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0ZET

Giris: Bu deneysel calismanin amaci etanolle olusturulan akut gastrik
mukozal hasarda, intragastrik L-arjinin’in makroskobik ve mikroskobik
diizeyde mukoza koruyucu etkilerini incelemektir. Deneysel modellerde, akut
gastrik mukozal hasarin 6nlenmesi igin su ana kadar nitrik oksit 6n maddesi
olan L-arjinin genellikle parenteral kullanilmistir. intragastrik uygulama
ornekleri sinirlidir ve intragastrik uygulamanin akut histolojik sonuglari
incelenmemistir.

Ydntem: Otuz adet Wistar Albino rat onarl Gig gruba ayrild. Birinci grup
kontrol grubu olarak belirlendi ve ratlara orogastrik olarak 1.5 ml SF, ikinci
gruba da orogastrik yoldan 1.5 ml %100’lik etanol verildi ve 60 dakika
sonra ratlar sakrifiye edilip, mideleri cikartildi. Ugtincti grup ratlara, 100
mgr/kg dozunda 1 ml'ye sulandirimig L-arjinin ve 30 dakika sonrasinda 1.5
ml %100'l{ik etanol orogastrik olarak verilip, 60 dakika sonra ratlar sakrifiye
edildi ve mideleri gikartildi.

Bulgular: Lezyonlu alanlarin tim mide alanlarina gore ytizdeleri
hesaplandiginda, yalniz etanol verilen grupta belirgin olarak gastrik hemorajik
lezyonlar olustu. L-arjinin+alkol verilen grupta, sadece alkol verilen gruba
gbre lezyonlarin istatistiksel olarak anlamli derecede azalmig oldugu gbzlendi.
Sonug: Sonuglarimiz intragastrik olarak verilen L-arjinin’in, etanolle akut
gastrik mukozal olusturulan ratlarda mukozayi koruyucu etki yaptigini
distindirmektedir.

Anahtar kelimeler: L-arjinin, gastrik mukoza, gastroproteksiyon, nitrik
oksit

SUMMARY

Study Objectives: The aim of this study is to investigate the gastro
protective effects of intragastric L-arginine administration on gastric mucosal
integrity in ethanol-induced gastric mucosal injury in rats.

Methads: A total of 30 Wistar albino rats were divided into three groups
consisting of ten rats. The rats in the group 1 were given 1.5 mL saline
orogastrically. The rats in the group 2 were administered 1.5 mL of 100%
ethanol orogastrically. After 60 minutes, the animals were sacrified and the
stomachs were removed in both of two groups. L-arginine (100 mg/kg) was
diluted with saline to a volume of 1 mL and then administered orogastrically
fo the rats in the group 3. The rats in this group received 1.5 mL of 100%
ethanol orogastrically 30 minutes after the administration of L-arginine.
After 60 minutes, the animals were sacrificed and the stomachs were removed.
Results: Macroscopic and microscopic examination showed that a statistically
significant reduction of damage occurred in group 3 when compared with
group 2 and rapid epithelization occurred in group 3.

Conclusion: The results suggest that orogastrically administered L-arginine
may have gastroprotective effect in ethanol-induced gastric mucosal injury.
Key words: L-arginine, gastroprotection, mucosa, nitric oxide
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GIRIS

Mide, mukozal korunma mekanizmasi sayesinde zararli etken-
lere karst iyi korunan ve direnc gosteren bir dokudur. Bazi
ilaclarin alinmasi ve agir hastalik gibi durumlarda bu ko-runma
zayiflar ve farkh siddetlerde mukozal hasarlar olusur (1-5).
Gunu-muzde mide mukozasi tizerinde koruyucu etkileri bilinen
pek cok ila¢ olmasina ragmen, akut gastrik miukozal hasar
halen ciddi bir klinik durum olmaya devam etmektedir.

Biz calismamizda, ratlarda deneysel olarak etanol ile gastrik
mukozal lezyonlar olusturduk, ve gastrik mikrosirkiilasyonun
regtlasyonunda onemli roli oldugu bilinen nitrik oksit'in (NO)
on maddesi olan L-arjinin’in mide mukozasini koruyucu
etkilerini makroskobik ve mikroskobik olarak arastirmay1
planladik (6,7). Literattirde mide mukozasinin korunmasinda
L-arjinin’in genellikle intravenoz (i.v.) ve intraperitoneal (i.p.)
kullanimuyla ilgili calismalar mevcut iken, biz L-arjinin’in
intragastrik (i.g.) kullaniminin etkilerini inceledik. Ayrica,
literattirde tespit edemedigimiz L-arjinin’in i.g. kullaniminin
erken donemde olusturdugu mikroskobik degisikliklerin
incelenmesine de calismamizda yer verdik.

YONTEM

Calismada agirhiklar 145-250 gram arasinda degisen 30 adet,
Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar onarli ti¢ gruba ayrildi.
Calisma oncesinde ratlar 6zel kafeslerde tutuldu ve standart
laboratuvar yemi ile beslendi. Hayvanlara, deneyin 24 saat
oncesinden itibaren sadece su verildi. Anestezi icin ketamin
hidroklorid 50 mg/kg dozunda intramuskuler olarak kullanild:
Deney esnasinda gastrik mukozal hasar olusturmak icin ratlara
%100’luk etanol (Carlo Erba) oral olarak verildi. Bunun icin
bir metal orogastrik tup kullanildi. Ratlar deney sonrasi servikal
dislokasyonla sakrifiye edilip, mideleri cikartilarak makroskobik
ve mikroskobik olarak incelendi.

Grup 1 (n=10) Kontrol Grubu: Orogastrik tapten 1.5 mililitre
(ml) serum fizyolojik (SF) verildi. 60 dakika sonra ratlar
sakrifiye edildi ve mideleri ¢ikaruldi.

Grup 2 (n=10) Etanol Grubu: Orogastrik yolla 1.5 ml %
100’1k etanol verildi. 60 dakika sonra ratlar sakrifiye edildi
ve mideleri ¢ikarildi.

Grup 3 (n=10) L-arjinin + Etanol Grubu: L-arjinin (SIGMA
0 100 mg/kg dozunda, SF ile 1 ml'ye sulandirlarak, orogastrik
tiple verildi. L-arjinin’in verilmesinden 30 dakika sonra 1.5
ml %1001tk etanol verildi. 60 dakika sonra ratlar sakrifiye
edildi ve mideleri ¢ikarildi.

Tum ratlarda mide, proksimalde gastroosefajial bileskeyi distalde
de piloru icine alacak sekilde ¢ikartildi ve sonra buyuk kurvatur
boyunca kesilerek acildi. Daha sonra kenarlarindan ignelenerek
duzgun bir zemin tzerine tespit edildi ve fotograflarn cekildi.
Tum midelerin ve lezyonlu bolgelerin alanlar milimetrik kagit
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kullanilarak hesaplandi. Lezyon alanlarimin toplam mide alanina
gore yuzde oranlan tespit edildi. Mideler histolojik inceleme
icin % 10’luk formol soltisyonunda saklandi. Ttim preparatlar
hematoksilen-eozin ile boyand: ve 151tk mikroskobuyla incelendi.

Mikroskobik degerlendirme, tek bir patolog tarafindan kor
olarak Lacy ve Itonun tanimladig kriterler gozontine alinarak
yapildi (8,9). Gastrik mukozal lezyonlarin derecelerini belirleyen
bu kriterler soyledir:

Grade 0: Gastrik mukozal huicrelerde hasar yoktur. Huicreler
normal sekil, lokalizasyon, gortinim ve dansitededir.

Grade 1: Yiizeyel mukoza hiicre hasart mevcuttur (vakuol,
piknotik ntikleus ve lizise ugramis sitoplazma).

Grade 2 : Yogun hucre hasari, hucrelerde kopma ve ayrilma
mevcut.

Grade 3 :Tum ytzey hucreleri ile gastrik glandlarda hasar,
parietal hucrelerde piknotik nukleus ve yapisal bozulma gosteren
sitoplazma ile yer yer nekroz mevcut.

Rat agirliklarinin, mide alanlarinin ve lezyon alanlariin
ortalamalarinin karsilastirilmasinda Kruskall-Wallis varyans
analizi, farkhiliklarn hangi gruplardan kaynaklandigini saptamak
ve histopatolojik sonuclarin karsilastirilmasini yapmak icin
ise, Mann-Whitney U testi kullanildu.

SONUCLAR

Ratlarin Agirliklar

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’teki ratlarin ortalama agirliklar
sirastyla 197.5+20.17 gram, 196+25.36 gram ve 200+32.5
gram idi. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p>0.05).

Makroskobik Inceleme

Grup 1 : Bu gruptaki ratlarin midelerinde makroskobik bir
lezyon gorulmedi. Bu gruptaki ve diger iki gruptaki ratlarin
mide alanlar1 ortalamalar1 Tablo 1’de verilmistir.

Grup 2 : Orogastrik yoldan %100’lik etanol verilen bu gruptaki
ratlarin hepsinin midelerinde degisik boyutlarda hemorajik
lezyonlar olustu. Lezyonlarin genellikle korpusta ortaya ciktig
gozlendi. Resim 1’ de bu gruptaki bir ratin mide ornegi
gortlmektedir. Bu gruptaki lezyonlu bolgelerin alanlarinin
ortalamalar1 Tablo 1’ de verilmistir.

Grup 3 : Bu grupta alkol grubuna gore daha kugctk boyutlu
lezyonlar olustu. Bu gruptaki lezyonlu bolgelerin alanlarinin
ve yuzdelerinin ortalamalar1 Tablo 1’de verilmistir.

Grup 1,2 ve 3’teki tiim mide alanlarinin ortalamalar1 arasinda
istatistiksel yonden anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Tablo 1).
Gruplardaki lezyonlu alanlar karsilastirildiginda; Grup 2’deki
lezyonlu alanlarin ortalamasi, Grup 3’teki lezyonlu alanlara
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha buytik
bulunmustur (p<0.01) (Tablo 1).
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Resim 1:

Grup 2'de etanole bagh
olusan gastrik hemorajiler.

Mikroskobik Inceleme

Gruplardaki mikroskobik derecelendirme sonuclari Tablo 2’
de gosterilmistir. Grup 3’e ait bir histopatolojik gorunti Resim
2’ de sunulmustur.

Gruplarn histopatolojik derecelendirme degerleri
karsilastinldiginda, Grup 3un degerleri Grup 2’ye gore
istatistiksel a¢idan anlamh olarak disukti (p<0.01) (Tablo2).

TARTISMA

Etanol, deneysel modellerde mide mukozasi hasar olusturmada
stk olarak kullanilan bir ajandir (8,10). Etanol midede mukozal
odem ve vaskuler konjesyon olusturur. Yuksek
konsantrasyonlardaki etanoliin deney hayvanlarina intragastrik
verilmesinden hemen sonra, midede submukozal venoz
konstriksiyon ve buna bagh arterioler dilatasyon ortaya cikar.
Ventllerdeki kuculmeyi mukozal kan akimindaki staz takip
eder, ve sonrasinda doku nekrozu meydana gelir. Doku

nekrozunun gelisiminde vaskuler yaralanma, vaskuler

gecirgenlikteki artis ve mikrosirkiiler staz rol oynar (8,11,12).
Etanolun midede mikrosirkiilasyonu ve hemodinamiyi
bozmasina bagh gelisen iskemi ise, doku hasarina yol acar
(6,12,13).

Insan viicudu i¢in buyume ve gelisme dénemlerinde esansiyel
bir aminoasit olan L-arjinin; gastrointestinal hucrelerin
metabolizmasinin dtizenlenmesinde, yara iyilesmesinde, azot
dengesinin diizenlenmesinde ve bozulmus immunitenin
duzeltilmesinde rol oynar (14,15,16). L-arjinin, ayn1 zamanda
nitrik oksit'in (NO) ¢on maddesidir. NO; cesitli kofaktorlerin
de yardimiyla, nitrik oksit sentaz (NOS) olarak adlandirilan
enzimlerce L-arjinin’den sentezlenir (6,1718,19,20). L-arjinin,
ayrica, N° -nitro-L-arjinin (L-NNA) ve Nw-nitro-L-arjinin
(NWNA) gibi NOS inhibitori olan ajanlarin da kompetitif
antagonistidir (8,21).

Literaturde, AGMH olusturulan deneysel modellerde NO’in

. Grup 1 Grup 2 Grup 3 . p
Tablo 1: (n=10) (n=10) (n=10) Ki-Kare
Mide ve lezyon -
alanlarmn ortalamalar Mide alanlarinin ortalamasi 1211.47+151.32 | 1348.72:250.74 | 1336.86:26175 | 178 | 005
(XSD) (mm2)

Lezyonlu alanlarin ortalamasi
(XSD) (mm2)

0.00+0.00b, ¢

59.46+63.37a, ¢ 13.36+15.63a, b 2417 | <0.01

a: Grup 1’deki ortalamanin, Grup 2 ve 3 teki ortalamalara gére anlamii olarak farkli oldugunu gdstermektedir.
b: Grup 2'deki ortalamanin, Grup 1 ve 3’ teki ortalamalara gdre anlamli olarak farkli oldugunu géstermektedir.
c: Grup 3'deki ortalamanin, Grup 1 ve 2’ deki ortalamalara gére anlamii olarak farkii oldugunu gdstermektedir.
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Resim 2:

Grup 3’ te L-arginine

bagh gelisen tamirat ve
reepitelizasyon (rejenerasyon)

mukoza koruyucu etkilerini gostermek icin L-arjinin’in sistemik
(i.v. ve i.p.) veya topikal (i.g.) olarak kullanildig calismalar
mevcuttur (6,8,22,23,24,25,26,27,28). Calismamiz, i.g. yolla
verilen L-arjinin’in alkole bagh mukoza hasarini azaltmada
kullanildig1 nadir calismalardan biri olarak gortiinmektedir.
Literaturde yaptigimiz arastirmada, sadece iki calismada i.g.
uygulama ornegi tespit ettik (22,29) . Bunlardan biri kisa sureli
gastrik iskemide i.g. L-arjinin’in mukoza tizerine koruyucu
etkilerini; digeri ise, calismamizda oldugu gibi etanole bagh
gastrik mukozal hasarda i.g. L-arjinin’in koruyucu etkilerini
arastirtyordu.

Cesitli calismalarda deney hayvanlarina oral olarak etanol
verilmesiyle AGMH gozlenmistir (8,10-12,22). Oral etanolle
beraber sistemik L-arjinin’in verildigi gruplarda, L-arjinin (NO
reaksiyonunun uyarilmasi sonucu hasar azalmistir. Oral etanoltin
yaninda sistemik olarak NOS inhibitorleri verildiginde, sadece
oral etanol verilen gruplara gore cok daha buytk hasarlar
olusmustur. Sistemik NOS inhibitorleri ve oral alkoltin yaninda
sistemik L-arjinin verilen deney gruplarinda ise, NOS inhibitora
ve alkolun birlikte verildigi gruplara gore, L-arjinin’in NOS
inhibitorlerinin kompetitif antagonisti olmasindan dolay1
mukozal hasarlarda azalma gozlenmistir (8,22). Tum bu
ornekler sistemik L-arjinin’in endojen NO sentezini artirarak
ya da eksojen NOS inhibitorlerine antagonizma yaparak
koruyucu etki yaptigini gostermektedir.

I.g. uygulama, i.v. ve i.p. uygulamaya gore daha kolay
olmaktadir. Ratlarda etanolle AGMH olusturdugumuz
calismamizda, NO 6n maddesi olan L-arjinin’i i.g. yolla
verdigimizde; istatistiksel olarak anlamli derecede mukoza
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koruyucu etki gozlemledik. Sadece alkol verilen gruba gore,

i.g. L-arjinin ve alkolun verildigi grupta lezyon alanlarinda
anlamh miktarda azalma oldu (Tablo 1). Literattuirde, orogastrik
uygulamaya bagli olarak ortaya cikan akut donem mikroskobik
degisikliklere iliskin bir bilgi tespit edemedik. Makroskobik
incelemenin yaninda, mikroskobik inceleme de yaptik;
L-arjinin ve alkol verilen grubun mikroskobik hasar derecelen-
dirme sonugclar sadece alkol verilen grubunkine gore anlamli
derecede dusiiktu (Tablo 2).

Tablo 2:
Histopatolojik inceleme sonuglari
Grup 1 Grup2 | Grup 3 [Kj-K p
(n=10) | (n=10) | (n=t0) | v
Results
Median(min-max) | 0(0-1)¢ | 2(1-3)* |1(0-3)**| 20.38 | <0.01

a: Grup 1°deki sonucun Grup 2 ve 3’ teki sonuglara gére anlamli olarak farkli oldugunu gdstermektedir.
b: Grup 2'deki sonucun Grup 1 ve 3’ teki sonuglara gére anlamli olarak farkli oldugunu gdstermektedir.
c: Grup 3'teki sonucun Grup 1 ve 2’ deki sonuglara gore anlamli olarak farkli oldugunu gdstermektedir.

Calismamizda; i.g. yolla elde ettigimiz sonuclar, sistemik yolla
elde edilen sonuclara benzerlik gostermekteydi (8,22). .g. L-
arjinin’in lezyon boyutlarini anlamh oranda azaltugini gosteren
sonuclarimiz, Brzozowski ve ark.nin i.g. L-arjinin kullanimina
yer verdikleri ¢alismalarindaki sonuglarla benzerlik

gostermektedir. Ancak, ayni calismada i.g. uygulamanin mukoza
korumasini gerceklestirmesinde, endojen NO yapimini artirma

EYLUL 2004 4:3 TURKIYE ACIL TIP DERGISI



ARASTIRMA MAKALESI

gibi sistemik bir etkiden ziyade, lokal bir etkinin so6z konusu
olabilecegi ifade edilmektedir. 1.g. etanol ve L-arjinin verilen
ratlara parenteral NOS inhibitoru de verildiginde korunmada
bir azalma olmadigi, ancak korunmaya eslik eden gastrik
hipereminin kayboldugu; ama indometazin verildiginde
korunmanin tamamen kayboldugu; dolayisiyla topikal L-
arjinin’in olusturdugu korumada L-arjinin NO yolundan ziyade,
endojen prostaglandinlerce yonetilen sitoprotektif
mekanizmanin etkili olabilecegi bildirilmistir (22). Bir baska
calismada ise, gastrik mukozal savunma mekanizmasinda
prostaglandinlerin ve NO’in duzenleyici rolleri oldugu, ayrica
bu iki maddenin gastrik tlserlerin tamirat stirecinde de etkin
rol aldigy belirtilmektedir (30). Bu bilgilere gore elde ettigimiz
sonuclar, topikal L-arjinin’in midede sitoproteksiyon
mekanizmasini uyararak koruma olusturdugunu, NO’in ancak
eslik eden hiperemide etkili olabilecegini dusundurmektedir.
Parenteral verilen L-arjinin ise L-arjinin NO yolu aracilig: ile
gastrik hiperemi olusturmakta, ayrica gastrik kan akimini ve
lokal O2 saturasyonunu artirmaktadir (6, 22).

Calismamizda yaptigimiz mikroskobik incelemede, i.g. L-
arjinin + alkol verilen gruptaki ratlarin mikroskobik
derecelendirme sonuclari, sadece alkol verilen grubun
degerlerine gore anlamli derecede duistktii (Tablo 2). Bu
incelemede, L-arjinin+alkol verilen gruptaki mide
numunelerinde reepitelizasyon tespit ettik (Resim 2). Tek alkol
verilen grupta boyle bir degisiklik yoktu. Ratlarin en son
ajanlarin verilmesinden 60 dakika sonra sakrifiye edildigi
gozonune alinirsa, L-arjinin’in akut donemde reepitelizasyon
gelistirmesi dikkat cekici bir bulgudur ve ¢ok kisa zaman icinde
bir tamirat ya da iyilesme strecinin baslamis olabilecegini
dusundurmektedir (Resim 2). Bu bulgu, mukozal epitelizasyon
stirecinin intakt bir bazal membran tizerinde epitelyal hucre
migrasyonunu gerektirdigi, bu migrasyonun dakikalar ve saatler
icinde gerceklestigi bilgisiyle uyumlu goranmektedir (31).
Topikal L-arjinin’in koruyucu etkisinin NO’e kismen bagh
olabilecegi, bu korumada esas itibariyle bir adaptif
sitoproteksiyon mekanizmasinin tayin edici bir rolantn
olabilecegi gorustinden hareketle; calismamizda gozlemledigimiz
mukoza koruyucu etkinin agirlikh olarak sitoproteksiyon
sonucu gelistigi dusuntulebilir.

Akut donemde mikroskobik diizeyde tespit ettigimiz
reepitelizasyonun topikal olarak verilen L-arjinin’e bagh
gelistigini duisuntyoruz. Ancak, bunun hangi mekanizma ile
oldugu, arastirmaya acik bir konudur.

Sonug olarak; topikal verilen L-arjininin, sitoprotektif
mekanizmanin agirlikh oldugu bir etki ile mukozal koruma
yaptigi dustunulebilir. Bu sonuclar klinik kullanim i¢cin umut
verici olarak degerlendirilebilir. Intragastrik L-arjinin ile ilgili
deneysel ve klinik arastirmalarin sayisi arttikca, ve olumlu
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sonuclar alindikea; kostik madde alimlarina bagli mukoza
hasarlar1 ve stres ulserleri gibi durumlarda, bu ajanin mide
mukozasinin korunmasinda klinik kullanimi s¢z konusu olabilir.
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