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OZET

Amagc: Yenidoganlarda onemli bir mortalite ve morbidite nedeni olan prenatal
hipoksinin patogenezinde serbest oksijen reaktifleri suclanmaktadir. Calismamizda
antioksidan etkinligi oldugu ileri suriilen ve non-enzimatik antioksidanlardan glutat-
yonun Oncullii olan N-asetilsisteinin (NAS) yenidogan ratlarda olusturulan hipoksideki
etkinligini aragtirmay1 amagladik.

Gerec ve Yontem: Yenidogan 25 tane rat randomize bir sekilde kontrol, hipoksik ve
tedavi grubu olmak uizere 3 gruba ayrildi. %8 O, ve %92 N, gazi karigimiyla doldu-
rulan ozel duzenekten olusan cam fanusta ratlaré saat tutularak hipoksi olusturuldu.
Tedavi grubundaki ratlara hipoksi olusturulmadan 30 dakika once 20 mg/kg NAS
periton igine ve hipoksi gelistirildikten 24 ve 48 saat sonra ayni dozda NAS kas
icine verildi. Karaciger dokularinda, lipid peroksidasyon uriinti olan malondialdehit
(MDA), arjinaz aktivitesi ve ornitin duzeyleri analiz edildi. Gruplar arasindaki kargi-
lagtirmalar Mann-Whitney U testi ile, her bir grupta veriler arasindaki korelasyonlar,
Pearson korelasyon analizi ile yapildi ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma olarak verildi.

Bulgular: Hipoksik grupta MDA duzeyi ve arjinaz aktivitesi kontrollere gore yuk-
sek bulundu (her ikisinde p<0.01). Tedavi grubunda ise hipoksik gruba gore MDA
seviyesi ve arjinaz aktivitesinin azaldigi goruldu (her ikisinde p<0.05). Tedavi gru-
bunda kontrol grubuna gore ornitin seviyesinin azalmig oldugu tespit edildi (p<0.05).
Hipoksik grupta arjinaz aktivitesi ile MDA duzeyi arasinda pozitif korelasyon bulun-
du (r=0.809, p<0.01).

Sonug: Calismamizin bulgular: 15181nda hipokside arjinaz aktivitesindeki artigin lipid
peroksidasyonu ile iligkili ve NAS tedavisinin doku hasarini1 6nlemede etkili oldugunu
soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, N-asetilsistein, lipid peroksidasyonu, arjinaz, ornitin

ABSTRACT

Objectives: Prenatal hypoxia is an important cause for mortality and morbidity
in newborns. It is suggested that reactive oxygen species may play a role at this
pathogenesis. In the present study, we investigated the effect of N-Acetylcysteine
(NAC), a precursor of glutathione and a non-enzymatic antioxidant in newborn rats
undergoing hypoxia.

Materials and methods: The pubs were randomly divided into three groups; control,
hypoxic and NAS. The pubs were placed in a chamber and hypoxia induced by
a mixture of 92% nitrogen and 8% oxygen for 2 hours. NAC was administrated
intraperitoneally at the dose of 20 mg/kg 30 minutes before hypoxia and at the
same dose intramuscularly 24 and 48 h after hypoxia in the NAC group. The liver
tissue malondialdehyde (MDA), lipid peroxidation end product, and ornithine levels
and arginase activity were analyzed. Comparisons of data between groups were
accomplished by Mann-Whitney U test. Correlation between parameters in the each
groups also were examined by Pearson Correlation test. A value of p less than 0.05
was considered statistically significant. The result was presented as mean=standard
deviation (x = SD).

Results: Hepatic levels of lipid peroxidation and arginase activity were found
significantly elevated in the hypoxic group as compared to those observed in control
group (p<0.01 for both). The level of lipid peroxidation and arginase activity were
lower in NAC group than those found in hypoxic group (p<0.05 for both). The level
of ornithine was lower in NAC group than those found in control group (p<0.05).
A significantly positive correlation was observed between lipid peroxidation and
arginase activity in hypoxic group (r=0.809, p<0.01).

Conclusion: Under the light of these results, we may suggest that higher activity of
arginase in hypoxia is related to lipid peroxidation and administration of NAC can be
a useful tool to protect tissue damage.
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GIRIS

Hipoksi; dokularin yeterince oksijen alamama duru-
mu olarak tanimlanmaktadir. Dokuda azalan oksijen
miktar1 ile beraber; dokunun enerji metabolizmasinda
degisiklikler olustugu, doku adenozin trifosfat (ATP)
miktarinin azaldig1 ve biriken adenozin molekillerinin
agir1 oranda yikima ugradigi bildirilmektedir. Ayrica
normal kosullarda serbest oksijen radikalleri (SOR)
olusumuna yol agmayan ksantin dehidrogenazin, hipok-
sik kosullarda agir1 adenozin yikimi sonucu olusan
hipoksantinin enzimatik yikimi sirasinda SOR fireti-
mine neden oldugu bildirilmektedir (1). Organizmada
oksidatif mekanizmalar sonucu olusan SOR asir1 tiretim
veya vucuttaki oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi
durumunda, protein, lipid, karbonhidrat ve nukleotid
gibi biyomolekilleri etkileyerek zararli etki gostermeye
baglar. Ozellikle ¢oklu doymamis yag asidleri (CDYA),
SOR’nin zararli etkisinden daha kolay etkilenir ve zin-
cirleme olarak devam eden, lipid yapisinda bozukluk ve
parcalanmaya yol agan lipid peroksidasyonuna neden
olurlar. Membranlar CDYA’den zengin olduklari igin
SOR etkisine agiktirlar ve membranda yap1 ve fonksi-
yon bozukluklar1 olugsmaktadir (2,3). SOR bilesiklerin-
den biri olan nitrik oksit (NO); nitrik oksit sentaz (NOS)
aktivitesi ile arjininden uretilmekte ve organizmada cift
yonlu etki gosterdigi bildirilmektedir. Hem bircok fiz-
yolojik fonksiyonun gerceklesmesi icin gerekli oldugu
ve antioksidan savunmaya katkida bulundugu, hem de
agir1 Uretim durumunda radikal etki gosterdigi ve perok-
sinitrit gibi daha guglu radikal bilesiklerin olugsmasina
yol agtig1 vurgulanmaktadir (4). Ure dongusui enzimle-
rinden olan arjinazin (L-arjinin amidinohidrolaz; EC 3.
5. 3. 1) ana kaynag karaciger olmakla beraber bobrek,
barsak, beyin gibi karaciger dist dokularda da yer aldig1
gorillmus, enzimin Ure donguist disinda biyolojik fonksi-
yonlar1 olabilecegi ileri suirilmugtuir. Arjinazin; (a) NOS
ile ortak substrat olan L-arjinini kullanarak substrat
tukenmesine yol actig1 ve boylece NO sentezini diizenle-
digi; (b) poliaminlerin (putressin, spermidin ve spermin)
sentezinde kullanilan ornitini sentez ederek, huicre buyi-
mesinde rolil olabilecegi bildirilmektedir (5,6). Arjinaz
aktivitesinin yukselmesinin poliamin biyosentezinde
hiz kisitlayici enzim olan ornitin dekarboksilaz (ODK)
aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir (7-9). Poliaminlerin
hiicre membran1 ve organellerini, DNA’y1 stabilize etti-
gi, DNA ve RNA sentezinin uyarilmasinda rolii oldugu
ileri stirilmils ve yuksek spermidin konsantrasyonlarinin
sinir dokusunda koruyucu etkili oldugu bildirilmistir
(10).

Bir tripeptid (y-glutamil-sisteinil-glisin) olan glutatyon
(GSH); hidrojen peroksit (H,0,) ve organik peroksit-
lerin glutatyon perosidaz etkisi ile indirgenmesinde ve
ksenobiyotiklerin merkaptirat yolu ile detoksifikasyo-
nunda yer almaktadir. Ayrica, GSH direkt olarak serbest
sulfidril grubu araciligiyla H,O,, suiperoksit (O,”), hid-
roksil (OH) ve alkoksil radikalleri (RO") ile etkilesime
girebilmekte, boylece hiicreyi oksidanlarin, elektrofilik
maddelerin, serbest radikallerin hasarina kars1 korumada
onemli bir rol ustlenmektedir (11,12). Ayrica doku i¢in
GSH konsantrasyonunun dugtiigi durumlarda glikolitik
enzim olan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz aktivi-
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tesinin ve doku ATP igeriginin azaldig1 gosterilmis ve
GSH’un hucresel enerji durumunu etkileyebilecegi ileri
surtlmustur (13). Hipoksik kosullarda kan ve doku GSH
duzeylerinin azaldigi, lipid peroksidasyon urtinlerinin
ise artt1g1 bildirilmektedir (14-17).

Gelisen tim bakim ve teknik olanaklara ragmen dogum
sirasinda veya sonrasinda ortaya ¢ikabilen hipoksi,
yenidoganlarda halen dnemli bir mortalite ve morbidite
nedeni olmaya devam etmektedir. Calismamizda deney-
sel sistemik hipoksi gelistirilmig yenidogan ratlarda, bir
glutatyon oncuili olan N-asetilsisteinin karaciger lipid
peroksidasyonu, arjinaz aktivitesi ve ornitin duzeyleri
Uzerine etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEMLER

Calisma Grubu: Caligsma icin gerekli Yerel Etik Kurul
onay1 alind1 ve 7 gunluk, agirliklar1 yaklasik 10 gr olan,
25 tane Wistar Sprague cinsi rat kullanildi. Yenidogan
ratlar rastgele 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu 6, hipoksik
grup 9 ve tedavi grubu da 9 adet yenidogan rattan olus-
turuldu. Kontrol grubundaki ratlara kendi annelerinin
yaninda standart bakim yapildi. Hipoksi ve tedavi gru-
buna deneysel hipoksi modeli uygulandi. Deneysel siste-
mik hipoksi modeli; %8 O, ve %92 N, gaz1 karigimiyla
doldurulan 6zel diizenekten olusan cam fanusta ratlarin
2 saat stireyle birakilmasiyla olusturuldu. Hipoksi olus-
turulduktan sonra, ratlar kendi annelerinin yanina bira-
kildi. Tedavi grubundaki ratlara deneysel hipoksi modeli
uygulamadan 30 dakika dnce 20 mg/kg NAS’in ilk dozu
intraperitoneal olarak, hipoksi uygulamasindan sonra
24’er saat ara ile ayni1 miktarda 2 doz intramuskuler
olarak verildi. Hipoksik gruba tedavi grubundaki uygu-
lamayla ayn1 zamanlarda serum fizyolojik uygulandi.
Hipoksi olugturulduktan sonraki 4. giin ratlar dekapite
edilerek, karaciger dokular1 alindi. Aragtirmamizda kul-
lanilan karaciger doku ornekleri alinir alinmaz hemen
soguk % 0,9’luk serum fizyolojik ile yikandi ve doku
ikiye bolunerek —20°C’de saklandi.

Biyokimyasal analizler: Doku ornekleri 1:10 (w:
v) oraninda Tris/HCl tamponu (50 mM, pH: 8.0) ile
homojenize edildi. Homojenatlar 13000 x g ve +4°C’de
20 dakika santrifuj edildikten sonra, elde edilen berrak
stipernatanlarda arjinaz aktiviteleri ile ornitin duzeyleri
sirastyla Geyer ve Dabich (18) ve Chinard (19) metod-
lar1 kullamlarak ol¢uldu. Homojenatlar 9 mM MnCl, ile
55°C de odninkuibasyona tutulduktan sonra, 37°C ve pH
9.7 olan ortamda 15 dakika tutularak arjinaz aktivitesi
gerceklestirildi. Elde edilen degerler, hazirlanan ure
standart grafiginde degerlendirildi, doku protein dege-
rine oranlanarak arjinaz aktivitesinin 1 unitesi; doku
proteinin 1 miligrami1 bagma bir saatte olusan 1 pumol
ure olarak tanimlandi. Ornitin amino asidinin ninhidrin
ile olusturdugu mor renkli kompleks spektrofotometrik
olarak degerlendirildi. Doku orneklerinin diger kismu
1:10 (w:v) oraninda %1.15° lik KCI ile homojenize
edildi, 4000 x g’de 10 dakika santrufuj asamasindan
sonra berrak suipernatanlarda lipid peroksidasyonunun
son urini olan MDA’in tiyobarbiturik asitle verdi-
gi absorbsiyon 532 nm.de spektrofotometrik olarak
olculdui (20). Protein miktarlart Lowry (21) metodu ile
olculdu. Biyokimyasal analizler i¢in kullanilan kimyasal
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Tablo 1 Deneysel hipoksi modelinde NAS uygulamasinin karaciger dokusu arjinaz aktivitesi, ornitin ve MDA duzeylerine etkileri

Kontrol Hipoksik Grup NAS Grubu
(n=6) (n=9) (n=9)

MDA sk

. 2.4120.51 4.36=1.40 2.61x1.04%
(nmol/mg protein)
Arjinaz | 2308324500 | 381.8933.87" | 331.00+39.39""
(umol ure/dk/mg protein)
Ornitin . 48.80£11.29 | 40.6214.02 27.67+12.79°
(nmol/mg protein)

kontrol grubuna kars1 ~ p<0.05, “p<0.01 duzeyinde,

hipoksi grubuna karst Sp<0,05 duzeyinde istatistiksel anlamlilik.

maddeler analitik saflikta olup, Sigma (St. Louis, USA)
ve Merck (Darmstadt, Germany) firmalarindan temin
edilmisgtir.

Veri Analizi: Kontrol, hipoksik ve tedavi gruplarinin
karaciger doku orneklerinden her biri i¢in dl¢tilen spe-
sifik arjinaz aktiviteleri ile ornitin ve MDA duizeylerinin
gruplar arasindaki karsilastirmalart Mann-Whitney U
testi ile, her bir grupta veriler arasindaki korelasyonlar
Pearson korelasyon analizi ile yapildi ve p<0.05 anlamli
olarak kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verildi.

BULGULAR

Kontrol, hipoksik ve tedavi gruplarinda karaciger doku-
larinda saptanan arjinaz aktiviteleri, ornitin ve MDA
duzeyleri Tablo I’de gorulmektedir.

Hipoksik ve NAS gruplarinda karaciger dokusundaki
arjinaz aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede yuksek oldugu saptanmugtir (her ikisinde p=
0.001). NAS grubu ve hipoksik grup karsilastirildiginda,
karacigerdeki arjinaz aktivitesinin NAS grubunda daha
dusuk oldugu gorulmustur (p=0.012).

Karaciger ornitin duzeylerinde kontrol grubuna gore
hipoksik grupta anlamli bir degisiklik gozlenmemigtir.
Ornitin duzeylerinin NAS grubunda kontrol grubundan
anlamli olarak daha dusuk oldugu gorulurken (p=0.011);
NAS grubu ile hipoksi gruplarinda gozlenen ornitin
duzeyleri arasindaki farkin anlamli olmadigi gorulmis-
tar (p=0.200). Doku MDA duzeylerinin hipoksik grupta
kontrollere gore anlamli derecede arttig1, NAS grubunda
ise hipoksik gruba gore anlamli derecede azaldig: sap-
tanmustir (sirastyla p=0.005 ve p=0.019).

Hipoksik grupta doku MDA diizeyi ile arjinaz aktivitesi
arasinda pozitif korelasyon oldugu (r=0.809, p=0.008)
gorulmugtur (Sekil 1). Diger gruplarda, dlctilen paramet-
reler arasinda anlamli bir korelasyon saptanamamugtir.

TARTISMA

Ksantinin hipoksantine donusumunu katalizleyen
ksantin dehidrogenazin normal kosullarda enzimatik
aktivitesi sirasinda SOR agiga ¢ikmamaktadir. Hipoksi
durumunda ksantin dehidrogenaz degisiklige ugramakta
ve aktivitesi sirasinda SOR olusumuna yol agan ksan-
tin oksidaza donugmektedir. Hipokside gorillen SOR
artisindan; ksantin dehidrogenazin degisimi sorumlu
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tutulmakta ve bu degisimin proteolitik olabilecegi gibi
enzimin sistin kalintilarinin sisteine oksidasyonu ile de
olabildigi bildirilmektedir (22). NO’in ksantin oksidazi
inhibe ettigi gosterilmig ve boylece radikal olugumunu
azaltabilecegi ileri surulmustur (23). Calismamizda
hipoksik kosullarda arjinaz aktivitesinin ve doku lipid
peroksit diizeyinin yuksek oldugu gorulmustir. Hipoksik
grupta doku arjinaz aktiviteleri ile MDA duzeylerinin
arasinda guglu korelasyon bulunmasi; arjinazin SOR
uretimi ve hasari ile bir iligkisi olabilecegini gostermek-
tedir. Sonuc¢larimiz; arjinaz enziminin arjinini tiketerek,
NO uretiminde azalmaya yol agmuis olabilecegini, azalan
NO’in lipid peroksidasyonunu inhibe edememesinin bir
sonucu olarak doku hasarinin olugmus olabilecegini
dusundurmektedir. Fizyolojik derisimlerdeki NO, lipid
peroksidasyonunda sonlandirici etkiye sahiptir. Kantrow
ve arkadaslart (24) hipoksik akcigerde NO uretiminin
azaldigin1 gostermislerdir. Louis ve arkadaglar1 (25);
intakt hucrelerde hipoksi veya anoksi uygulandiginda
arjinaz enziminin aktivitesinin ve m-RNA duizeyinin
arttigini bildirmislerdir. Kili¢ ve arkadaglari (26) hipok-
side beyin, kalp, akciger ve karaciger dokularinda lipid
peroksidasyon artig1 oldugunu gostermiglerdir.

Cesitli caligmalarda hipokside hem doku, hem de kan
GSH seviyesinde azalma oldugu gosterilmistir (13-16).
Demir ve arkadaglar1 (27) iskemi ve reperfuzyon hasa-
rinda karacigerde lipid peroksit duizeylerinin arttigini
ve NAS uygulamasinin doku lipid peroksit seviyele-

440

420 4

400 1

380 -

360 | u}

ARGINAZ

340

2 3 4 5 6 7
MDA

Sekil 1 Hipoksi grubunda karaciger dokusu MDA diizeyi ile arjinaz
aktivitesi arasinda gozlenen iligki (r=.0809, p<0.01).
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rinde azalmaya yol actigini one surmuslerdir. Bir GSH
onculu olan NAS uygulamasinin doku GSH duzeyinde
yukselmeyi sagladig: bildirilmektedir (28). Tiyol grubu
iceren NAS’in GSH onculu oldugu ve ayrica cesitli
SOR bilesikleri ile tepkimeye girdigi bildirilmektedir
(29). Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH’un
azalmasimin hipokside goriilen doku hasarina katkida
bulunabilecegini dustinerek NAS uyguladigimiz grup-
ta, doku lipid peroksit duizeyinde hipoksik gruba gore
anlamli derecede dusus gorulmustir. Calismamizin
sonuclar1, hipoksi uygulamasinin artan ROS uretimine
bagli olarak doku GSH seviyesinde azalmaya yol acabi-
lecegi ve NAS uygulamasinin gerek GSH onciili olmast,
gerekse direkt antioksidan etkileri aracilig1 ile oksidan
stresi azaltmig olabilecegi savimi guglendirmektedir.
Tedavi grubunda NAS uygulamasinin doku GSH sevi-
yesinde artisa yol agarak ksantin dehidrogenaz enzimi-
nin sistin kalintilarint oksitlemesini azalttig1 ve bu yolla
ROS olusumunun azalmasimi da saglamis olabilecegin
dustnulmektedir.

Sitozolik bir enzim olan ODK poliamin biyosentezinin
hiz kisitlayici basamagint kataliz etmektedir (11,20).
Poliaminler tum memeli huicrelerinde bulunur ve hiuic-
relerin bulyimesi ve gelismesi i¢in onemli olan biyo-
molekullerdir. Calismamizda, karaciger dokusu ornitin
duzeylerinde, sadece tedavi grubunda kontrol grubun-
dakilere gore anlamli azalma oldugu gorulmustur. Bu
sonug, NAS tedavisinde ornitin amino asidinin daha
fazla oranda poliamin sentezinde kullanilmig olabilecegi
savini kuvvetlendirmektedir.

Sonu¢ olarak sekil 2’de goruldugu gibi; dokularda
oksijen kismi basincinin azalmasi, gesitli noktalarda
SOR agiga cikmasint tetiklemektedir. Bu noktalardan
biri ksantin oksidaz aktivitesidir. Doku ATP igeriginin
azalmasi, ADP artisiyla sonlanmakta ve artan adenozin
nuikleotidleri yikima ugramaktadir. Ksantin oksidaz akti-
vitesi hipoksik kogullarda SOR molekilleri olusturarak,
oksidan hasarin gelisiminde onemli rol oynamaktadir.
Arjinaz aktivitesindeki artig, hipoksik kosullarda SOR
molekiillerinin artisina bagli kovalent modifikasyon-
la olabilecegi gibi; hipoksiye adaptasyon da olabilir.
Hipoksik kosullarda bazi proteinlerin sentezi azalirken,
bazilarminki artmaktadir. Arjinaz aktivitesi sonucu olu-
san ornitin, RNA sentezinde rolu oldugu ileri surilen
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