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SELENYUMUNUN DOZU, UYGULAMA YOLU VE SURESININ KARACIGER VE
BOBREK ARGINAZ AKTIVITESI UZERINE ETKisI

OZET

Bu calisma selenyumun doza, siireye ve uygulanis sekline gdre rat
karaciger ve Dboébrek arginaz aktivitesi {izerine etkisini arastirmak
amaciyla yapildi. Selenyumun intraperitoneal (i.p) olarak wuygulandigi
gruplarda uygulamadan sonraki 4, 24, 48, 72 ve 144. saatlerde, agiz
yoluyla (p.o) uygulananlarda ise uygulamadan sonraki 6. haftanin sonunda
karaciger ve Dbobrek dokulari alindi. Arginaz aktivitesi oOlg¢imi igin
Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim-Ure metodu kullanildi. AJiz vyoluyla
uygulamalarda karacigerde her iki grubun arginaz degeri kontrolden yiiksek
cikti (P<0,05), Dbobrekte ise vyalnizca 0.02 pg/g uygulanan gruptaki
ylukselme kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05).
Se’un arginaz aktivitesini ne kadar sltrede maksimum seviyeye ¢ikardigini
ve i.p veya p.o uygulamada en etkili dozu bilmenin L-arginin-NO yolunu
arginaz ya da NO lehine cevirmede kullanilabilecegi kanaatine
varilmistair.

Anahtar Kelimeler: Selenyum, Arginaz, Rat, Karacider, Bobrek

DOSE, ROUTE AND DURATION-RELATED EFFECTS OF SELENIUM ON LIVER AND
KIDNEY ARGINASE ACTIVITY

ABSTRACT

In this study effects of selenium administered at different doses,
by different routes and for different durations on 1liver and kidney
arginase activity were investigated. After intraperitoneally (i.p)
selenium application at 4, 24, 48, 72, 144th hours tissue samples were
taken. In peros (p.o) group, tissue samples were taken at the end of 6th
week. Tiyosemicarbazide-Diasetilmonoxim-Urea method was used to measure
arginase activity. In 1i.p administered group the highest arginase
activity in both tissues was detected at 48 h post administration. At 144
h post administration liver arginase activity was lower than controls
(p<0,05) and kidney arginase activity was similar the controls (p>0,05).
In p.o group, liver arginase activity of both groups was higher than
controls (p<0,05) while kidney arginase activity of group receiving Se at
the dose of 0.02 ug/g was statistically higher than controls
(P<0,05) .Determination of optimal dose, period and route of Se
administration to maximize arginase activity would be useful to know to
direct L-arginine-NO pathway in favor of arginase or NO.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Arginaz (L-arginine amidinohydrolase, EC 3.5.3.1) L-arginini {re
donglstnliin son reaksiyonunda L-ornitin ve {UUreye doénUsturir. Arginaz
enziminin ana kaynadi karaciger olmakla beraber bodbrek, badirsak, beyin
gibi karaciger disi dokularda da yer aldigi gorilmis, enzimin ire doénglist
disinda biyolojik fonksiyonlari olabilecedi oOne sirtlmiistir [4 ve 5].
Memelilerde arginazin karacider (tip I) arginazi ve nonhepatik (tip II)
arginaz olmak tlzere iki izoformu oldugu bildirilmistir. Tip I arginaz
memeli karaciger ve eritrositlerinde vyaygin olarak bulunurken, tip II
arginaz makrofaj, bdbrek ve endotelial hiicrelerde yaygin olarak bulunur
[3, 6, 11 ve 15].

Nitrik oksit (NO), L-argininden sitrulin olusumu sirasinda Nitrik
Oksit Sentaz (NOS) tarafindan L-argininin guanidin nitrojen grubunun
hidroksilasyonu ile olusan ara Urindir. Yapisal NOS 1ile {retilen NO
normal fizyolojik olaylar ig¢in gereklidir. Indiklenebilir ©NOS ile
iretilen yiiksek konsantrasyonlardaki NO dokudaki hasari artirir. Kisaca
NO akut vyangisal olaylarda hem koruyucu hem de hasar vyapici molekil
olarak etki gbdsterebilir [22].

Arginazin, NOS ile ortak substrati olan L-arginini kullanarak
substrat tlikenmesine vyol actigi ve Dbodylece NO sentezini dizenledigi;
poliaminlerin (putressin, spermidin, spermin) sentezinde kullanilan
ornitini sentez ederek hiicre blylmesinde rolli olabilecegi bildirilmistir
[2, 4 ve 5].

2. ARASTIRMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICATION)

Selenyum (Se) oksidatif strese karsi koruyucu etkileri olan,
proteinlerin yapisina selenosistein olarak giren ve antioksidant
6zellikleri olan bir esansiyel elementtir [23]. Se ve arginaz arasinda
iliski oldugunu bildiren calismalar mevcuttur [8 ve 21]. Bu calisma Se’un

doza, slreye ve uygulanis sekline gdre rat karaciger ve bobrek arginaz
aktivitesi ilzerine etkisini arastirmak amaciyla yapildi.

3. GEREC VE YONTEM (MATERIAL AND METHOD)

Bu ¢alismada, 200-300 g adirliginda 114 adet Wistar Albino rat
kullanildi. Ratlar 1i.p grup ve p.o grup olmak fizere 1iki ana gruba
ayrildi. Bunlarin 96 tanesine i.p. (6 kontrol, 30’una 0.1 mg/kg, 30’una
0.2 mg/kg, dier 30 tanesine de 0.4 mg/kg dozunda) sodium selenit enjekte
edildi. 18 tanesine de oral yolla (6’s1i kontrol, 6’si 0.02 ug/g ve diger
6’sina da 0.5 ug/g) sodium selenit yeme katilarak 6 hafta boyunca
uygulandi. Kontrol grubuna 6 hafta boyunca selenyumsuz yem verildi.

Selenyumun i.p olarak uygulandidi gruplarda uygulamadan sonraki 4,
24, 48, 72 ve 144. saatlerde, p.o uygulananlarda ise uygulamadan sonraki
6. haftanin sonunda biitin gruplardaki hayvanlar dekapite edilerek bdbrek
ve karacier dokulari alindi ve deney yapilana kadar -20°C’de saklandax.
Doku ©&rnekleri soduk serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile yikanarak iki
siizge¢ kadgidi arasinda kurutulduktan sonra 1 g olarak tartilip, 4 mM
MnCl2 (1/10, w/v) ilavesinden sonra kirilmis buz icerisinde (Potter-

Elvehjem, cam-cam) homojenizatdorle homojenize edildi. Homojenatlar
sojutmali santrifijde (Sorvall RC-5B) 21 000 g’de +4°C’de 15 dakika
santrifije tabii tutuldu ve islemden sonra peletler atilarak

stipernatantlar alinip, enzim kaynadi olarak kullanildi.

Dokulardaki arginaz aktivitesi, L-argininin arginaz ile hidrolizi
sonucu olusan irenin Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim-Ure (TDMU) metodu
[9] ile Olc¢lilmesi sonucu saptandi.
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1 saatte, 37°C’de,

ire/mg protein/saat olarak tanimlanmistir.

Istatistiksel analiz:

sunuldu.

alt grup karsilastirmalarinda ise Duncan testi uygulandi (p<0,05).

4. BULGULAR (FINDINGS)

Calismamizda 1.p selenyum uygulamalarinda karaciger ve Dbobrek
dokusunda en yiksek arginaz aktivitesine 48. saatte ulasildi 144. saatte
arginaz aktivitesi karacigerde kontroliin altinda (P<0,05), bobrekte ise
kontrolle ayni dederde c¢ikti (Tablo 1 wve 2). Genel olarak 1i.p
uygulamalarda biitiin saatlerde en fazla enzim aktivite artisi bdbrek
dokusunda 0.4 mg/kg doz, karaciger dokusunda ise 0.2 mg/kg doz
uygulamasinda gorilmistir.

p.o uygulamalarda karacierde her 1iki grubun arginaz degderi
kontrolden vyuksek c¢ikti (P<0,05), bobrekte ise vyalnizca 0.02 wug/g
uygulanan gruptaki ylikselme kontrole gdre istatistiksel olarak anlamla
bulundu (P<0,05). (Tablo 3)

Sonu¢ olarak selenyum uygulamasi her iki sekilde de arginaz
enzimini aktive etti, ancak i.p wuygulamalarda arginaz aktivitesinin

maksimum seviyeye ulasmasi 48.

saatte oldu.
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L-argininden 1 umol
iire olusturan enzim aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesi olup,

Elde edilen verilerin aritmetrik ortalamalari
Gruplar arasinda karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi,

Tablo 1. Selenyum uygulanmasinin (i.p) rat rdbrek arginaz aktivitesi
(u/mg protein) tlzerine etkileri
(Table 1. Effects of selenium (i.p) administration on rat kidney arginase
activity (u/mg protein)

Uygulama Uygulanan doz Uygulanan doz Uygulanan doz
Stresi (saat) 0.1 mg/kg( i.p) 0.2 mg/kg (i.p) 0.4 mg/kg (i.p)

0 7.91 £ 0.81b 7.91 £ 0.81bc 7.91 + 0.81cd

4 10.91 £ 4.70b 6.19 + 1.26¢C 14.83 + 2.96bc

24 19.15 £ 2.3ba 12.70 =+ 1.97b 25.45 t 4.42a

48 24 .62 * 2.6la 22.58 £ 2.59a 27.78 £ 2.70a

72 7.87 £ 0.69 9.91 + 2.46bc 16.68 = 2.79%

144 6.08 + 0.36b 5.63 £ 0.32c 5.63 = 0.50d

a,b,c,d Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark onemlidir (p<0.05)

Tablo 2. Selenium uygulanmasinin (i.p) rat karacider arginaz aktivitesi
(u/mg protein) tizerine etkileri
(Table 2. Effects of selenium (i.p) administration on rat liver arginase
activity (u/mg protein)
Uygulama Uygulanan doz Uygulanan doz Uygulanan doz
Stresi (saat) 0.1 mg/kg( i.p) 0.2 mg/kg (i.p) 0.4 mg/kg (i.p)
323.47 + 25.82c¢ 323.47 + 25.82b 323.47 + 25.82b
262.51 £ 20.94cd 311.74 + 24.53b 288.50 + 40.30b
24 493.95 + 24.12b 591.80 + 66.02a 499.11 + 29.17a
48 629.05 * 37.60a 639.75 * 62.32a 466.93 * 32.06a
72 423.41 + 27.84b 413.16 £ 34.32b 348.13 + 17.96b
144 196.90 + 23.04d 195.93 + 10.23c 154.31 + 36.61c

a,b,c,d Ayni

stitunda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark Onemlidir (p<0,05)
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Tablo 3. Selenium uygulanmasinin (p.o) rat karaciger ve bobrek arginaz
aktivitesi (u/mg protein) tzerine etkileri
Table 3. Effects of selenium (p.o) administration on rat liver and kidney
arginase activity (u/mg protein)

Kontrol 0.02 pug/g (p.o) 0.5 pug/g (p.o)
Karaciger | 258,21 + 17.17b | 410.48 +28.00a | 396.61 + 32.81la
Bobrek 3.99 £ 0.57b 11.83 + 2.93a 9.35 £ 2.76ab

a,b,c,d Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark onemlidir (p<0,05)

5. TARTISMA (DISCUSSION)

Arginaz azot metabolizmasinin kilit enzimidir. Ana substrati olan
L-arginini, ire ve L-ornitine donistirir. Son yillarda yapilan
calismalar, memelilerde arginaz-I (A-I) ve arginaz-II (A-II) olmak izere
enzimin en az iki farkli formu oldudgunu gdstermistir. Bunlardan A-I
sitoplazmik kokenli wve agirlikli olarak karacigerde bulunurken, A-II,
bobrek, beyin, ince barsak, meme dokusu ve makrofaj gibi ekstrahepatik
dokularda bulunmakta ve mitokondriler icinde vyerlesim gbstermektedir
[15].

Ginimltizde dizenleyici enzim olan arginazla vyapilan c¢alismalarda
artis vardir. Bu ilginin nedeni, arginazin NO, poliamin, agmatin, prolin
ve glutamat sentezinde oynadigi rol olabilir. Arginaz enzimi, {re
sentezindeki wvazgec¢ilmez roliniin yaninda, poliamin, prolin ve glutamat
sentezi i¢in ornitin dretimini de saglar.

Arginaz enziminin {zerinde durulan diger bir ©6zelligi ise NOS
enzimi ile ortak substrat olan arginini kullanmasidir. NOS etkisi ile
argininden NO {retilmekte wve bu 1ki enzimin arginini tiketmek icin
birbiriyle yaristidi vurgulanmaktadir [12].

Esansiyel bir element ve antioksidan olan Se glutatyon peroksidazin
(GSH-Px) sentezine katilmak suretiyle hilicreleri oksidatif hasara karsi
korur [10]. Serbest radikalleri elimine ederek 1lipid peroksidasyonu
baskilayan GSH-Px’in aktivitesi Se miktariyla iliskilidir [16].

Gebeligin farkli asamalarinda sigir fotal dokularinda bakair,
mangan, c¢inko ve selenyumun depolanmasi ile ilgili olarak vyapilan
calismada karacigerde mangan ve selenyum arasinda pozitif korelasyon
oldugu bulunmustur [1].

Arginaz enziminin Mn katyonlari tarafindan aktive edildigini
gbsteren calismalarin yani sira Se’un arginaz enzimini aktive ettidine
dair calismalar da mevcuttur. Se ile Mn arasindaki pozitif korelasyon bu
bulgulari dogrulamaktadir. Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldudu
ve tetramerik vyapinin olusmasi ic¢cin Mn katyonlarinin gerekli oldudu
Muszynska [18] tarafindan bildirilmistir. Mn iyonlarinin enzime
baglanmasi enzimin 1siya dayanikliligini artirdigi ve enzimi
inaktivasyonlara karsi korududgu calismalarla gdsterilmistir [14 ve 20].
Se’un enzimi aktive etme mekanizmasi ile ilgili herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamasina radmen benzer bir mekanizma ile aktive ettigi
distintilebilinir.

Ratlarin beyninde selenyumun antioksidant etkisi wve NO {zerine
etkisinin arastirildidi calismada diyete ilave edilen selenyumun NO
Uretimini inhibe ettidi goritlmiis wve NO inhibisyonunun kronik yangisal
hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecedi kanisina varilmistir [13].

Astimin patogenezisinde arginaz aktivitesindeki artisin wve NO
seviyesindeki azalmanin rol oynayabilecedi o6ne sirilmistliir. Bu amacgla
Morris ve arkadaslari [17] tarafindan astimli hastalarda vyapilan
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calismada, astimla hastalarin dolasimlarinda arginaz aktivitesinin
yliksek, L-arginin konsantrasyonunun diisiik oldugu bulunmus, bunun da NO
seviyesinde diismeye, dolayisiyle havayollarinda hiper reaktiviteye neden
olduu gdsterilmistir. Arginindeki bu degdisimler argininin astim
tedavisinde yeni bir strateji olabilecedi fikrini akla getirmistir.

Sepsis ve vyangi olaylarinda iNOS enziminin tetiklenmesiyle NO
Uretimi artar. Travma durumunda ise ekstrahepatik arginaz I aktivasyonu
artarken NO sentezi azalir. Arginaz I ve NOS enzimleri arginini substrat
olarak kullanirlar. Arginaz I ekspresyonu arttiginda hiicre ig¢inde ornitin
ve poliamin konsantrasyonlari artarken, endotel hiicrelerde Dbazal NO
sentezi azalir [19].

Tuberkiilozda L-arginin-NO yolunu arastiran calismada; tuberkiilozlu
hastalarda pleural arginaz aktivitesi akciger kanseri ve pneumonili
hastalara gdre Onemli derecede azalmis, NO seviyesi ise yliksek olmustur.
Sonucta tuberkiilozun patogenezisinde L-arginin-NO yolunun O6nemli oldugu
gbsterilmistir. Arginaz aktivitesindeki azalmanin arginin birikimine,
bunun da NO sentezinde artisa yol acabilecegdi bildirilmistir [7].

Erisir ve arkdaslara [8] tarafindan yiksek dozda
glikokortikoidlerle muamele edilen ratlarin karaciger, bobrek, kalp
dokularindaki arginaz aktiviteleri {izerine vitamin E ve selenyumun
etkilerinin arastirildidi c¢alismada; Se’un karaciger, bobrek ve kalp
dokusundaki arginaz aktivitesini hem kontrole hem de prednisolon
uygulanmis gruba gdre artirdidi gdzlenmistir. Yapmis oldudumuz calismada
p.o ve 1i.p olarak verilen Se’un arginaz aktivitesini hem karacider hem de
bobrekte artirmasi literatiirlerle uyum gdstermektedir. Calismamizda i.p
uygulamalarda her iki dokuda da en yiiksek arginaz aktivitesine 48. saatte
ulasilmistir. Genel olarak 1i.p uygulamalarda bitiin saatlerde en fazla
enzim aktivite artisi bdbrek dokusunda 0.4 mg/kg doz, karacier dokusunda
ise 0.2 mg/kg doz uygulamasinda gorulmistir.

Arginaz ve NO’in travma, astim, tiberkiiloz, sepsis, tumdr, bdbrek
hastaliklari dahil pek c¢ok hastaliklarla iliskisi oldugu ve L-arginin-NO
yolunun yarisma halinde oldudu ile ilgili calismalara tartisma kisminda

genis olarak yer verilmistir. Se GSH-Px enziminin vyapisina girerek
antioksidan 06zellik gdstermektedir. Se’un arginaz aktivitesini artirdigdz
[81, NO aktivitesini ise dustrdigi [13 ve 24] calismalarla
bildirilmistir.

6. SONUC VE ONERILER (CONCLUSION AND SUGGESTS)

Arginaz ile NO arasinda yaris oldugu, Se’un arginazi aktive ettigi
NO’i1i ise inhibe ettidi calismalar sayesinde bilinmektedir. Calismamizda
i.p olarak wverilen Se’un arginaz aktivitesini maksimum seviyeye
ulastirdigi saat ve doz ile p.o uygulamada en ylksek aktiviteyi veren doz
tespit edilmistir. Se’un dozu, uygulama yolu ve sliresinin arginaz
aktivitesi ile iliskisini bilmenin L-arginin-NO yolunu arginaz ya da NO
lehine c¢evirmede faydali olabilecedi kanaatine varilmistir.
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