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OZET

Bu calisma, yiiksek dozda gentamisin verilen ratlarda manganez kloriir (MnCl,)’iin karaciger ve bobrek arginazi
tizerine etkilerini arastirmak amaciyla yapildi. Erigskin 36 adet Wistar Albino rat 6 esit gruba ayrildi. Birinci grup
kontrol, ikinci gruba tek basina gentamisin (gentamisin siilfat 100 mg/kg, i.p.), liglincii ve dordiincli gruplara tek
basina MnCl, (sirasiyla, 2 ve 20 mg/kg, i.p.), besinci ve altinct gruplara ise gentamisin ile birlikte MnCl,’in iki farkli
dozu 6 giin siireyle verildi. Son enjeksiyondan 24 saat sonra ratlardan alinan karaciger ve bobrek 6rneklerinde arginaz
aktiviteleri spektrofotometrik yontemle belirlendi.

Karaciger ve bobrek dokusu arginaz aktiviteleri kontrol grubuyla karsilagtirildiginda gentamisin verilen gruplarda
arttig1 gorildii. MnCl,’in diisiik dozu karacigerde arginaz aktivitesini kontrole gore artirirken (p<0.001), yiiksek dozu
aktiviteyi degistirmedi (p>0.05). Buna karsilik bobrekte MnCl,’in hem diisiik, hem de yiiksek dozunun arginaz
aktivitesini artirdig1 belirlendi (p<0.001). Gentamisin ile birlikte verilen MnCl, ise hem karacigerde, hem de bobrekte
arginaz aktivitesini artirdi. Karacigerde gentamisin ile birlikte uygulanan diisik doz MnCl,’{in arginaz aktivitesini
(p<0.001), yiiksek doz MnCl,’e gore daha fazla artirdig1 goriildii (p<0.001).

Sonug olarak, yiiksek dozda gentamisin uygulamalari sirasinda olusan hasarin azaltilmasi bakimindan diisiik
miktarlarda manganez uygulamasinin arginaz aktivitelerini arttirmak suretiyle iyilesmeye yardimci olabilecegi
kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, Gentamisin, Manganez kloriir, Karaciger, Bobrek.

ABSTRACT

The Effect of Manganese Chloride on Liver and Kidney Arginase Activity in Rats Given High Dose
Gentamicin

The aim of this study was to investigate the effect of manganese chloride (MnCl,) on liver and kidney arginase
activities in rats given a high dose of gentamicin. Thirty six Wistar Albino rats were divided into 6 groups as follows:
Group 1 was control group; Group 2: received gentamicin alone (gentamicin sulphate 100 mg/kg i.p.); Group 3 and 4:
received MnCl, alone (2 mg/kg i.p. and 20 mg/kg i.p.); Group 5: received gentamicin (100 mg/kg i.p.) and MnCl, (2
mg/kg i.p.), Group 6: received gentamicin (100 mg/kg i.p.) and MnCl, (20 mg/kg i.p.). Injections were repeated daily
for 6 days. Twenty four hours after the last injections samples were kidney and liver collected in rats and arginase
activities were spectrophotometrically detected.

Arginase activities of liver and kidney tissues of groups receiving gentamicin (p<0.001) were higher than control
group. The lower dose of MnCl, significantly increased liver arginase activity (p<0.001) compared to control rats, but
the higher dose did not effect (p>0.05). On the other hand, both low and high doses of MnCl, increased kidney
arginase activity (p<0.001) compared to control group. Administration of together with gentamicin and MnCl,
increased arginase activities in both tissues. The low dose of MnCl, administered together with gentamicin caused
more elevation (p<0.001) than high dose (p<0.001).

In conclusion, it was suggested that tissue damage in administrations of high dose gentamisin could be reduced
through increased arginase activity by administration of low dose manganese.
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GIRiS

Klinikte yaygin olarak kullanilan bazi ilaglar
bobrekler iizerinde toksik etkilere sahiptirler.
Bunlarin baglicalart aminoglikozid antibiotikler,
nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar ve anjiyotensin
donistiiriici  enzim  inhibitorleri ve birgok
antineoplastik ajanlardir (1). Gentamisin 6nemli
bir aminoglikozid antibiyotik olup, insan ve
hayvanlarda basta Gram (-) bakteriler olmak
iizere bir¢ok mikroorganizmaya karsi kullanilir.
Terapotik dozlarda da bdbrek hasarina neden
olabilen bu ilaglar1 kullanan hastalarin yaklasik
%?20’sinde akut bobrek yetmezligi goriilebil-
mektedir (2-4).

L-arginin nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi
tarafindan nitrik oksid (NO)’e, arginaz tarafindan
ise Uire ve ornitine metabolize edilir ve yangisal
olaylarda bu iki yol yarisma halindedir. Yangisal
olaylarda sitotoksik ve vazodilatator etkili NO ile
matriks sentezi ve hiicre proliferasyonunu tesvik
eden ornitin arasmmda bir denge vardir (5).
Arginaz (L-arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1)
iire dongiisiiniin son basamaginda L-argininin
ornitin ve tireye hidrolizini katalizleyen bir
enzimdir (6). Ure déngiisiiniin tiim enzimlerini
iceren karaciger hem fiire sentezinin, hem de
arginaz aktivitesinin en yogun oldugu organdir
(7). Karaciger diginda arginaz enzimine bobrek,
bagirsak, beyin, rumen, akciger, kalp, dalak,
iskelet kasi, eritrosit, fibroblast, makrofaj ve
tiikkriik bezleri gibi noniireotelik dokularda diisiik
diizeylerde rastlaniimaktadir (8-11).

Bir metalloenzim olan arginazin, tam aktivite
gosterebilmesi, alt birimlerine ayrilmamasi ve
kuvaterner yapisinin sekillenmesi i¢in her alt
birimin bir mol manganez (Mn"®) igermesi
gerekmektedir (6,12).

Bu ¢alisma, yiiksek dozda gentamisin verilen
ratlarda diisk ve yiiksek dozlarda MnCl,
uygulamasinin karaciger ve bobrek dokusunda
arginaz aktiviteleri lizerine etkilerini incelemek
amaciyla yapild.

GEREC ve YONTEM

Caligmada kullanilan Wistar Albino cinsi
ratlar Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii’den saglandi. Plastik kafeslerde standart
sartlar altinda beslenen ratlara yem ve su ad
libitum olarak verildi. Ratlar her grupta 6 rat
olacak sekilde alt1 esit gruba ayrildi.

Kontrol grubu : 6 giin boyunca periton i¢i 0.5
ml serum fizyolojik verildi.
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Gentamisin grubu: Bu gruptaki ratlara 0.5 ml
serum fizyolojik icinde 100 mg/kg dozunda
gentamisin siilfat periton i¢i olarak 6 giin boyunca
enjekte edildi.

Manganez grubu (disiik doz): Bu gruptaki
ratlara 0.5 ml serum fizyolojik i¢inde 2 mg/kg
MnCl, periton igi olarak 6 giin boyunca enjekte
edildi.

Manganez grubu (yiiksek doz): Bu gruptaki
ratlara 0.5 ml serum fizyolojik i¢inde 20 mg/kg
MnCl, periton i¢i olarak 6 giin boyunca enjekte
edildi.

Gentamisin + Manganez grubu (diisiik doz):
Bu gruptaki ratlara 0.5 ml serum fizyolojik iginde
100 mg/kg gentamisin siilfat ve 2 mg/kg MnCl,
periton i¢i olarak 6 giin boyunca enjekte edildi.

Gentamisin + Manganez grubu (yiiksek doz):
Bu gruptaki ratlara 0.5 ml serum fizyolojik iginde
100 mg/kg gentamisin siilfat ve 20 mg/kg MnCl,
periton i¢i olarak 6 giin boyunca enjekte edildi.

Son enjeksiyondan 24 saat sonra biitiin
gruplardaki hayvanlar dekapite edilerek bobrek
ve karaciger dokular1 alindi ve analizler yapilana
kadar —20°C’de saklandi. Doku 6rnekleri soguk
serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) ile yikanarak iki
stizge¢ kagidi arasinda kurutulduktan sonra 1 g
olarak tartiip, 4 mM MnCl, (1/10, w/v )
ilavesinden sonra kirilmis buz igerisinde (Potter-
Elvehjem, cam-cam) homojenizatdrle homojenize
edildi. Homojenatlar sogutmali  santrifiijde
(Sorvall RC-5B) 21 000 g’de +4°C’de 15 dakika
santrifiije tabii tutuldu (13) ve islemden sonra
peletler atilarak siipernatantlar alinip, enzim
kaynagi olarak kullanildi.

Dokulardaki arginaz aktivitesi, L-argininin
arginaz ile hidrolizi sonucu olusan {irenin
Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim-Ure
(TDMU) metodu (14) ile Oolgiilmesi sonucu
saptandi. Protein miktarinin 6l¢iimiinde ise Lowry
(15) metodu kullanildt.

Caligmada spesifik aktivite, 1 saatte, 37°C’de,
L-argininden 1 pmol {ire olusturan enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesi olup,
umol iire/mg protein/saat olarak tanimlan-
maktadir. Elde edilen wverilerin aritmetik
ortalamalar1  sunulmustur. Gruplar arasinda
karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi, alt
grup karsilagtirmalarinda ise Duncan testi
uyguland1 ( p<0.001).



BULGULAR

Karaciger ve bobrek dokusu arginaz
aktiviteleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda
(swrastyla  135.73+£7.11, 15.25+1.54, p<0.001)
gentamisin  verilen  gruplarda  (sirasiyla
320.474£20.12, 36.10+1.37, p<0.001) arttig1
belirlendi. Kontrolle karsilastirildiginda karaci-
gerde MnCl,’in diisik dozu arginaz aktivitesini
(465.40+77.77, p<0.001) artirirken, yiiksek dozu
aktiviteyi (181.07+ 15.45, p>0.05) degistirmedi.
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Buna karsilik bobrekte MnCl,’in hem diistik, hem
de yiiksek dozu arginaz ativitesini (sirasiyla
37.87+4.86, 41.254+2.86, p<0.001) arttirds.
Karacigerde gentamisin ile birlikte uygulanan
diisik doz MnCly’iin arginaz  aktivitesini
(893.67+£66.65, p<0.001), yiksek doza gore
(505.47+£38.05, p<0.001) daha fazla artirdig1
belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Kontrol ve deneme grubu ratlarda karaciger ve bobrek arginaz aktivitesi (U/mg protein).

Gruplar Karaciger Bobrek
Kontrol 135.73 £ 7.11° 15.25 + 1.54°
Gentamisin 320.47 +20.12° 36.10 + 1.37°
Mn*? (2 mg/kg) 465.40 £ 77.77° 37.87 + 4.86°
Mn"? (20 mg/kg) 181.07 + 15.45° 41.25+ 2.86°
Gentamisin + Mn"? (2 mg/kg) 893.67 + 66.65 4515+ 2.44°
Gentamisin + Mn*? (20 mg/kg) 505.47 + 38.05° 50.30 + 6.65°

ab,c,d

TARTISMA

Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri igin
gerekli olan ve genellikle metal iyonlarindan
meydana gelen yan gruplarina kofaktoér denir.
Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve
tetramerik  yapmm  olusmasi  igin  Mn"
katyonlarinin gerekli oldugu Muszynska (16)
tarafindan  bildirilmistir. Mn'?  katyonlarinin
enzime baglanmasi, 1siya dayaniklilig1 artirmakta
ve enzimin inaktivasyonlara karsi daha dayanikli
hale gelmesini saglamaktadir.

Arginaz enzimi iizerine Mn'? katyonlarinin
etkisini arasgtirmak amaciyla yapilan g¢aligmalar
sonucunda dokular igin Mn'? konsantrasyon-
larinmn  farkli oldugu ve genellikle 1-5 mM
arasinda degistigi tespit edilmistir (17-20).

Yapmis oldugumuz calismada Mn ™ ilavesinin
arginaz aktivitesini hem karaciger, hem de bobrek
dokusunda artirmas1 ve karacigerde bu artisin
diisik konsantrasyonlarda daha fazla olmasi
yukaridaki ¢aligmalarla uyum gostermektedir.

Biyolojik sistemlerde arginaz enziminin 6nem
tagidigr baslica metabolik yollar, iire dongiisi,
prolin ve poliaminlerin biyosentez yolu ve
sitotoksik NO radikalini sentezleyen NOS
enzimiyle paylastig1 substrat i¢in girdigi yarisma
yoludur (21).

Yangisal olaylarda sitotoksik ve vazodilatator
etkiye sahip olan NO ile hiicre proliferasyonunda
ve matriks sentezinde rol oynayan L-ornitin
arasinda bir denge vardir. Deneysel glomerulo-

Aynu siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi fark onemlidir (p<0.001).

nefritis olgularinda NOS’in aktive edildigi
gosterilmistir. Cook ve ark. (5) tarafindan yapilan
calismada deneysel glomerulonefritis olusturu-
larak argininin metabolizmast ve NOS ile arginaz
arasindaki etkilesim incelenmistir. NOS ve
arginaz enzim aktiviteleri arasinda gegici
degisimler goriilmiis ve bu gegici degisimlerin ya
L-arginin substrati igin yaristan, ya da hiicresel
farkliliktan olabilecegi goriisiine varilmustir.

Arginaz L-arginini NOS ile ortak substrat
olarak kullanir ve yangi bolgesinde her iki enzim
de aktiftir. Arginazin regiilasyonunu ve NO
iiretimiyle iliskisini anlamak i¢in Waddington ve
ark. (22) tarafindan yapilan caligmada, ratlarda
immuno glomerulonefritis sirasinda glomerullar
tarafindan sentezlenen iire ve nitrit {izerine
hidroksi L-arginin (HOArg) ve Interlokin-4 (IL-
4)’tin etkileri arastirllarak makrofaj ve
glomerular mezensial hiicrelerle
karsilastirilmistir. Ure iiretimi HOArg tarafindan
inhibe edilirken, IL-4 tarafindan aktive edilmistir.
NO inhibisyonu nefrotik glomerullarda ve
makrofajlarda arginaz aktivitesini artirmig, fakat
mezengial hiicrelerde artirmamistir. Nitrit sentezi
IL-4 tarafindan inhibe edilmistir. Yang sirasinda
bu iki endojen bilesigin farkli cevaplar verdigi
yani NOS baskilandig1 zaman arginazin uyarildigt
veya arginaz baskilandigi zaman NOS’in
uyarildig1 goriilmiis ve bu durumun yangi ve
onarim mekanizmasindaki dengenin kontrolii i¢in
gerekli olabilecegi kanaatine varilmustir.
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Yapilan bir baska ¢aligmada (23) arginazin iki
izoformunun bulundugu, bunlardan Arginaz I
(Aly’in karacigere 0Ozgii oldugu, Arginaz II
(AIl)’nin ise her yerde oldugu ve fonksiyonunun
tam olarak bilinmedigi bildirilmistir. Arginazlar
tire Uretimi disinda yangi bdlgesinde de
bulunurlar. Yangi bolgesinde arginazin rolii tam
olarak  bilinmemektedir, fakat apoptosisin
diizenlen-mesinde, NO iretiminde, yapisal ve
hiicresel proteinlerin {iretiminde &nciil madde
olarak  goérev  yaptiklar1  diistiniilmektedir.
Glomerulonefritis olgularinda nefritik
glomerullarda yara iyilesmesini takiben arginaz
aktivitesinin arttig1 gozlenmistir.

Jansen ve ark. (24) tarafindan nefritik glome-
ruluslarda arginin metabolizmasmin arastirildig
caligmada nitrit {iretiminin en 6nemli kaynaginin
makrofajlar oldugu, arginazin glomerullarda
mevcut oldugu ve glomerulonefritis olaylarinda
NOS ile substrat i¢in yaristigi one stirilmistiir.
Bu amagla nefritik glomerullarda ve peritoneal
makrofajlarda iki yolun varligir kontrol edilmis,
glomerulitis olgularindaki nefritik glomerullarda
kontrollerle karsilastirildigi zaman arginazin %
500 oraninda arttig1 ve bu artisin NOS artiginin
cok istiinde oldugu gosterilmistir. NOS ve
arginaz arasindaki bu yarigin glomerulonefritis
olgularindaki iyilesme ve hasarin patogenezisinde
diizenleyici bir rol oynadig1 sdylenebilir.

Gentamisin ve MnCl,’in karaciger ve bdbrek
arginaz aktivitesi lizerine etkisinin arastirildigi bu
calismada MnCl,’in arginaz aktivitesini diigiik
dozlarda artirtp, yiliksek dozlarda inhibe etmesi
mevcut caligmalarla uyumludur. Ancak bobrek
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dokusunda yiiksek dozunun da aktiviteyi
arttirmasi, bu ¢aligmalarla tezat teskil etmis olsa
da sonug olarak bu durum Mn'*m arginazin bir
aktivatorii oldugu tekrar gostermektedir.

Ayyildiz ve ark. (25) tarafindan yapilan ¢alis-
mada saflastirilmis sigir karaciger arginaz enzimi
lizerine 1-8 mM konsantrasyonlarinda gentamisin
uygulanmig ve gentamisinin arginaz aktivitesi
iizerine herhangi bir etkisi olmadigi tespit
edilmistir. Ancak bizim ¢aligmamizda genta-
misinin arginaz aktivitesi {lizerine direk etkisine
degil, yiiksek dozda gentamisin uygulanmasinin
hasarli dokudaki arginaz aktivitesi {izerine
etkisine bakildi. Yukaridaki g¢aligmalardan da
anlasilacagi gibi arginaz, yangi bdlgesinde NOS
yolunu baskilamas1 hiicre proliferasyonu ve
matriks lretimi igin gerekli olan poliaminler ve
prolin sentezini uyarmasi agisindan gereklidir.

Gentamisinin uygulamasinin 6zellikle bobrek-
lerde hasara sebep oldugu (2-4), bobrekteki
yangmin iyilesme asamasinda arginaz aktivite-
sinin arttig1 (24) ve enzimdeki aktivite artigmin
MnCl, tarafindan uyarildigi (17-20) deneysel
calismalarla ispatlanmistir. Gentamisin uygula-
masinin  bobreklerde olusturdugu hasar histo-
patolojik olarak Atessahin ve ark. (2) tarafindan
da dogrulanmustir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada, antibiyotik
tedavisi sirasinda olusan karaciger ve bobrek
hasarinin azaltilmasi i¢in 6zellikle diisiik dozda
MnCl, uygulanmasimin arginaz enzim aktivitesini
arttirmak suretiyle iyilesmeye yardimer olabile-
cegi kanaatine varilmistir.
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