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OZET: Bu calisma saglkli ve piyometrali ineklerde eritrosit arginaz aktivitesi ile plazma nitrik oksit diizeylerini
saptamak amaci ile yapildi. Arastirma materyalini Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Dogum ve
Jinekoloji Klinigine getirilen 10 saglikh ve 10 klinik olarak piyometra teshisi konulan, degisik irklardan, 4-8 yaslarinda
toplam 20 inek olusturdu. ineklerin V. Jugularisten heparinli tiiplere alinan kan drnekleri santrifiij edildikten sonra
plazmasinda nitrik oksit dizeyi, geriye kalan kismin 3 defa serum fizyolojik ile yikanmasindan sonra elde edilen
eritrositlerde de arginaz aktivitesine bakildi. Arginaz aktivitesi Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim Ure (TDMU)
metodu ile spektrofotometrik olarak olciildii. Hemoglobin miktarini tespit etmede Drabkin metodu, nitrik oksit
dizeyi olgmede ise enzimatik Griess yontemi kullanildi. Sonug¢ olarak saglikli ineklerin eritrosit arginaz
aktivitelerinin piyometral ineklere gére belirgin derecede fazla oldugu (p<0,001), buna karsin saghkh ineklerin
nitrik oksit dlizeylerinin piyometral ineklerin nitrik oksit diizeylerinden daha disik oldugu saptanmis (p<0,01) ve
bu parametrelerin piyometranin teshisine yardimci olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Arginaz, inek, Nitrik Oksit, Piyometra.

Erythrocyte Arginase Activity and Plasma Nitric Oxide Level in Healthy Cows and Cows
with Pyometra

ABSTRACT: This study was conducted to establish the erythrocyte arginase activity and plasma nitric oxide levels in
healthy cows and cows with pyometra.The study material consisted of a total of 20 cows, aged between 4 and 8
years old and in various breeds, admitted to the Obstetrics and Gynaecology Clinic, Animal Hospital, Faculty of
Veterinary Medicine, Firat University. Half of the animals were diagnosed as clinically healthy, while the others
were diagnosed with pyometra. Following the centrifugation of blood samples collected from V. Jugularis into
heparin-filled tubes, the plasma nitric oxide levels were measured. Arginase activity was measured in erythrocytes
after washing up of the remaining portion 3 times with serum physiologic. The activity was measured
spectrophotometrically with the Thiosemicarbazide-Diacetyl Monoxime Urea (TDMU) method. Drabkin method
was used to measure the haemoglobin amount, while enzymatic Griess method was used to measure the nitric
oxide levels. As a result, it was found that; i) the erythrocyte arginase activities of healthy cows were markedly
higher (P<0.001) than those cows with pyometra, ii) the nitric oxide levels of healthy cows were lower (P<0.01) in
healthy cows, and iii) these parameters given could assist for diagnosis of pyometra.
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GiRiS

infertilite evcil hayvanlarda dél verimini
olumsuz yonde etkileyen en 6nemli faktordir.
infertiliteye, disilerde genital organlarda meydana
gelen gesitli lezyonlarin yol agtigi vurgulanmis ve
daha c¢ok uterus, serviks ve vajina lezyonlar
Uzerinde durulmustur (Karadas ve Timurkan,
2001). Postpartum
enfeksiyonlarinin  genellikle dogum sirasinda

déneminde uterus

uterusun bakterilerle kontaminasyonu sonucu
olustugu bildirilmektedir (Azawi, 2008).

Uterus enfeksiyonlari klinik belirtilerine ve
siddet derecelerine gore siniflandiriimaktadir
(Thurmond ve ark., 1993). Endometritis genellikle
dogumdan sonra goriilen ve uterus enfeksiyonlari
arasindaki en hafif seyreden endometriyumun
yangisidir. Metritis endometritise gbre uterus
duvarinin  tiim katmanlarinin  daha siddetli
seyreden bir yangisidir. Piyometra ise kalici korpus
luteumun varliginda ve serviksin kapal oldugu
durumlarda uterus limeninde purulent akinti
birikmesi olarak tanimlanir. Endometritis, metritis
ve piyometra iliskili olup, metritis-piyometra
kompleksi ya da metritis kompleks olarak
adlandirilirlar (Bartlett ve ark., 1986; Lowder,
1993).

Uterus enfeksiyonlarinin teshisinde sirasiyla
rektal palpasyon ve ultrasonografik muayene,
vajinal  muayene,

bakteriyolojik ~ muayene,

endometriyumun sitolojik muayenesi,
endometriyal biyopsi gibi tanisal yontemler siklikla

kullaniilmaktadir (Polat, 2008).

Arginaz (E.C. 3.5.3.1, L- arginin
amidinohidrolaz) Gre doéngisinin son enzimidir
(Colombo ve Konarska , 1984). L-argininin, ornitin
ve Ureye hidrolizini katalize eden arginazin iki
izoformu vardir. Arginaz | sitoplazmada lokalize
olurken arginaz Il mitokondriada bulunmaktadir
(Kepka-Lenhart ve ark., 2008).

Arginaz bakimindan en zengin organ lre
donglsinin bulundugu karacigerdir (Spector ve
ark., 1983; Moreno-Vivian ve ark., 1992). Ancak
bobrek, beyin, tiroid bezi, tukirik bezi, eritrosit,
trombosit, rumen, meme dokusu, iskelet kasi,
fibroblast, makrofaj, bagirsak, dalak, uterus, testis,
brons lavaj sivisi gibi lire donglsiinin gorilmedigi
ekstrahepatik dokularda da arginaz enziminin
oldugu belirtilmistir (Kandemir, 2009). Arginazin
Ure donglsinin olmadigt bu dokulardaki
gorevinin prolin, glutamat, ve poliamin biyosentezi
icin gerekli olan ornitinin kaynagini saglamak
oldugu bilinmektedir (Ash, 2004).

Poliamin biyosentezinde arginaz enzimi
baslangic enzimi olup olusan ornitin, ornitin
dekarboksilaz enzimi ile putressine dénismekte,
putressin de daha sonra spermin ve spermidin
sentezine katilmaktadir. Poliaminler (putressin,
spermin, spermidin) hiicre  bliylimesi ve
farkhlagsmasi icin 6nemli olan biyomolekiillerdir

(Pegg ve Mccann, 1982; Pegg ve Mccann, 1988).

Normal fiyolojik kosullar ile bir ¢ok

patofizyolojik durumda homeostazin
saglanmasinda 6nemli bir etken olan nitrik oksit
(NO) otokrin ve parakrin bir hiicresel ajandir
(Davies,1995). Nitrik oksit, L-argininden sitrulin
olusumu sirasinda, L-argininin guanidin nitrojen
grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara Grinddr.
Bu reaksiyon nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan
katalizlenir. Nitrik oksit sentaz enzimleri, yapisal
nitrik oksit sentaz (cNOS) ve indiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) olmak Uzere iki ana gruba
ayrilir. Yapisal NOS vaskiler endotelde, néronlarda
ve plateletlerde bulunur. Noéronlarda bulunan,
noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotel
hiicrelerinde bulunan endotelyal nitrik oksit sentaz

(eNOS) adini alir (Kuyumcu ve ark., 2004).

Endotel hucreler, diz kas hicreleri, epitel
hicreleri, fibroblastlar, kardiyak miyositler,

hepatositler ve makrofajlar gibi birgok farkh
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hiicrelerde Uretilen NO, kiiglk, nispeten kararsiz
ve iki atomlu serbest radikaldir (Howe ve Boothe,
2001). Ayni zamanda NO, suda ve yagda
¢Oziinebilen, sollisyon iginde yarilanma émri 30
saniye olan, nitrit ve nitrata okside olabilen renksiz
ve stabil bir gaz olarak ta tanimlanabilir (Kuyumcu
ve ark., 2004).

NO (retimi kritik olarak argininin teminine
baghdir. Azalmis arginin NO sentezini azaltabilir.
NO igin arginin temini yeniden arginin sentezi,
hiicresel arginin transportu ve arginaz aktivitesine
baghdir (Wu ve Morris , 1998). Mevcut ¢alismalar
NOS aktivitesinin arginin tliketimi yoluyla kontrol
edildigini gostermektedir (Hallemeesch ve ark.,
2002). Ote yandan arginazin NO’nun son driini
olan nitrit tarafindan inhibe edildigi de
bildirilmistir (Hrabak ve ark., 1996).

Bu ¢alismanin amaci piyometrali ineklerde
eritrosit arginaz aktivitesi ve plazma nitrik oksit
diizeyleri ile bunlar arasindaki korelasyonu ortaya

koymaktir.

MATERYAL ve METOT

Calismanin  materyalini  Firat  Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Dogum ve
Jinekoloji klinigine getirilen yaslari 4-8 arasinda
degisen, farkh irklardan, toplam 20 adet inek
olusturdu. Ultrason muayenesi sonucu uterusunda
sivi varligi tespit edilen ve spekulumla yapilan
vaginal muayene neticesinde uterus kaynakli
purulent akintisi bulunan hayvanlar piyometrali
grubu (n=10), herhangi bir akinti ve yangi
olmayan, jinekolojik olarak saglikli hayvanlar ise
kontrol grubunu (n=10) olusturdu. Her iki gruptaki
hayvanlardan da heparinli tiplere kan ornekleri
alindi. Alinan kan érnekleri 3500 rpm’ de 10 dakika
santriflij edilerek NO Ol¢cimiU icin plazmalari
ayrildi. Geriye kalan kismin 3 defa serum fizyolojik
ile yikanmasindan sonra elde edilen eritrositlerde
de arginaz aktivitesi 6l¢lildi. Plazma NO diizeyinin

Olciml enzimatik Griess yontemine (Lyall et
al,1995) gore yapild.
Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim Ure (TDMU)
Dabich, 1971) ile
spektrofotometrik olarak, hemoglobin miktari ise
Drabkin metodu (Fairbanks ve Klee; 1986)
kullanilarak élguld.

Arginaz  aktivitesi

metodu  (Geyer ve

Calismada, 1 linite enzim: 1 saatte, 37 °C’ de
L-argininden 1 umol Ure olusturan enzim miktari
olup, spesifik aktivite umol tre/saat/g hemoglobin
olarak ifade edilmistir.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler icin SPSS 12.0 paket
kullanild.

kullanilmasinda bagimsiz T testinden yararlanildi.

programi Gruplar arasi  farkin

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi

BULGULAR

Piyometrali inekler ile saglikh (kontrol grubu)
ineklere ait nitrik oksit ve arginaz degerleri tablo
1’de verildi. Buna gore kontrol grubundaki eritrosit
arginaz aktivitesinin piyometrali grubun eritrosit
arginaz aktivitesinden daha fazla oldugu (p<0,001),
nitrik oksit diizeyinin de piyometral gruptan daha
disiik oldugu (p<0,01) tespit edildi.

TARTISMA

Ure déngiisiiniin son enzimi olan arginazin
bir cok metobolik 6zelliklere sahip oldugu, akciger
(Gokmen ve ark., 1999), meme (Erbas ve ark.,
2006) ve mide kanseri (Wu ve ark., 1989) gibi
hastaliklarin etiyolojisinde rol oynadigi, paraziter
enfeksiyonlarda da (Cuervo ve ark., 2008;
Mohamed ve ark., 2005) gorev aldigi yapilan
¢alismalardan anlasiimaktadir.

L-argininin nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
tarafindan nitrik okside, arginaz tarafindan ise lre

ve ornitine hidrolize edildigi bildirilmis ve yangisal
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olaylarda bu iki yolun yarisma halinde oldugu
belirtilmistir (Cook ve ark., 1994). Bu bildirimle
uyumlu olarak mevcut c¢alismada da bu iki
parametre arasinda negatif bir iliskinin oldugu,
eritrosit arginaz aktivitesinin kontrol grubunda
181,25+ 5,71(U/g hemoglobin) seviyesinde iken
130,88+ 5,06(U/g
hemoglobin) seviyelerine distigl, bunun aksine

piyometra grubunda
plazma nitrik oksit diizeyinin de kontrol grubunda
duslk iken (51,31+ 0,32umol/L) piyometrali grupta
yuksek  (55,88%+ 1,28 umol/L) oldugu tespit
edilmistir.

Nitrik oksit, uterusun da iginde bulundugu farkli
organlarda duz kaslarin gevsemesi igin gerekli olan
ana mediatérdir. Yangi sonucunda PGF,, ve NO
gibi farkli mediatér maddeler (Uretilir. No6ronal
(nNOS) ve endotelyal (eNOS) nitrik oksit sentaz
tarafindan az miktarlarda NO Uretilmekte ve
Uretilen NO’ in vyarilanma omri ¢ok kisa
olmaktadir. indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
ise genellikle vyangi bolgesinden salinir ve
yarilanma 6mrli daha uzun olan, daha ¢ok
miktarda NO Uretimini saglar (Frean ve ark.,1997;
Ekerhovd, 2000).

Tablo 1: Piyometra ve kontrol grubunda eritrosit arginaz aktivitesi ve plazma nitrik oksit diizeyi. Sonuglar

standart hata olarak agiklandi.

Table 1: Plasma nitric oxide levels and erythrocyte arginase activity in pyometra group and control group.

Results are expressed as mean + standard error.

n Kontrol grubu Piyometrali grup p
Plazma Nitrik Oksit Diizeyi (umol/L) 10 51,31+ 0,32 55,88+ 1,28 <0,01
Eritrosit Arginaz Aktivitesi 10 181,25+ 5,71 130,88+ 5,06 <0,001

(U/g hemoglobin)

Nitrik oksit yanginin gelisim surecinde 6nemli
bir GrindUr. Calismalar yangi mediatérlerinin
iNOS’ 1 artirdigini ve bunun da NO olusumunu
hizlandirdigini gostermistir (Alghamdi ve
Troedsson, 2002). Lokal anjiojenik ve vazoaktif
faktér olan NO korpus luteum olusumu ve
gerilemesi (Miyamoto ve ark., 2009), fotusa karsi
maternal tolerans gibi bir seri reprodiiktif olaylara
katir (Chang ve Zhang, 2008). Uterusta asiri NO
birikimi myometriyumun aktivitesini azaltir ve bu
da vyangl  drinlerinin  uterustan  hemen
uzaklasmasini engeller. Boylece uterusta biriken
yangi Urinleri ve yanginin siddeti artarak uterusa

zarar verir (Li ve ark., 2010).

Alghamdi ve ark. (2005), kisraklarda
vaptiklari ¢alismada suni tohumlamadan 13 saat
sonra biopsi ile aldiklari uterus dokusunda ve
uterus akintisinda NO dizeyini arastirmiglar,

endometritise duyarli kisraklardaki total NO
miktarinin endometritise direngli kisraklardaki
total NO miktarindan ¢ok daha fazla oldugunu
bildirmislerdir.

Li ve ark. (2010), klinik ve subklinik
endometritisli ineklerin plazmasinda ve uterus
akintisinda NO konsantrasyonunu arastirmislar,
klinik ve subklinik endometritisli ineklerin hem
akintisindaki  NO

konsantrasyonunun saghkli inekler ile

plazma hemde uterus

karsilastirildiginda daha vyiiksek oldugunu, en
yiksek NO

endometritisli

konsantrasyonunun klinik
hayvanlarda tespit edildigini
belirtmislerdir. Ayni aragtirmacilar, NO konsantras-
yonunun endometritisin  derecesi ile iliskili
oldugunu ve endometritisin teshisinde bu
parametrenin kullaniimasinin  yararli olacagini

bildirmiglerdir. Mevcut ¢alismada da benzer
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ineklerde
NO

konsantrasyonunda kontrol grubuna goére artis

sonuglar elde edilmis, piyometrali

arginaz aktivitesi dasuk cikarken

tespit edilmistir. Piyometrali grupta gorllen NO

yangi
mediatorlerinin NOS araciligi ile NO olusumunu

konsantrasyonundaki artisin  uterustaki

hizlandirmasi, artan NO konsantrasyonunun da

uterus kaslarinda gevsemeye neden olarak

uterustaki yangisal Grlnlerin atihmini azaltmasi ve
siddetini
fazla

béylece  hastaligin artirmasindan
daha

birikmesinin de bu duruma katkida bulundugu

kaynaklandigi, yangisal  @rin

tahmin edilmektedir. Ayni grupta, L-arginini ortak

substrat olarak kullanan arginaz enziminin

aktivitesindeki azalmanin ise NOS tarafindan
arginazin substrat kullaniminin baskilanmasi ve
dengenin NOS lehine kaymasi sonucu olustugu ve

bu nedenlen NO Uretiminde artis oldugu, yangisal

slirecin de bu durumu hizlandirdig
distintilmektedir.
Sonu¢ olarak piyometrali grupta NO

konsantrasyonunda artis, arginaz aktivitesinde de
azalma oldugu goézlemlenmistir. Bu galismalar goéz
online alinarak, piyometranin baslangig
asamalarinda NOS inhibitérii maddeler ile arginin
kullanimini arginazin lehine gevirerek NO olusumu
azaltabilecek ve NOS inhibitorlerinin piyometranin
seyri Uzerine etkilerinin arastinlabilecegi vyeni
galismalar yapilmasinin yararl olacagl kanaatine

varilmistir.
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