e i A I — e T T

F.U. Saglik Bil.Dergisi 1998, 12(1) 7-10

DENEYSEL OLARAK SIROZ OLUSTURULAN SICANLARDA KARACIGER ARGINAZ
ENZiM DUZEYI™

Ihsan HALIFEOGLU Nevin ILHAN Necip ILHAN
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Elazig-TURKIYE
Gelis Tarihi: 18.11.1997

Liver Arginase Activity In Rats With Experimental Cirrhosis

SUMMARY

Arginase (L-arginine ureohydrolase, EC. 3.5.3.1) is the final enzyme of the urea cycle and is present in most
tissues. Arginase converts arginine (o ornitine and urea. The main source of this enzyme is liver and it is affected by
experimentally induced liver injury. For this purpose cirrhosis was induced in rat with carbon tetrachloride (CCl4 )
and the level of liver tissue arginase was determined. Tiosemicarbazide-Diacetylmonoxime-Urea (TDMU) method for
arginase and Lowry method for tissue protein were used. Activity of arginase was defined as U/mg protein.hour and
results were compared with control group. The mean value of control group was found 312.50 + 42,79 U/mg pro-
tein.hour (mean + S.D.) and the mean value of experimental group was found 201.42 + 38.48 U/mg protein/hour.
The difference between the two groups were statistically significant (p < 0.001). These results revealed that arginase
activity of liver tissue is decreased in cirrhosis due to cell damage.
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OZET

Arginaz (L-arginin iireohidrolaz,EC 3.5.3.1) ire dongisiinin son enzimidir ve birgok dokuda bulunur.
Arginaz,arginini iire ve omnitine evirir.Bu enzimin ana kaynag karacigerdir ve karacigerde olusturulan hasardan
etkilenir.Bu amagla karbon tetrakloriir (CCly) ile siganlarda siroz olusturuldu ve karaciger doku arginaz diizeyi sap-
tand1. Arginaz aktivitesi igin tiyosemikarbazid-Diasetilmonoksim-Ure (TDMU) ve doku proteini igin Lowry metodu
kullamldi. Arginaz aktivitesi U/mg- protein saat olarak tarif edildi ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastinldi. Kontrol
grubunun ortalama degeri 312.50 + 42.79 (ortalama * S.D.) U/mg-protein.saat ve deney grubunun ortalama degeri
201.42 + 38.48 (ortalama + S.D.) U/mg-protein.saat olarak bulundu. ki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak an-
laml1 oldugu gorildi (p < 0.001). Bu sonuglar gostermektedir ki sirozda hiicre hasanna bagl olarak arginaz enzim
diizeyi karaciger dokusunda azalmaktadir.

Anahtar kelimeler: Arginaz, karaciger, siroz, CCly

GIRIS

Ureolitik organizmalarda arginaz enziminin (L- molekiil olarak gérev almaktadir (1,2). Ure déngiisiiniin
arginin iireohidrolaz; E.C.3.5.3.1) ana fonksiyonu; son enzimi olan arginaz asagidaki denklemde goriildii-
amonyagn detoksifikasyonu igin iire olustunnak_t{r. gii gibi arginini hidroliz etmektedir (3)
Argininin hidrolizi ile ikinci drin olarak olusan"ornmn Arginaz
ise, hem ire dongiisiinin devaminda hem de hiicrenin N ) N
boliinmesi ve farkhligl igin poliamin sentezinde onci Arginin + H20 > Ure + Ornitin

*Bu ¢aligma 28-31 Ekim 1997 tarjhleri arasinda Izmir'de yapilan X1V.Ulusal Biyokimya Kongresinde Poster olarak sunulmugtur.
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Ana kaynagt Karaciger olmakla birlikte arginaz
enzimi bobrek, beyin, bagirsak ve eritrosit (4). tiroid do-
kusu(5). uterus(6) gibi bir ¢ok dokuda bulunmaktadir.
Insanlarda arginaz cnziminin beg tipinin oldugu (7).

g i) .42 ) ag . .
Mnt=, Cot<, Nit<s, Mgt< gibi metal iyonlarninin enzi-
" P s 2 ) #) .
min aktivitesini artiner ve Hgte, Znt=, Ag*t<, sitrat,
borat. L-ornitin ve L-10sinin aktiviteyi engelleyici yonde
ctki gosterdikleri anlagilnusur (8.9).

Arginaz cnzimi cksikliginde hiperargininemi tab-
losu olusur Ki bunun sonucunda plazma amonyak diize-
vinin artmasina bagh olamk mental gerileme, gelisme
bozuklugu gibi istenmiyen sonuglar meydana ¢1-
kar(10.11).  Serum  arginaz  dizeyi  miyokard
infarktistinde (12), meme kanserinde (13), kolorektal
kanserde (4), siroz, viral veya toksik hepatit, hepatik
nekroz, megaloblastik anemi gibi hepatosellilar hasar-
larda (2.8) artis gostermektedir.

Bu ¢calismanin amacy; karbon tatrakloriir muame-
lesi sonucu deneysel olarak siroz olusturulan sigan kara-
cigerinde doku arginaz enzim diizeyindeki degisiklikle-
ri tespit etmekdr.

MATERYAL VE METOT

Kimyasal maddeler: Bu ¢aligmada analitik saf-
likta kimyasal maddeler kullamuldu.

Deney hayvanlar: Agirhiklan ortalama olarak
150-200 gram olan Wistar-Albino cinsi siganlar kulla-
mld1. Siganlar 12 saat giin 15181 alan ve havalandirmasi
olan bir odada 6zel olarak hazirlanmus kafeslerde baki-
ma alindi. Deney hayvanlan Elazig Yem Fabrikasindan
saglanan 6zel sigan yemi ile beslendi.Kullanilan yemin
icerigi asagidaki gibidir: Bugday %10, musir %22, arpa
%]13, kepek %8, soya fasulyesi %26, balik unu %8,
kemik unu %3, melas %35, tuz %5, mineral karmasi
(basitrasin, mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt,
selenyum, Kalsiyum, antioksidan) %1.25 ve vitamin
karmasi (A, D3, E, K, By, B2, Bg, B12, folik asit,
nikotinamid, biotin ve kolin kloriit) %1.25.Deney hay-

vanlarina bu yem ile birlikte kafeslerdeki 6zel bolime -

verlestirilen ve u¢ kistmlaninda damlahk bulunan ozel
sigelerle su venldi. Deney hayvanlarimin kafesleri
hergiin dizenli olarak temizlendi (14).

Bu calismada 10' kontrol ve 20'si deney olmak i-
zere toplam 30 adet sigan kullanildi. Deney grubundaki
sicanlarda siroz olugturmak igin selektif hepatotoksin

olarak Merck marka karbontetrakloriir (CCl4) kulla-
mldi (15,16). CClg zeytinyagt (Sigma) ile 3/4 (v/v)
oraninda kanstirildi ve haftada iki kez olmak ftizere alt1
hafta boyunca 0.150 ml/100 gram deni altina enjekte
cdildi.Alti hafta sonunda bir sigan dekapite edilerek
karaciggerinde histopatolojik inceleme  sonucu - siroz
olustupu goriildii. Béylece biitiin siganlar teker teker
dckapite cdilerek karacigerleri alindi ve deney grubunu
olusturan siganlarin hepsinin karacigerlerinde bu siire
sonunda siroz olustugu histopatolojik olarak tespit edil-
di,

Kontrol grubu hayvanlanna da ayn siire ve dozda
sadece zcytinyag: (mineral oil) verildi ve dekapite edile-
rek karaciperleri almndiktan sonra arginaz enzim
aktivitesi ol¢ildu.

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi: Ka-
raciger dokusunun net agirhg 100 mg olarak tartildik-
tan sonra iizerine 1/10 oranunda pH's1 7.4 olan 0.01 M
Tris-HCI tamponu eklenip ve iyice pargalanarak buzlu
su icindeki homojenizatér (Potter-Elvenjem,cam-cam)
vasitasiyla  homojenize  edildi(17). Elde edilen
homojenat sogutmall santrifijde (Sorvall RC-3B)
20.000 rpm' de 30 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatant enzim kaynag1 olarak, daha sonra kullanil-
mak iizere, -20 derecede saklandi. Bu ¢aligmada karaci-
ger doku arginaz diizeyi Tiyosemikarbazid -
Diasetilmonoksim - Ure (TDMU) metodu(18), doku
protein miktar1 Lowry (19) yontemi ile tespit edildi.

Bir iinite enzim aktivitesi, bir saatte 37 °C'de L-
arginin substratindan 1 mikromol iire olusturan enzim
aktivitesinin mg-protein cinsinden ifadesi olup U/mg-
protein.saat olarak tanimlandi

Istatistiksel ¢alismalarda Student t testi kullanila-
rak iki ortalama arasindaki farkin nemliligi incelendi
(20).

BULGULAR

Karaciger dokusuna ait arginaz enzim
aktivitesinin siroz olusturulmug grup ile kontrol gru-
buna ait degerleri tablo 1'de verilmektedir. Tablodan
anlagildig gibi U/mg-protein.saat olarak verilen arginaz
aktivitesi sirozlu grupta kontrol grubuna gore saysal
olarak daha diisiik olup istatistiksel karsilagtinlmada
ise iki grup arasindaki fark anlamhdir (p<0.001).
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Tablo 1.Karaciger sirozu olusturulmus deneysel grup ile kontrol grubu olusturan sicanlarda karaciger homojenati

arginaz enzim aktivitesinin kargilastiriimasi (ortalama + Stan

dart sapma, X+ S.D.)

Sirozlu grup

Parametre Kontrol grubu
Arginaz (U/mg-protein.saat) 312.50 £ 42.79
n=10

201.42 + 38.48"
n=20

* p <0.001 Sirozlu grup kontrol ile kargilastinildiginda.

TARTISMA

Karacigerde asin miktarda fibréz doku gelismesi,
parankimal hiicrelerin ¢ogunu tahrip ederek kan da-
marlanmn etrafimt kusatmak suretiyle karacigere portal
kanin akisina karsi bir direng olusturur ki bu hastalik
karaciger sirozu olarak bilinir. Siroz, siklikla alkolden
kaynaklamir; ancak karbon tetrakloriir zehirlenmesi,
enfeksiyoz hepatit gibi viriis hastaliklan ve safra ka-
nallaninin enfeksiyonu gibi durumlar takiben de siroz
goriilebilir. Bu galigmada karbon tetrakloriir kullamla-
rak siganlarda deneysel siroz olusturuldu ve karaciger
doku arginaz diizeyleri 6lgiildii. Tablo 1'de gorildiigi
gibi siroz olusturulmus siganlarda karaciger doku
arginaz1 diizeyi oldukg¢a diigmektedir. Hepatoselliler
hasarda serum arginaz diizeyinin arttig1 belirtilmektedir
(2,8.21). Aminlari ve arkadaglan (22) deneysel karaci-
ger nekrozu sonucunda serum arginaz diizeyinde artig
bulmuslardir. Maier ve arkadaslan (23) alkolik hepatitte
karaciger doku arginaz diizeyinin karaciger hiicre nek-
rozunun bir géstergesi olarak azaldigini, Gebhardt ve
Reichen (24) ise karbon tatrakloriir ve fenobarbital
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