu ¢alismanin amaci; lipopolisakkarid (LPS) veya lipoteikoik asid (LTA) verilen ratlarda, NO’in karaciger
hasarina etkisini incelemektir.

Gerec ve yontem: Yiizyirmialti rat randomize ve egit olarak LTA veya LPS verilen iki gruba ayrildi. Her grup, lg alt gruba
béliinerek, birinci alt gruba %0.9 sodyum kloriir (SF), ikinci alt gruba L-Arginin (L-Arg), lclincii alt gruba ise N°-nitro-L-
arginin metilester (L-NAME) verildi. Bir saat sonra birinci gruba 3mg/kg LTA, ikinci gruba ise 5mg/kg LPS uygulanarak
plazma nitrit ve nitrat [NOy] degerleri Sl¢tildii. Karaciger hasari, serum aminotransteraz seviyeleri ve hiicre nekrozunun
yayginligina gére skorlandirildi.

Bulgular: -NAME, LPS'den sonra plazma [NOy| diizeyinde azalma, karaciger hasarinda artma meydana getirdi, LTA'dan
sonra ise [NOy| diizeyinde artisla (p=0.0006) birlikte karacigerde siniizoidal dilatasyona yol acti. L-Arg, [NOy] diizeyini
artirarak hepatositleri LPS hasarina karsi korurken, LTA'dan sonra olugan karaciger hasarini belirgin bicimde artirdl.
Sonuclar: NO, LPS verilen ratlarda karaciger hasarini azaltmakta, LTA verilenler de ise artirmaktadir.

Anahtar kelimeler: nitrik oksit, lipoteikoik asid, endotoksin, septik sok

ABSTRACT

Background: Whether nitric oxide (NO) protects or impairs the liver function and structure during the early phase of sep-
sis is still controversial. The aim of this study is to evaluate the effect of NO on lipopolysaccharide (LPS) or lipoteichoic
acid (LTA) induced liver injury in rats.

Methods: One hundred twenty-six Wistar rats were assigned randomly and equally to LTA and LPS groups. Each group
was divided into three subgroups which received saline, L-Arginine (L-Arg) or N°-nitro-L-arginine methylester (L-NAME)
consecutively, one hour prior to either 5 mg/kg LPS or 3 mg/kg LTA injection. Plasma nitrite plus nitrate [NOy] were meas-
ured. Liver injury was assessed by measuring the rises in circulating liver enzymes and by scoring the extent of liver necro-
sis.

Results: Administration of L-NAME+LPS not only reduced [NOy| production but also enhanced liver damage. L-
NAME+LTA caused an increase in the plasma levels of [NOyx| (p=0.0006), and produced sinusoidal enlargement in liver.
L-Arg protected the hepatocytes against LPS injury, whereas, enhanced the liver damage in the LTA group.

Conclusion: Our data indicated that overproduction of NO exerts detrimental effect on LTA-treated rats while providing
a protective function in LPS group.

Key words: nitric oxide, lipoteichoic acid, endotoxin, septic shock

GIRIS

Genel cerrahi yogun bakim {initelerinde yatan
hastalarda multiorgan yetmezliginin en yaygin se-
bebi intraabdominal enfeksiyonlardir.' Bu hasta-
larda meydana gelen sepsiste 1980'li yillara kadar
%90 oraninda gram negatif bakteriler sorumlu iken,
bu giin gram pozitif bakteri izole edilme oran1 %30-
50'ye yiikselmis ve sepsis patogenezinde de
onemli degisiklikler giindeme gelmistir.”* Gram

negatif bakteri sepsisinde sistemik cevap bir hiic-
re duvari komponenti olan LPS’le baslatilmakta,
gram pozitif bakteri sepsisinde ise aktivatér mole-
kiil yine bir bakteri duvar komponenti olan LTA-
peptidoglikan (pep-G) kompleksidir.”® Gram nega-
tif bakterideki LPS'in gram pozitif bakterideki
LTA'ya esdeger olarak kabul edilmesine ragmen,’
gram pozitif bakteri sepsisinde karaciger hasarinin
ancak LTA ve pep-G’nin sinerjitik etkisi ile miim-
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kiin olabildigi ileri siirilmektedir."'*" Aslinda,
LTA'nin tek basina da TNF-, IL-1f3, IL-6 ve NO gi-
bi mediyatorlerin serbestlesmesini uyardigi géste-
rilmis, ancak, LPS’le karsilastirildiginda toksisitesi-
nin daha diisiik oldugu tesbit edilmistir."” Yapilan
calismalar, LTA'nin daha ¢cok hemodinamik etkileri
lizerinde yoZunlasmakta ve sebep oldugu dolasim
yetmezligi ve karaciger hasarinin indiiklenebilir
nitrik oksid sentaz'in (iNOS) ekspresyonu sonucun-
da NO sentezinde artmaya bagli oldugu diisiiniil-
mektedir.”"” Endotoksemide ise, LPS’le NO sente-
zinde goriilen artmanin karaciger hasarina karsi ko-
ruyucu etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir. Non-selektif
ve iNOS-selektif inhibitorlerle yapilan calismalar
iNOS’dan daha ¢ok, siniizoidal hiicrelerdeki endo-
teliyal nitrik oksid sentaz’'in (eNOS) endotoksemi-
nin erken fazinda aktive olarak karaciger perfiizyo-
nunu korudugunu ortaya koymaktadir."

Bu calismanin amaci, sepsisteki inflamatuvar
cevapta 6nemli mediyatdrlerden biri olan NQ'in,
LPS ve LTA ile meydana gelen karaciger hasarinda-
ki etkisini karsilagtirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, 250-300 g agirliginda 126 adet eris-
kin erkek Wistar albino rat'da, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlan Etik Komitesi tarafin-
dan onaylanan protokola gore yapildi. Calisma 6n-
cesi standart rat yemi ile beslenen denekler, de-
neyden 8 saat 6nce ac¢ birakildilar. Ratlar randomi-
ze olarak 6nce iki esit gruba ayrildilar. Daha sonra
her iki gruptaki 63 rat, her biri 21 denekten meyda-
na gelen ii¢ alt gruba boliindi. Birinci alt gruplara
subkiitan (sc) Iml SF, ikinci alt gruplara sc
100mg/kg L-Arg, liciincii alt gruplara ise non-spesi-
fik bir iNOS inhibit6rii olan L-NAME sc. 5mg/kg ve-
rildi. Bu uygulamadan bir saat sonra birinci grupta-
ki 63 rata intraperitoneal (ip) 3mg/kg LTA (Staphy-
lococcus aureus), ikinci gruba ise ip 5 mg/kg LPS
(E.coli O55 : B5) verildi. LTA ve LPS'i takip eden 6
saatlik izleme siireci icinde, her alt grupdan; ikinci,
dordiinci ve altinci saatlarda randomize olarak ali-
nan yediser rata 30 mg/kg intramiiskiiler ketamin-
Hcl (Ketalar®, Eczacibasi Warner Lambert, Istanbul,
Turkey) anestezisi verilerek ven6z kan ve karaciger
ornekleri alind1.

Kan orneklerinde 2., 4. ve 6. saatlarda hepatik
parankimal hasar icin spesifik bir belirleyici olan
serum aspartat aminotransferaz (AST), nonspesifik
belirleyiciler olarak da alanin aminotransferaz
(ALT) ile laktik dehidrogenaz (LDH) aktiviteleri 6l-
cildii ve bunlarla es zamanli plazma [NO] 6l¢iim-
leri yapildi. Karaciger enzimleri klinik analizérde
ticari kitlerle ol¢ildii. NO'in primer oksidasyon
iiriinii olan nitrit Green ve ark."”, nitrat ise Phuong
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ve ark.", tarafindan tarif edilen yontemlere gore 6l-
cildii.

Karaciger ornekleri %10 luk formalinde tesbit
edildikten sonra Hematoksilen-Eosin’le boyanip
1sik mikroskobunda incelendi ve doku hasari, 0,
nekroz goriilmedi; 1+ her lezyonda 1 veya 2 fokal
hiicre nekrozu; 2+, her lezyonda ikiden fazla hiicre
nekrozu; 3+, yaygin birlesik nekroz alanlari; 4+,
yaygin nekroz ve santral venler arasinda nekrotik
koprii tesekkiilii olarak skorlandirildi.” LPS verilen
deneklerde 1sik mikroskobu diizeyinde yukaridaki
skorlandirmaya uygun olarak hasar tesbiti yapila-
bildigi halde, LTA verilen ratlarda degerlendirme-
nin yeterli olmadigi anlasildigindan ip LTA dan 2, 4
ve 6 saat sonra alinan doku 6rnekleri gluteralde-
hidle tesbit edildi. Daha sonra uranil asetat ve kur-
sun sitratla boyanarak elektron mikroskobu diize-
yinde organel hasarlari degerlendirildi.

Sonuclar ortalama + SEM olarak verildi. iki ba-
gimsiz grup arasindaki karsilastirma nonparametrik
Mann-Whitney U-Test'ine gére yapilarak 0.05 den
daha kiigiik olarak elde edilen p degerleri istatis-
tiksel olarak 6nemli kabul edildi.

SONUCLAR

Bu calismada, deneklerin gézlem siiresi olan al-
t1 saat icinde herhangi bir mortalite tesbit edilme-
di. Tek basina SF, L-Arg veya L-NAME uygulamasi
ile bazal plazma [NO,] konsantrasyonlarinda ve se-
rum karaciger enzim diizeylerinde 6nemli bir degi-
siklik goriilmedi. SF 6n uygulamasi yapilan ratlarda
LPS veya LTA dan sonra 2. saatta plazma [NO,] dii-
zeyleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
bulunmadi. Ancak, SF+LPS grubunda, dérdiincii
saatta 2.5 kat, altinci saatta ise 3.2 kat artis meyda-
na gelirken, SF+LTA grubunda 6nemli bir yiiksel-
me tesbit edilmedi (p=0.0012). Buna karsilik, L-
NAME verilen deneklerde LTA’dan sonra 2. saatta
hem SF+LTA verilenlere gére hem de LPS verilen-
lere gore 6nemli bir [NO] artisi meydana geldi
(p=0.0017). LPS verilenlerde L-NAME ile 2. saatta
baslayan [NO,] sentez inhibisyonu altinci saata ka-
dar diizenli bir sekilde devam ederek ikinci saatte
%47, dordiincii saatte %15 ve altinci saatte %51 ora-
ninda azalma meydana getirdi. L-NAME &6n uygula-
masi yapilan ratlarda ip LTA’dan sonra ise SF+LTA
verilenlere gore plazma [NOy] diizeylerinde, ikinci
saatte %34, dordiincii saatte %186, altinci saatte
%50 artis meydana geldigi goriildi. Bu bulgu,
elektron mikroskobik kesitlerde goriilen siniizo-
idal dilatasyon ve stazla uyumludur. L-Arg 6n uy-
gulamasi yapilan ratlarda, LPS verilenlerde daha
fazla olmak iizere hem LPS, hem de LTA’dan sonra
[NO,] sentezinde iiniform sekilde istatistiksel ola-
rak onemli artis gézlendi. Ancak, L-Arg+LPS veri-
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Tablo 1. SF, L-NAME ve L-Arg 6n uygulamasindan bir saat sonra LTA ve LPS’in plazma [NOy] diizeylerine etkisi. Ortalama

+ SEM (uM/1)

LPS (n=63) LTA (n=63)
LPS veya
LTA’dan sonra 2 4 6 2 4 6
gecen siire (saat)
SF 107 + 84 267.1 = 13.8 3414+ 132 97.1x 3.7 70313 1069 + 3.7
L-NAME 57.1 = 6.4 2289 + 6.8 166.8 + 11.7 130.6 + 3.7 2025+ 3.7 159.1 + 2
L-arg 2248 + 3.5 4057+ 8.4 4213+ 169 1895+ 5.1 2906 + 5.4 157 = 3.8

lenlerle L-Arg+LTA verilenlerin [NO,] diizeylerinin
istatistiksel karsilastirilmasinda; LPS uyarisinin da-
ha etkin oldugu tespit edildi (2. saatta p=0.0027,
4.saatte p=0.0017, 6.saatte p=0.0017) (Tablo 1).
SF+LPS ve SF+LTA verilen ratlar, serum AST, ALT
ve LDH diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda
(Tablo 2); LPS’'in serum AST, ALT ve LDH diizeyle-

tinldiginda; [NOy] konsantrasyonlarinda LTA ile
ikinci ve dordiincii saatlarda goriilen 6nemli artis
(p=0.0017), karciger hasar icin spesifik olan AST
diizeyini ikinci ve dordiincii saatlarda LPS verilen
deneklerde elde edilen AST diizeyine c¢ikardi. Bu-
nunla beraber, serum ALT ve LDH diizeyleri alti sa-
at siiresince L-NAME+LPS verilen ratlarda yaklasik

Tablo 2. SF, L-NAME ve L-Arg 6n uygulamasindan bir saat sonra verilen ip LTA ve LPS'in 2, 4 ve 6. saatlarda meydana
getirdigi karaciger hasarina bagli serum AST ve ALT degerlerinin karsilastiriimasi.

Serum Karaciger

Karsilastirilan gruplar ve gruplar arasi

P degerleri

Enzimi (Saat) kantitatif fark

AST (2) SF+LPS> SF+LTA p= 0.0081
AST (4) SF+LPS> SF+LTA p=0.0027
AST (6) SF+LPS> SF+LTA p=0.0027
ALT (2) SF+LPS> SF+LTA p=0.0214
ALT (4) SF+LPS> SF+LTA p=0.0027
ALT (6) SF+LPS> SF+LTA p=0.0027
AST (2) L-NAME+LPS<L-NAME+LTA p= NS
AST (4) L-NAME+LPS<L-NAME+LTA p= NS
AST (6) L-NAME+LPS>L-NAME+LTA p=0.0017
ALT (2) L-NAME+LPS>L-NAME+LTA p=10.0017
ALT (4) L-NAME+LPS>L-NAME+LTA p=10.0017
ALT (6) L-NAME+LPS>L-NAME+LTA p=0.0017
AST (2) L-Arg+LPS> L-Arg+LTA p=0.0126
AST (4) L-Arg+LPS> L-Arg+LTA p=0.0126
AST (6) L-Arg+LPS> L-Arg+LTA p= 0.0407
ALT (2) L-Arg+LPS> L-Arg+LTA p= 0.0087
ALT (4) L-Arg+LPS> L-Arg+LTA p=0.0017
ALT (6) L-Arg+LPS> L-Arg+LTA p=0.0017

rinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis meydana
getirerek daha fazla hepatoseliiler hasara yol actigi
goriildii. Ancak, L-NAME 6n uygulamasi yapilan rat-
larda, bu non-spesifik iNOS inhibit6riine ragmen ip
LTA'dan sonra, SF+LTA verilenlere gore plazma
[NO,]| diizeylerinde artisin karaciger hasari icin spe-
sifik olan AST degerlerinde yiikselme ile birlikte ol-
dugu goriildii. Ayni sekilde LPS verilenlerle karsilas-
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iki kat yliksek bulunmustur (p=0.0017). Genel ola-
rak, LPS, LTA’ya nazaran daha fazla karaciger hasari
meydana getirmekle birlikte, en fazla hasar L-NA-
ME+LPS verilen ratlarda tesbit edilmistir. L-Arg ve-
rilen ratlarda, gerek SF gerekse L-NAME verilenlere
oranla LTA’dan sonra ilk dort saatta en yiiksek [NO, |
diizeyleri elde edilmis ancak, AST diizeyleri
SF+LTA grubundan yiiksek, L-NAME+LTA grubun-
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dan disiiktiir. L-Arg+LTA ile L-NAME+LTA gruplari
arasinda ALT ve LDH diizeyleri bakimindan énemli
bir fark bulunmamistir. LPS verilen ratlarda en dii-
siik serum enzim diizeyleri L-Arg grubunda olmak-
la birlikte, LTA verilenlere oranla biitiin gruplarda
karaciger hasarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Tiim deneklerin karaciger 6rnekleri 151k mikrosko-
bu diizeyinde degerlendirildi: SF+LPS verilen grupta
2+, L-NAME+LPS verilen grupta 3+, L-Arg+LPS veri-
len grupta ise 0, 1+ ortalama hasar diizeyleri elde
edildi. LTA verilen ratlarda ise 1sik mikroskobu diize-
yinde karaciger hasar skorlamasi miimkiin olmadigin-
dan yapilan elektron mikroskobik incelemelerde;
SF+LTA grubunda (Resim 2), kontrol grubu (Resim 1)

Resim 1. Normal hepatositin elektron mikroskopik
gorinimd.

(Uranil asetat / kursun sitrat x 13200) n: nukleus,

M: mitokondri

ile karsilastirildiginda mitokondrilerde sferik gorii-
niim ve santral yogunlasma meydana geldigi goriildii.
L-NAME 6n uygulamasi yapilanlarda ise mitokondri,

i ..:P : T ,‘h 4 g ias f~‘ri":‘:_{|"_r.r s
! 4 ¥ ., - <

Resim 2. SF+LTA grubunda mitokondrilerde santral
yogunlasma ve nukleusta kromatin dagiliminda bozulma.
(Uranil asetat / kursun sitratx12000) n: nukleus,

my: mitokondrilerde santral yogunlagma
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Resim 3. L-NAME+LTA grubunda sintizoidal dilatasyon
ve sinlizoidal akimda staz.

(Uranil asetat / kursun sitratx12000) n: nukleus,

sd: sintizoidal dilatasyon

endoplazmik retikiiliim ve kollajen miktarinda arts,
siniizoidlerde dilatasyon ve stagnasyon, Kupffer hiic-
relerinde ise proliferasyon tespit edildi (Resim 3). L-
Arg 6n uygulamasi yapilan ratlarda (Resim 4) hepato-
sitlerin sitoplazmalarinda periferal organel kaybi ile
en agir hasarin meydana geldigi anlasildi.

¥ F 1
e WBC TPU NN AN
Resim 4. L-Arg+LTA grubunda hepatositlerin periferal
zonunda dejenerasyon ve organel kaybi.
(Uranil asetat / kursun sitratx12000) m: mitokondri,
so: sitoplazmik dejenerasyon ve organel kaybi bolgeleri

TARTISMA

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerle mey-
dana gelen sepsiste karaciger hasarina sebep olan
en 6nemli faktoriin reaktif oksijen radikalleri oldu-
8u gosterilmistir.'** Sepsiste makrofajlar, Kupffer
hiicreleri ve hepatositler tarafindan bir inflamas-
yon mediatorii olarak iiretilen NO, bu reaktif oksi-
jen radikalleri ile tepkimeye girerek biyolojik etki-
lerini antagonize ederler veya daha sitotoksik bir
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radikal olan peroksinitritlere doniisiirler. Endotok-
semide, karaciger hasarinda etkili olan nitrik oksit
sentaz tipini belirleme calismalari, erken fazda
meydana gelen eNOS ekspresyonunun karaciger
perfiizyonunun korunmasi ve trombiis tesekkiilii-
niin 6nlenmesinde koruyucu rolii oldugunu goster-
mistir.*' Daha sonraki asamalarda ise iNOS indiiksi-
yonu ile, iNOS eksprese eden hiicrenin tipine bag-
I1 olarak farkli miktar ve siirelerde NO sentezi mey-
dana gelir.'"*” NO, karacigerin redoks durumu, reak-
tif oksijen radikallerinin yogunlugu ve uyarinin tipi-
ne bagl olarak farkli etkiler meydana getirebil-
mektedir. Eger, NO ve reaktif oksijen radikalleri
iiretimi esit oranlarda olursa NO, lipid peroksidas-
yonu uyararak hiicre hasarina yol a¢gmakta, buna
karsilik, reaktif oksijen radikallerine oranla daha
fazla NO sentez edilirse, NO, peroksil ve alkoksil
radikallerini tutarak peroksidasyonun azalmasini
ve hiicrenin korunmasini saglamaktadir.** intra-
selliiler siiperoksit anyonlar tutarak hidroksil radi-
kal olusumunu o6nleyen piperidin nitroksitin,
LTA/PepG verilen ratlarda sentezlenen NO karsi-
sinda serbest radikal tiretimini azaltarak peroksi-
nitrit/ reaktif oksijen radikal hasarini 6nledigi g6s-
terilmistir."

Bu calismada, ratlara LPS ve LTA verilmesi fark-
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