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NOZET: Bu calismada, ratlarda etanolle olusan mide

mukoza lezyonlarinda nitrik oksitin (NQO) ethisi aragtiril-
Otuzalti rat alti gruba ayriidr: 1. Kontrol grubu,

ol, 4. etanol, 5) L-arginin+etanolve 6) N NA+L-argi-

“nin+etanol uygulanan gruplar. Grup 5'te ekzojen ola-

ak etanolle birlikte NO prekiirsérii ofan L-arginin’in ve-

Iriimesi; grup 3 ve 4’e gére mide mukozasinda olugan

histopatolojik hasari ve malondialdehid (MDA) diizeyi-

\ni anlamli olarak azaltti. N, NA ile NO'in inhibe edildigi
grup 3'te bu hasarin etanol grubundan daha fazia oldu-

gu gézlendi. Bu sonuclar NO prekiirsori L-arginin’in
etanolle olugan mide mukoza hasarinda koruyucu rolii-
nli géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mide mukoza lezyonu, Nitrik oksit

SUMMARY: In this study, the effect of nitric oxide
NO) was investigated on ethanol induced gastric
mucosal lesions in rats. A total of 36 rafs were
Eﬂocared to six groups: These were 1. Control group,

Control+N Nitro-L-arginine (N, NA), 3. N NA+
q. ethanol, 5. L-arginine+ethanol and
l8 N NA+L-arginine+ethanol groups. It has been
Pbserved that administration of L-arginine

ogenously, which is the precursor of NO besides
Ethano!

thanol

in group 5, significantly reduced
istopathologic damage and malonyledialdehyde
evels in tissue than those of groups 3 and 4. MDA
vels in group 4 was lower than group 3 which NO
t‘-'as inhibited by administrating N, NA. These results
how the preventive role of NO f'n ethanol-induced
gastnc mucosal lesions.

Key Words: Gastric mucosal injury, Nitric oxide

tEtanol tarafindan olusturulan gastrik mukozal
’hﬂsar, mukozal lezyonlarin fizyopatolojisinin
aragtirilmasinda sik olarak kullamlan bir calis-
Mma modelidir."? Etanolin mide mukozas: ile
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kargilasmasindan sonra vaskiiler permeabilite
artig, endotelyal hiicre hasari, mikrosirkiiler
staz ve doku nekrozu dakikalar igerisinde olus-
maktadir."** Olusan iskeminin yol agtign doku
hasarinin agiklanmasi icin 6ne siiriilen teoriler-
den en popiiler olani serbest oksijen radikalleri-
nin geli§mesidir.l‘5 Akciger, bobrek, barsak ve
karacigerde olusturulan iskemik hasarlarda da
benzer sonuglarm alinmasi bunu desteklemekte-
dir.*” Serbest oksijen radikalleri doku i¢ine 16ko-
sitlerin agir1 ekstravazasyonuna ve infiltrasyonu-
na yoi agmakta, bu ise olusan hasari artirmakta-
dir.’ Oksijen serbest radikallerinin varligs hiicre
zarmda lipid peroksidasyonu yolu ile yikimi bas-
latmaktadir. Lipit peroksidasyonunun 6lgiilme-
sinde kullanilan kantitatif yontemlerden birisi
dokuda bu yikimin son iirtinii olan malondialde-
hit diizeylerinin tayin edilmesidir.®’

Sunulan ¢alismamizin amaci; saf etanoliin intra-
gastrik uygulanmasiyla olusan hasar derecesinin
azaltilmasmda nitrik oksitin (NO) etkisini aras-
turmak ve NO inhibisyonu halinde dokuda gelise-
cek hasardaki degisikligi kantitatif olarak tayin
etmektir.

GEREC ve YONTEM

Calismada agirligy 180-250 gr arasinda degisen
her grupta n:6 rat olan toplam 36 adet
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Sprague-Dawley cinsi rat kullanimustir. Calisma
oncesi ratlar celik kafes icinde tutulmus stan-
dart yem ile beslenme saglanmigtir. Hayvanlar
deney baglamadan 24 saat onceden itibaren sa-
dece su alacak sekilde ag birakilmistir. Anestezi
icin ketamin hidroklorid 100 mg/kg intramuskii-
ler olarak uygulanmistir. Deney esnasinda mide-
de hasar olusturmak amaciyla absolu etanol
(%95) orogastrik tiip kullamlarak verildi. Olugtu-
rulan gruplar su sekildedir.

Grup 1 Kontrol Grubu: Orogastrik tipten 1ml
serum fizyolojik verildi. 90 dk bekleme siiresi-
nin sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek, mide-
leri ¢ikarildi.

Grup 2 Kontrol + N,NA Grubu: Intraperitone-
alyolla (300 mg/kg) 2 ml N,NA (N, Nitro-L-ar-
ginine, SIGMA) verildi, 30 dakika sonra orogas-
trik tiipten 1ml serum fizyolojik verildi ve 90 da-
kika bekledikten sonra mide cikarild.

Grup 3 Kontrol + N,NA + Etanol Grubu: Intra-
peritoneal yolla (300 mg/kg) 2 ml N,NA, 30 da-
kika sonra orogastrik yolla 1 ml etanol verildi
90 dakika bekledikten sonra mide ¢ikarildi

Grup 4 Etanol Grubu: Intraperitoneal yolla 2
ml serum fizyolojik, 30 dakika sonra 1 ml oro-
gastrik olarak etanol verildi, 90 dakika sonra mi-
de ¢ikarildi.

Grup 5 L-arginin + Etanol Grubu: Intraperito-
neal yolla (300 mg/kg) 2 ml L-Arginin (SIG-
MA), 5 dakika sonra orogastrik olarak 1 ml eta-
nol verildi. 90 dakika sonra mide ¢ikarild.

Grup 6 N, NA +Etanol + L-arginin Grubu: In-
traperitoneal yolla (300 mg/kg) 2 ml N, NA, 30
dakika sonra (300 mg/kg) 2 ml L-Arginin, bun-
dan 5 dakika sonra 1 ml etanol verildi. 90 daki-
ka sonra mide gikarildi.

Tiim hayvanlarda proksimalde gastroézefageal
bileske, distalde piloru icine alacak sekilde ¢ika-
rildiktan sonra mide longitudinal olarak agilds
Mide piyesinin yarist %10 formalin igerisine
alind1. Histopatolojik inceleme i¢in parafin blok-
lara konarak 5; kalinh@inda kesitler alndi ve
Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyand. Igik mik-

roskobunda preparatlar tek bir patolog taraf
dan kor olarak Lacy ve Ito’nun belirledigi krita
ler esas alnarak degerlendirildi.2’4

normal sekil, lokalizasyon, goriip
ve dansitede. .‘

Grade 1: Yiizeyel mukoza hiicre hasari (va
ol, piknotik nukleus ve lizise ugra,:]l
sitoplazma). .

Grade 2: Yogun hiicre hasari, hiicrelerde ko
ma ve ayrima. ‘

Grade 3: Tum yiizey hiicrelerinde ve gasg
glandlarda hasar, parietal hiicreler
piknotik nukleus ve yapisal bozuly
gosteren sitoplazma, yer yer nekig
varligL

Grade 0: Gastrik mukoza hiicreleri intakt
o ]

Kalan kistmdan alinan mide 6rnegi svi nitrojeg
de dondurularak aliminyum folyoya sarilp, d
rin dondurucuda saklandi ve malondialdehit (}f
DA) tayini igin kullanidi. Dokular tartilarak
guk %1.15lik KCL solusyonu ile %10’luk dol
homojenatlar1 hazirlandi. Homojenatlarda iy,
barbitiirik asit metodu ile MDA diizeyleri ¢alsg
ch, sonuglar nmol/g doku olarak degerlendirild

istatistiksel degerlendirme: MDA degerlerin
karsilastirlmasinda tek yonlii varyans analijte
kullanildi. Gruplarin birbirleriyle kargilagtirim§*
sinda ise LSD (least-significant difference) te

kullanildi. p<0.05 degeri anlamli kabul edildij

Histopatolojik grade degerleri agisindan grué £
rmn kargilastirilmasinda ise Mann-Whitney U8
ti kullanmldi, p<0.05 degeri anlamli kabul edild¢

SONUCLAR

Gruplarin malondialdehit degerlerinin ortalam
s1 (ortalama # standart deviasyon) Grafik I
verilmistir.

Grup 1: 52.83121.50
Grup 2: 71.16%5.63
Grup 3: 161.50£39.10
Grup 4: 122.50% 42.61
Grup 5: 68.66+27.78 _
Grup 6: 74.161£40.59 F
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MDA DEGERLERI
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tiyo, GRAFIK 1: Gruplarnm malondialdehir degerleri
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Idi’ Gruplar arasinda "tek yonlii varyans analizi" ile
anlamlt farklihk saptandi (F:8.038, p<0.001).
rinit Gruplarin birbiriyle karsilastirlmasinda "LSD
lalizj testi" Gruplarin birbiriyle kargilagtiridmasinda
Imai"LSD testi" kullanildi. Grup 3 ve 4’deki MDA
tesi|degerleri, diger gruplara gore (grup 1, 3, 5, 6)
di. Lanlamh olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Grup
13’ deki degerler, grup 4 ile karsilastirildiginda an-
Jplalamh olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Diger

[ tes gruplar arasinda anlamh farklilik saptanmadh.
Jildi

Gruplarmn histopatolojik grade degerleri Grafik
2’de gosterilmistir.

0.66% 0.52
1.66% 0.51
2.831 0.40
2.60t 0.52
11 0.63

1.661 0.51

|Grup 1:
1ma~} Grup 2:
1’di Grup 3:
|Grup 4:
\Grup 5:
| Grup 6:

{
|Grup 1 (Kontrol grubu)’deki degerler, grup 2, 3,
|4 ve 6’dan anlam olarak disiik bulundu (sirasty-
la p<0.05, p<0.01, p<0.01 ve p<0.05). Ancak
| &rup 5 ile anlamh farklilik bulunmadi. Grup 3 ve

.~ — e —

GRUFLAR

O MEANS BSD

4’teki histolojik hasar diger gruplardan (grup 2,
5ve 6) anlamli olarak yiiksek bulundu (Grup 3: -
p<0.01, Grup4: p<0.05). Diger gruplar arasm-
da anlamli farklibk saptanmadi Resim 1 ve
2’de grup 3 ve 4’teki histopatolojik hasar diizeyi
gérillmektedir.

o
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RESIM 1: Grup 3'teki histopatolojik bulgular
(Grade 3, HEx200)

TARTISMA

Vaskiiller endotelyal hiicreler, trombositler,
mast hiicresi, makrofajlar gibi bazi hiicrelerde
L-arginin amino asidinden sentez edilen ve giig-
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HISTOPATOLOJIK GRADE
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GRAFIK 2: Gruplann histopatelojik grade degerleri

lii bir vazodilatatér madde olan nitrik oksit
(NO); kan basmncy, vaskiiler tonils ve bolgesel
kan akimimnn regiilasyonunda énemli rol oyna-
maktadr. EDRF’nin  (endotheilum-derived
relaxing factor) NO ile aym kimyasal yapida ol-
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~dugu gosterilmigtir. NO solubl guanilat siklaz’mn

stimiilasyonu yoluyla vaskiiler diiz kaslar1 relak-
se eden, trombosit aggregasyonunu ve lokosit in-
filtrasyonunu inhibe eden labil bir maddedir. In
vitro olarak ise NO’nun postkapiller veniillerde-
ki endotel hiicrelere 16kosit yapismasimu inhibe
edici 6zelliginin oldugu, mukozada vazodilatatér
etkiye sahip oldugu, NO sentezinin azalmasi ha-
linde l6kosit infiltrasyonun arttigi, vazokonstrik-
siyonun gelistigi gc'i'stelrilmigl:ir.10’14 Arginin analo-
gu olan Ng-monomethyl-L- arginin ve N, Nit-
ro-L- argininin (N,NA), NO sentetaz enzimini
bloke ederek NO olusumunu 6énler, ancak bu et-

kisi L-arginin verilmesi ile antagonize edilmekte-
. 10,1113
d}r' L

Etanolle olusan mide hasarinda serbest oksijen
radikallerinin etkinligini gésteren birgok galisma
vardir."*® Saf etanoliin intragastrik verilmesin-

den birka¢ dakika sonra, mide mukozas: lipi
peroksit diizeyinin yiikseldigi ve nonprotein si
fidril (redikkte glutatyon) diizeylerinin diisti
bildirilmektedir.'® Olusan mukozal hasar, hi
topatolojik olarak hiicresel bozukluklar ve nel
rozun varhgiyla tanimlanmaktadur,"**
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RESIM 2 Grup 5'teki histopatolojik bulgular
(Grade 1, HEx200)

Bu calismada NO’in etanoile olusan mide has
r1 iizerine etkisi kantitatif yontemle aragtiril
NO vaskiller endotel ve barsak endoteli tarall
dan iiretilen ve hizla siiperoksit tarafindan in?
tive edilen biyolojik olarak aktif, ancak labil
komponentdir. Gastrik mukozadaki kan aki’
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da modulator etkisinin oldugu, NO ile olugan hi-
& pereminin 6nlenmesi halinde midede hasar olu-
“sumunun kolaylastigy saptanmustr. ™

Galisma gruplarmin segiminde iki ¢zellik 6n pla-
na almmustir. Ilki endojen kaynakli NO’in inhi-
bisyonunun mide mukozasinda olugacak hasari
arttirip arttirmadi@ini arastirmak, ikincisi ise di-
saridan verilen L-Arginin’in NO sentezini arttir-
mas! sonucu bu hasarin azalip, azalmadiginin
kantitatif olarak kamtlanmasidir. Calismanm ilk
halimiinii olusturan kisim igin grup 1, 2 ve 3 kul-
lanilmustr. [lk iki grupta mide hasari olusmadig
icin beklenildigi gibi mide mukozasinda NO inhi-
bisyonunun hiicre hasarimi arttirmadi@, gerek
mikroskobik gerekse biokimyasal olarak ortaya
konulmugtur. 3. grupta ise endojen NO {iretimi-
nin N,NA ile bloke edilmesinden sonra verilen
etanol tim gruplar icerisinde en yiiksek hasari
olusturmustur. Oyleki bu hasar istatistiki acidan
etanolun tek bagina kullanildi@ grupta olusan ha-
sardan daha fazla olmustur (p<0.05). NO gas-
trik mukozal kan akiminin arttmlmasinda ve
mukozal biitiinligin korunmasinda énemli ol
| oynamaktadir. NO inhibisyonu ile gastrik muko-
pid| zal kan akimimin azaldigi ve mukozal hasarin
siill arttigr bildirilmektedir.”>™ Bu bulgular énceden
ugu‘ tammlanan iskemi-reperfiizyon hasarimin olus-
his| masinin endojen NO miktarinin azalmasma yol
_ek-f agtigint belirten calismalar ile uyumluclur.B’”"18
Grup 4’te herhangi bir én tedavi yapilmaksizin

| etanol verilmesi, kontrol grubu ile kiyaslandigin-
.| da; lipid peroksidasyonunu ve histopatolojik ola-
;i rak hasar1 anlamli olarak arttiwrdign saptandi
¢ 4 (p<0.01). Bu durum daha 6nce yapilan calisma-

! 1,2,15.16
+y larla da uyumludur. ">

e —— e

———

A Grup 5'de ekzojen L-arginin ile birlikte etanol

EUygulamam; hem lipid peroksit diizeyini, hem de
histopatolojik hasari etanol grubuna gore anlam-
“ hazaltmasi L-arginin’in sitoprotektif etkisini gés-
termektedir. Beyin, akciger ve miyokardmn iske-
‘mi-reperfiizyon hasarnda da benzer sekilde
L-arginin’in sitoprotektif etkisinin gosterilmesi
1581 sonuclarimizy desteklemektedir.'®% Grup 6’da
ildy etanol uygulanmasindan énce N, NA verilmesi-
i nin 6zelligi grup 3’te gosterilmesine ragmen, bu-
1akina ilaveten disaridan verilen L-Arginin’in NO in-
L bR hibisyonunu tersine cevirerek hasar1 azalttig
it gosterilmigtir. Bu sonug exvivo gastrik odacik

e
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olusturularak sadece mikroskobik olarak olusan
hasarin gézlendigi Mac Noughtan ve arkadasla-
rinin sonuglariyla paralellik géstermektedir.3

Sonug olarak; etanolle olusan mide mukozal ha-
sarinin azaltilmasinda ekzojen verilen L-arginin
hem lipid peroksidasyonunu, hem de histopatolo-
jik hasar: 6nleyerek sitoprotektif etkisinin oldu-
gu gozlenmigtir.
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