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VH
ON SOz

Koyunlarin siit ve et iiretiminin ilke ekonomisine katkisi vardir. Bu nedenle,
koyunlarin meme dokusu ile siit {iretimi arasindaki iligki bizim agimizdan 6nem tagimaktadir.
Ayrica siitiin icerdigi protein, karbonhidrat, yag, mineral maddeler beslenme agisindan
onemlidir. Meme dokusu ile siit iceriginin tesekkiiliinde arginaz enzimin nemli rolii vardar.

Arginaz (E.C. 3.5.3.1, L- arginin amidinohidrolaz)) Krebs- Henseleit iire dongiisiintin
son basama@im teskil eden argininin {ire ve ornitine doniisiim reaksiyonunu katalizleyen
enzimdir. Enzimin esas yeri Kkaracier olup organizma igin zararli olan amonyagin
detoksifikasyona ugratarak tireyi meydana getirmektedir. Karaciger disindaki dokularda da
enzim aktivitesine rastlanmis olup enzimin esas fonksiyonlar1 diginda gorevleri oldugu da
tespit edilmistir.

Arginaz, iire donglsiine katilmanin yaminda ayrica birgok fonksiyonu da vardir.
Bunlardan en 6nemlisi poliamin sentezine katilmaktir.

Meme dokusunda iire doéngiisii bulunmamasina ragmen arginaz aktivitesine
rastlanmigtir. Yaptifimiz literatiir taramalarinda koyun meme doku arginaz aktivitesi
hakkinda herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamistir. Bu nedenle koyun meme doku arginazinin
baz1 kinetik 6zelliklerinin optimize edilmesi, bilinen bazi inhibitér ve aktivatérlere karst
ilgisinin olup olmadidy, ayrica hiicre i¢i yerlesiminin saptanmasi amaglanmugtir.

Karaciger disindaki birgok dokuda ve iireotelik olmayan bazi canlilarda aktif arginaz
enzimin bulunmas: arginazin amonyag1 detoksifikasyona ugratmasin disinda bazi gérevleri
olabilecegini ortaya koymaktadir. Caligma sonuglarinin koyun meme doku arginazi ile ilgili
yapilacak ¢aligmalara 151k tutacag1 kanaatindeyiz.



VIH

OZET

Bu ¢alisma ile koyun meme doku arginazinin bazi kinetik 6zellikleri laboratuarimizda
optimize edilmistir.

Koyun meme doku arginazi i¢in MnCl, ve preinkiibasyon gereklidir. Preinkiibasyon
1s1sinin 52°C, siiresi ise 12 ‘dakika olarak tespit edilmigtir. L- amino asitlerden L-ornitin ve L-
lizin, koyun meme doku arginazimi inhibe etmektedirler. L-ornitin ve L-lizinin inhibisyonu
nonkompetitif tiptedir.

EDTA, p-CMBA, NEM, metilen mavisi koyun meme doku arginaz aktivitesini 6nemli
derecede diigtirmektedir. Bunlardan EDTA enzimi kompetatif, digerleri ise nonkompetitif
olarak inhibe etmektedir. Argininin yikimmdan sorumlu olan arginaz hiicre gekirdegine bagli
olup en yiiksek aktiviteyi pH 9.5’da g6stermektedir. '

Degisik 151k kosullarinda metilen mavisinin arginaz aktivitesi {izerine olan etkisi
incelenmigtir. Metilen mavisinin, 118, MnCl’iin koyun meme doku arginazinin
fotoinaktivasyonuna olan etkileri de saptanmagtir.

Koyun meme doku arginazinin L-arginine karsi olan Km degeri 1.35mM’dir. Bu da
koyun meme doku arginazimin {reotelik tipte diisik Km’e sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir.



D
SUMMARY

In this study, all features of arginase in the sheep mammary tissue was been optimized
in our laboratuar.

It was determined that MnCl, and preincubation were essential for the activation of
the enzyme. It was found that preincubation temperature was 52°C at 12 minutes for arginase.
The enzyme activity non-competitively was inhibited L~ amino acids such as L- ornithine and
L-lysine.

EDTA, p- CMBA, NEM, methylene blue were significantly reduced arginase activity
of the sheep mammary tissue which is in lactating periods. The enzyme activity was inhibited
competitively by EDTA and non-competitively by the others. Arginase which has role in the
destruction of arginin metabolism was localized in nucleus and has more activation at pH 9.5.

It was found that methylene blue was effected on the arginase activation in different
light. In addition, present study were demonstrated that, methylene blue, 150 watt light and
MnCl; effects photoinactivation of arginase in the sheep mammary tissue.

Km of arginase in the sheep mammary tissue were found 1.35mM. Because of

arginase of the sheep mamary tissue has low Km such as ureothelic type.
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1. GIRIS

1. 1. Ure Sentezi

Canlilar tarafindan besinlerle alinan proteinler, gastrointestinal sistemde proteaz
enzimlerinin etkisiyle polipeptidlere; polipeptidler de aminopeptidaz ve karboksipeptidaz
enzimlerinin etkisi ile 6nce peptidlere ve sonra amino asitlere kadar pargalanmaktadir. Canli
organizmanin sindirim kanalindan emilen bu amino asitlerin bir kismi plazma ve doku
proteinlerinin sentezinde, bazi enzimlerin, protein yapili hormonlarin, piirin ve pirimidinlerin
sentezinde, enerji Uretiminde kullanilirken, bir kismi da fazla parcalanarak organik asitleri,

amonyak ve karbondioksiti olusturur.

COOH : 0
l 11
H-C-NH, > R-C-COOH +NH;"
1 Keto Asit
R
Amino Asit

Amino asitlerin katabolizmasi, amino gruplarinin transferi ile baglar ve bu olay daha
cok karaciger hiicrelerinde meydana gelir.

Amino asitlerin amino gruplari, transaminasyon reaksiyonlar ile keto asit olan o-
ketoglutarik asite transfer edilerek L-glutamik asitin meydana gelmesine neden olurlar. L-
glutamik asit de hiicrelerin sitoplazmalarindan mitokondrialarina girer ve NAD" gerektiren

glutamat dehidrogenazla tekrar a-ketoglutarik asite ve amonyaga dontsiir (124).

Pirlivat = Amino asit
L-Alanin . =~ Keto asit
Ketoglutarat =3~ Amino asit

L-Glutarmat Keto asit

Sekil 1: Amino asitlerin amino gruplarimi keto asite transfer eden transaminasyon

mekanizmasi (117).



AMINLER  NUKLEK ASITLER AMINO ASITLER
|
t
|
1
t
CGluiaminaz -
Gluiamin go—o=-="=-==--°°" 4 NHS """"""" Ly Glutamat
Glutamin 2 Glutamat
Semietaz 4 J' Dehidrogenaz T
s’
s
’
/
r
s
Tire
ornitin DRE DONGTST
\ Argininosiiksinat
i /
Fiimarat € P

Sekil 2: Karacigerdeki Amonyak Metabolizmasi (112)

Amonyagin karaciferdeki metabolik rolii Sekil 2°de gosterilmistir. Organizmada
Onemli miktarda amonyak bu yolla meydana gelir. Azotlu maddelerin yikimt ile agiga ¢ikan
amonyak ¢ok toksik bir madde oldugundan tekrar azot iceren bilesiklerin sentezinde
kullanilmayacaksa en kisa zamanda organizmadan uzaklagmas: gerekir.

Karacifer amonya§i kan diginda, bafisak bakterileri tarafindan olugturulan
amonyaktan-da kaynaklamr. Barsaklardan vena borta kém icine absorbe olur. Bu nedenle
vena porta, sistemik kandan daha yiiksek diizeylerde amonyak igerir. Normal sartlar altinda
karaciger portal kandan amonyag: derhal alarak ortadan kaldirir. Karacigeri terk eden kan,
amonyak bakimindan temizdir. Amonyagin ¢ok kiiglik miktar1 dahi santral sinir sisteminde
toksik etki yapar. Metabolizma i¢in zararli olan bu maddenin ya derhal uzaklagtirilmas: veya
toksik olmayan bilesiklere ¢evrilmesi gerekir (Sekil 3).

Bobrekler tarafindan amonyak iiretimi ve salimmi asit baz dengesini korur. Perifer

dokularda meydana gelen amonyak toksik olmayan sekli Glutamine cevrilir. Glutamin
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olusumu, bobrek dokusunda biiyiik miktarlarda bulunan mitokondrial enzim glutamin sentaz

tarafindan katalizlenir (117).

Mg- ADP + Pi

Glu+Mg- ATP
CGLUTARIN
/ SENTAZ
O
Nps
NH =
Amonyum

iyonu NH2

Glutarnin

GLUTAMINAZ

T 2

Sekil 3: Toksik olan amonyagin toksik olmayan hale déntigtim mekanizmasi (117).

Azotun organizmadan atilimi canliun bulundugu ortamdaki su miktarina bagimli
olarak farkliliklar gosterir. Azot metabolizmasinin son irlinlerine gore canlilar {i¢ grupta
toplanmaktadar.

1- Amonyotelik Grup :

Akuatik canlilar amonyag: higbir degisiklie ugratmadan solungaglan vasitasiyla suyu
disar1 atarken viicutlarinda bulunan amonyag: da disari atarlar. Deniz memelileri bunlarin
disinda kalur.

2-Ureotelik Grup :

Yasamt i¢in ortamda yeterli miktarda su bulunan canlilar ile karada yasayan canlilar

amonyagi Krebs- Henseleit iire dongiisii ile iireye cevirirler ve tire olarak atarlar. Suda
yasayan ﬁlemeliler ve omurgasizlar da bu grupta yer alirlar.

3- Urikotelik Grup :

Suyun az bulundugu koéullarda yasayan siiriingenler ve tlim kanatlilar azotu suda daha

az ¢bziinen lirik asite ¢evirerek viicutlarindan uzaklastirirlar (73, 112).
Grazi (52), tavuk karacigerinde yaptig1 bir ¢aligmada iki tip arginaz tespit etmistir.
Urikotelik karaciger arginazi (Arginaz B) ve iireotelik karacier arginazi (Arginaz A). Bu

arginazlarin baz: 6zelliklerinin birbirinden farkli oldugunu agiklamugtir.



-4-

Ureotelik canlilarda tire, lire dongiisiiniin en son basamaginda argininin arginaz
tarafindan hidroliz edilmesiyle meydana gelir (5, 73, 90, 112, 124). Arginin protein sentezi
i¢in gerekli bir amino asit olup varligina biitiin hiicrelerde rastlanmaktadir. Ure dongiisti her
hiicrede bulunmamakla beraber genellikle arginaz {ire déngiisii olmayan organizma ve
organlarda da bulunmaktadir. Karacifer hem arginazi hem de iire dongiisiiniin diger
enzimlerini kapsadigindan iire sentezi bu organda olugsmaktadir.

Aedes aegypti denilen bir insektisitte, canlinin metamorfoz dénemi siiresince ve
sonrasinda aldiklart proteinlerin katabolizmast incelenmis ve tirikotelik dongii i¢in ksantin
dehidrogenaz, iireotelik dongii icin arginaz aktivitesine bakilmustir. Insektisitin yasam
stiresince gegirdigi tiim evrelerde her iki enzim aktivitesinin de yiiksek oldugu goriilmiistiir
37.

Ure sentezi, amino asitlerin yikimi esnasinda aciga ¢ikan serbest amonyak ile
dekarboksilasyonlardan meydana gelen ve bilylik boliimi solunumla atilan CO, ve 2 mol
ATP’nin karaciger hiicrelerinin mitokondriasinda karbamoil fosfat sentetaz I enzimi
vasitastyla karbamoil fosfata doniigmesiyle baglar (Sekil 4). Enzimin aktivasyonu N-Asetil
Glutamat (NAG) ve Mg™ iyonlar ile saglanmaktadir (124, 80). Ornitin trans karbamoilaz,
karbamoil fosfatin karbamoil grubunu ornitine vermekte ve sitriilin meydana gelmektedir.
Mitokondride bulunan sitriilin sitoplazmaya gegerek burada bulunan aspartatin amino grubu
ile sitriilinin karbonil grubu arasinda 1 mol ATP harcanarak argininosiiksinat sentaz
enzimiyle argininosiiksinik asit meydana gelmektedir. Ikinci amino grubu vericisi L-
aspartattir.

Argininosiiksinik asit argininosiiksinat liyaz enzimiyle arginin ve fiimarik asit’e
doniigiir. Meydana gelen arginin ise arginaz enzimiyle iire ve ornitini olusturur (8, 16, 27,
32, 35, 61, 80, 93, 124). Ornitin tekrar reaksiyona girerek dongiiyli yeniden baglatir. Ornitin
dongiide temel madde oldugundan dolayr Krebs-Henséleit Ure Déngiisiine Ornitin-Ure
Dongiisii de denilmektedir. .

Sekil 4’de de goriildiigii gibi iire sentezinde karbamoil fosfat ve sitriilin tesekkiilti
mitokondriada, siklusun diger reaksiyonlar1 ise sitoplazmada meydana gelir.

Reaksiyonlanﬁ devaml1 olusabilmesi i¢in ornitinin mitokondriye‘ girmesi, sitriilinin ise

mitokondriyi terketmesi gerekir.
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Urgaz  © 2ATP+CO,+NH,;+H,0
AN 2NH,; + CO, 4—+—NH.-C-NH
POLIAMIN 3 2 2 2 .
BIYOSENTEZI Pre ITIHZ Karbamiol fosfat
ﬁ : = (IZH2 Sentaz I
: CH, 0 o
Cco, I 2ADP+P]
Ornitin CH, H,N-C-0-P-0
Dekarboksila @gb H-C-NH, - 0}
mo—A8C COOH Karbamoil fosfat
HN (CHy), NH, 4-Znenmemmemen L= S Omitin
: C=NH Ornitin
Putresin |
II\IH
Arginin - (CH, ), Ornitin
R j ('3 -NH, traTskarbamoilaz
COOH w »Pi
NH,
Argininosiiksinat Liyaz CI=
COOH NH
!
hY (IZHZ /’ (‘sz
HOOC -C-NH, /
' Argininosiiksinat CH,
II\IH Sentaz k7 !
CH=NH Sitriiline (lez
|
NH H- CI— NH,
!
(CH, )3 . COOH
' AMP + PPi Sitrillin
H-C-NH,
| .
COOH COOH
Arginino Suksm1k QHZ Mitokondrion
Asit H- (I: -NH,
COOH
Aspartik Asit

Sitoplazma

Sekil 4: Krebs Henseleit Ure Déngiisii ve Poliamin Biyosentezi (51).
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Bir mol tirenin sentezi i¢in 3 mol ATP molekiiliiniin harcanmasi gerekmektedir. Ure
sentezi ekonomik agidan pahalt metabolik yoldur. Memelilerin ve diger canlilarin amonyak
yerine ire atmalari, amino asit katabolizmasi sonucu elde ettikleri enerjinin %15’ini
harcamalarina neden olmaktadir. Develer ireyi rumene goéndererek rumende bakterilerin
¢ikardig: iireaz enzimiyle lire amonyaga doniismekte ve amonyak rumen bakterileri tarafindan
tekrar amino asit sentezine kazandirilmaktadir. Bu amino asitler ise bagirsaktan tekrar absorbe
edilerek hayvan tarafindan yeniden kullanilmaktadir (51).

Siitten kesilmig domuz yavrularimn ince bagirsaginda yapilan bir ¢alismada karbamoil
fosfat sentetaz I ve omitin transkarbamoilaz enzimlerinin mitokondride yerlestigi;
argininosiiksinat sentaz ve liyaz enzimlerinin sitoplazmada; arginaz enziminin
izoenzimlerinin ise hem sitoplazmada hem de mitokondride yerlestigi bulunmustur (34).

Bu dongii ile bir mol tirenin atilmasi i¢in 3 mol ATP’nin harcanmas: gerektiinden bu

metabolik yolun son derece masrafli oldugu da bilinmektedir (16).

1. 2. Arginaz Enzimi

Arginaz tire dénglisiintin son enzimidir. Varlig1 ilk defa 1904 yilinda Kossel ve Dakin
tarafindan kesfedilen arginaz sitoplazmik enzim olup tire dongiisiinin son basamaginda L-
arginini, iire ve ornitine hidrolize eder ve lire dongiistiniin diger enzimleriyle koordineli ¢aligir

(46, 69).

NH
2 )

I

C=NH NHZ

1 I NH2

NH ARGINAZ CH,) I

I Nk + c-o0
(CH,) / CH-NH, I

2% + B0 CH-NH, NH,

CH- NH, COOH

L .

COOH  L- Ornitin Ure
L - Arginin

Ure doéngtisii her hiicrede goriilmemesine ragmen, arginaz enzimi birgok hiicrede
goriilmektedir. Arginaz bakimindan en zengin organ, iire dongiisiiniin bulundugu karacigerdir
(86, 128).

Karaciger dokusu diginda arginaz enzimi bobrek, beyin, bagirsak, troid bezi, tiikriik
bezi, eritrosit, 16kosit, trombosit, iskelet ve kalp kasi, plasenta, testis gibi dokularda (14, 45,
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71, 72, 92, 93, 101, 102) diisiik diizeyde ve brons lavaj sivisinda (1) da bulunmustur. Ure
dongiisiintin  goriilip goriilmemesi arginazin biyokimyasal roliinti etkilemektedir (35).
Arginaz enzimi sadece ireotelik canlilarda bulunmayip, bazi irikotelik canlilarda ve
bitkilerde de bulunmustur (19, 59, 65). Krebs-Henseleit iire dongiisti ile lire sentezleyemeyen
(non-tireotelik ) canlilarda ve dokularda da arginaz bulunmaktadir. Arginaz burada iire
doéngtistine katilmayip bagka fonksiyonlarda rol oynar.

Eritrositlerde iire dongiisil gériilmemesine ragmen, insan, sigir, koyun eritrositlerinde
aktif bir arginazin varlifi tespit edilmistir. Buna kargilik tavuk ve kegi eritrositlerinde bu
enzime rastlanmamistir (62, 97). Ozan ve ark. (97), tavuk eritrositlerinde arginin varligim
gostermelerine ragmen olgiilebilir bir diizeyde arginaz aktivitesi saptayamamislar ve bunu
tavuk eritrositlerinde arginaz aktivitesi olmadig: seklinde yorumlamislardir.

Normal insan serumunda arginaz aktivitesi eritrositlerden 200 kat daha diisiiktiir.
Lenfosit ve blast hiicrelerinde de eritrositlerden daha az, fakat nétrofilik Iokositlerde ise
kirmizi hiicrelerin aktivitesinden 50 kat daha fazla oldufu saptanmigtir (60). Karbon
tetraklorid verilerek karaciger nekrozu olusturulan képek, koyun ve sigirlarda arginaz ve bazi

enzimlerin arttig1 goriilmiigtiir (4).

1. 3. Arginaz Enziminin Kinetik Ozellikleri

Arginaz enziminin kinetik 6zellikleri gesitli dokularda birgok aragtirmac: tarafindan
ortaya konmustur.

Birgok canlida yapilan galismalarda; immunoelektroforez, CM-(Karboksimetil-),
DEAE-(Dietilaminoetil-) seliloz  kromatografisi, ¢ift-immunodiffiizyon y&ntemleriyle
arginaz enziminin bes izoenzimi saptanmig ve farkli 6zelliklere sahip bu iz_oenzimler
birbirlerinden tamamen ayrilmstir (72, 111).

Bu izoenzimlerin hiicre i¢i yerlesiminde de farklilik gosterdigi ortaya koyulmustur.
Karaciger ig:fn ana form olan A, sitoplazmaya yerlesmisken, bébrek igin ana form olan A4
mitokondriye yerlesmis olup prolin sentezinde gorev almaktadir. Bébrek A; arginazmms ise
sitoplazmaya yerlestigi agiklanmigtir (22).

Dokulara gére izoenzimlerin yerlesimi soyledir. Karaciger A;, Ay, As, As; bobrek,
bagirsak, beyin A;, A4; submaksillar tiikiiriik bezi A;; fibroblast A;, A, A, eritrosit A,,
Ay; tiikiiriik, parotis bezi A;; meme bezi A|, A;. ’

Poremska ve Zamecka (111), ratlarda yaptiklari aragtirmada arginazinin A; ve Ay
formunun oligomerik protein yapisinda oldugu bulunmustur. A; formu katyonik, A4 formu

ise anyonik protein zincirinden olustugu bu nedenle subiinitelerin elektrik yiiklerinin ise farkli



oldugu saptanmigtir. Bir bagka caligmada (125), rat bobreginin sitozoliinde A; formunun,
matriksinde ise A4 formunun yerlestigi bulunmustur.

Fare korneasinda arginaz I ve II izoenzimleri tanimlanmistir. Herpes simplex virus
infeksiyonu boyunca arginaz enziminin her iki tipine de rastlanmigtir (83).

Insan dokularindan izole edilen izoenzimler 120 000 + 5 000 Dalton molekiil agirlikta
olup (132), molekiil agirliklar1 39 200 + 400 Dalton olan {i¢ subtinitenin biraraya gelmesiyle
trimerik yap1 oldugu goriilmiistiir (18, 62).

Farkli memelilerin karacigerlerinde yapilan ¢alismalarda arginazin molekiil agirliginin
38 500 — 39 700 Dalton oldugu bulunmustur. Subiinitelerin yan yana gelerek molekiil agirlig1
110 000 — 150 000 Dalton olan tetramerik bir molekiil yap: kazandig1 agiklanmustir (18, 62,
112). Aspergillus nidulans’m tiiriiniin saflagtiriloug arginazinin molekiil agirliginin ise 40
kilodalton oldugu ortaya konulmustur (38).

Ureotelik ve tirikotelik organizmalarin karaciger arginazi arasinda hem yapisinda hem
de kinetik ozellikleri agisindan farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin en
basinda da molekiil agirlifs gelmektedir. Ureotelik ve {irikotelik arginazlarin molekiil
agirliklarim 138 000— 276 000 Dalton arasinda degistigi bulunmustur (52).

Arginaz bir metaloenzim olup, tam katalitik aktivite gostermesi ve dordiinctil yapi
sekillenmesi igin her subiinitenin bir mol Mn*? icermesi gerekir (58, 91). Arginazin aktivitesi
icin Mn*? gerekli olup (12, 29, 62, 74, 79, 128) kazanilan aktivitenin %90-95’i Mn*2
iyonlarina bagimhdir (74). Mn™? iyonlarmn baglanmas: enzimin 1siya dayanikliligin
artrmaktadir (128) ve inhibitSrlere kargi daha dayanikli hale gelmesini de saglamaktadir
(109). Fakat enzimin asitle muamelesi sonucu Mn'? iyonlarimn ilavesi enzimin inhibisyonunu
etkilemedigi ve enzimi denaturasyona karsi koruyamadigi bulunmustur (59). Iki degerlikli
iyonlardan Co** , Ni*%, Cd™, Va*? ferros-askorbat ve ferros-sistein bilesiklerinin enzim
aktivitesine etkisinin daha az oldugu goriilmiistiir (32, 90). Metal iyonlardan Hg"™, Zn*%, Ag™,
sitrat, borat arginaz aktivitesine inhibitor etki ettigi bildirilmektedir (32, 94).

Ratlarda yapilan bir ¢aliimada (15), hayvanlarin mangandail fakir diyetle
beslendiklerinde hepatik arginaz seviyesinin kontrol gruplarma gore daha diisik oldugu
bulunmustur. Plazma bamonyak miktarinin ise yiiksek oldugu tesbit edilmistir. Arginaz
aktivitesi ve stabilitesi i¢in kofakttr olarak Mn*? iyonlarina ihtiyag duydugu da agiklanmigtir.

Enzimin maksimum aktivitesi igin Mn*2 iyonlarimin yaninda, 55°C’de preinkﬁbésyon
gerekmektedir (6, 32, 100, 121). Shimke’nin bir ¢aliymasinda (121) , sigan karaciger arginazi
55°C’de Mn*? ile preinkiibe edildiginde enzim aktivitesinin %110 arttify goriilmiistiir.

Colombo ve Konarska (32) yaptiklari bir ¢aligmada, eritrosit arginaz aktivitesinin Mn*?



iyonlarinin varliginda 55°C’de preinkiibe edildiginde enzim aktivitesin@n 2-6 kat artt1g1, buna
karsilik karaciger arginaz aktivitesinin ise 4-5 kat arttif1 saptamiglardur.

Yapilan bir ¢aligmada (128), argininin hidrolizi i¢in optimal pH’nin 9.4-9.8 oldugu
goriilmiistiir. pH 7.4°de enzim aktivitesi %10-30 arasinda diisme gBsterirken, daha digiik
pH’larda enzimin aktivitesini kolayca kaybettigi saptanmugtir (74, 121).

Rat karaciger arginaz {izerine yapilan ¢alismada (59), enzim aktivitesinin 6’dan diisiik
pH’larda hizli bir sekilde inaktive oldugu gozlenmistir.

Carvajal ve ark. (22) rat karaciger ve bobrek arginazi {izerine prolinin etkisini
arastirmiglar ve prolinin pH 9.5°da bobrek arginazim (A4) kompetitif olarak inhibe ederken,
karaciger arginazini da (A;) nonkompetitif inhibe ettigini tespit etmislerdir. Her iki doku
enzimi pH 7.5’ta nonkompetitif tipte inhibisyona ugratmustir. Arastirmacilar bobrek
arginazinin proline, karaciger arginazinin da 16sin, izol6sin ve valin gibi amino asitlere daha
duyarli oldugunu gostermiglerdir. Baska bir ¢aligmada (113), prolinin meme bezi arginazini
da nonkompetitif inhibe ettigi goriilmiistiir.

Ornitin, sistein, lizin, 16sin, izol6sin (22, 41, 44, 67, 91), valin (22, 41, 91, 120), prolin
(22, 41, 53), hidroksiprolin, homoarginin (62), borat, EDTA (59, 91, 116), kanavanin, NEM,
p-CMBA (41), sodyum niikleat, metilen mavisi (88), sakkaropin (2), malathion (85) gibi
maddelerin arginazi inhibe ettigi yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur.

L-amino asitlerden valin, 18sin, izoldsin, ornitin, prolin, sisteinin sigir rumen doku
arginazini inhibe ederken, histidin ve hidroksiprolinin etki etmedigi gorilmistir (41).
Arginaz enziminin katalize ettigi reaksiyon sonucu olusan {irlinlerden ornitinin arginaz: inhibe
ettigi, irenin ise inhibe etmedigi bildirilmistir (69).

Muszynska ve Wojtczak (91) yaptiklar bir ¢alismada ornitin ve lizinin sigan karaciger
arginazini kompetitif, valin, 18sin, izol6sin ve sisteinin ise nonkomﬁetitif olarak inhibe
ettigini agiklamislardr. ‘

Reczkowski ve ark. (116), EDTA ve sitrat gibi gelatorlerin rat karacier arginazini
inhibe ettiklerini bildirmiglerdir. Fakat enzim saflastirildiktan sonra Mn'++ ile reaksiyona
sokulmas1 sonucu inhibitdrlere maruz birakildifinda enzimi fazla inhibe etmediklerini
gormiiglerdir. Ayrica bu ¢aligmada boratin, enzimi nonkompetitif tipte inhibe ettifini de
agtklamiglardir.

Ber ve ark (9), arginazin aktivite gostermesi igin aktif merkezinde, -SH grubu'igeren
amino asitlerin olmasi gerektigini, saflagtirilmug sigan karacifer arginazi lizerine p-kloro
merkiiri benzoik asit (p-CMBA) ve N-etil maleimid (NEM) kullanarak incelemisler ve bu iki

maddenin sigan karaciger arginazi tizerine inhibisyon etkisi gostermediklerini agiklamislardir.
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Buna kargm sigir rumen doku arginazi (41) ve insan tiroid doku arginazi izerine .(64), p-
CMBA ve NEM’in inhibisyona neden olduklarim bildirmislerdir. Insan karaciger, eritrosit ve
uterus doku arginaz lizerine p-CMBA’nin inhibisyon etkisinin ise olmadigi bulunmustur
(56).

Ber ve Muszynka (8), sican karaciger arginazinin metilen mavisi ve 150 w 151k altinda
enzimin fotoinaktivasyonu sonucu, 32 histidil artigindan 21’ini tahrip ederek katalitik
aktivitenin gogunun kayboldugunu agiklamislardir.

Arginaz; temel fonksiyonu olan {ire sentezi diginda, memeli hiicrelerin bityiime ve
geligmesi ig¢in Onemli bir biyomolekiil olan poliaminlerin (putresin, spermin ve spermidin)
sentezine de katilir (10, 11, 72, 136). Ayrica Sekil 5°de goriildiigii gibi protein sentezi igin

ornitin izerinden prolini sentezlemek de arginazin énemli fonksiyonlarindandir (117).

Proteinler

N, Kreatin P
s H K.reatitﬁn:l

’l L URE DONGUST
A
J
Prolin Opnitin Arginin P
Glutamat- ¥ - éresin
semialdehid
Spermin
Spermidin
Glutarnﬁt

Sekil 5: Arginin, prolin, ornitin metabolizmast (117).

Arginin metabolizmasmin fizyolojik olarak, canli organizma i¢in ¢ok 6nemli oldugu
agiklanmigtir. Ciinkii bu metabolizma gerekli proteinleri olusturan amino asitlerin

birlesimidir. Bu yollarin son {irtinleri ise protein sentezinin gerceklesmesinde, yara
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tyilesmesinde, immun cevap olusumunda, Himor biyolojisinde, inflamasyonun
regiilasyonunda rol oynadig1 saptanmugtir (39, 133).

Enzim aktivitesi beslenme ve hormonal etki ile degisiklige ugramaktadir. Diisiik
protein diyetinde ve 'ag:hk durumlarinda farkli dokulardaki arginazlarin aktivitelerinde genel
bir azalma olmaktadir. Fazla karbonhidratli yiyeceklerle beslenildiginde iire dongiisii
enzimleri azalmaktadir. Karbonhidrat tiiketimi azaldiginda ise iire déﬁgﬁsﬁ enzimleri
artmaktadir (43, 121).

Disiik ve yliksek protein diyetiyle beslenen kegilerde yapilan bir ¢aligmada (122),
yiiksek protein diyetiyle beslenenlerde lire dongiisti enzimleri ve serum tire diizeylerinin daha
fazla olurken, diisiik protein dietiyle beslenenlerde karaciger amonyak seviyesinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir.

Konarska ve arkadaglart (72), tiroksin ve hidrokortizonun, ince bagirsak ve bdbrek
arginazini aktive ettigini, beyin arginazina ise bir etkisinin olmadigini ileri siirmiislerdir.

Kumar ve Kalyankar (76), kortizoliin karacifer arginazimi aktive ettigini, bSbrek
arginazina bir etkisinin olmadigimi agiklarken testosteronun ise tam aksini yaptigini ortaya
koymusglardir.

Fotal ratlarin kiltiire edilmis karaciger hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada insilinin ve
deksametazonun {ire dongiisti enzimlerini etkiledigi bulunmusgtur (61).

Ure dongiisii enzimlerindeki yetersizlik veya bozukluk durumunda metabolizmanin
dengesi bozulur. Ozellikle iire dongiisti bozukluklarindan primer defektin, enzimlerdeki
yetersizlikten kaynaklandif1 saptanmaigtir (77, 123).

Arginin beslenme i¢in gerekli semi-esansiyel bir amino asittir (133). Arginaz eksikligi
sonucu olusan argininemia, {ire dongiisiiniin kalitsal bir bozuklugudur. Ilerleyen zeka geriligi
ve spazmlar, gelisme bozuklugu klinik bulgular: arasinda sayilabilir (31, 57). Kedi ve diger
karnivorlar argininsiz diyetle beslendikleri zaman hayvanlarin bobreklerinde bazi metabolik
bozukluklaré’da rastlanmigtir (78).

Hiperammonemia’nin periyodik formlarindan olan Argininemié. ireogenezisin
herediter hastaliklarindandir. Hiperammonemia, ensefalopatiye yol acar. Baz1 akut vakalar
hafif seyrederken bazﬂanmn ilerlemesi sonucu &liimlere yol agtii éﬁzlenmistir (68, 121,
124). Bu olay arginaz enzim yetersizliginde goriiliir (57).

Senegal ailelerinde yapilan bir ¢aligmada (20), arginaz yetersizligi olan iki kardes
tesbit edilmis ve farkli iki tip diye adlandirilan bu hiperargininemia vakalarmin klinik
belirtilerinin ¢ocuklarda hastaliin ¢ikis yasina baglt ve mental gerilikle karakterize oldugu

acgiklanmistir.
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Argininemia’da klinik laboratuar olarak hiperargininemia, hiperammonemia,
argininiiri, liziniiri, sistinliri yaygin sekilde bulunmugstur. Idrarda orotik asit ve diger
i)irimidinlerden urasil ile {iridinin artti1 saptanmgtir. Intramitokondrial argininin fazlalig1 N-
asetil glutamat sentazi aktive ederek karbamoil-P sentaz aktivitesini stimiile etmektedir (31).

Bazi kanser vakalarinda, serum arginaz diizeyi ve doku arginaz diizeyinin arttig
bildirilmigtir (129, 134). Arginazin kanser olaylan i¢in belirleyici (marker) enzim olabilecegi
tizerinde durulmaktadir (129, 134, 135).

Akciger kanserli hastalarda doku arginaz diizeyleri arastirilmis ve tiimér dokularindaki
enzim diizeylerinin saglikli dokulara gére daha ylksek oldugu bulunmustur. Bu artigin,
poliamin biyosentezinin hizlandirilmas: nedeniyle kanser gelisiminde 6nemli rol
oynayabilecegi seklinde agiklanmustir (50).

Insan kolorektal kanserli dokudaki arginaz aktivitesi normal dokudan daha yiiksek
bulunmustur (110). Intestinal kanaldaki kanserli dokularda da arginaz aktivitesinin yiiksek
oldugu gézlenmistir (70).

Gebelerin ve hiperprolaktinemili hastalarin tlikiirtik arginaz aktivitelerinde 4-5 kat artig
saptanmasi prolaktin hormonunun etkisinden olabilecegi agiklanmistir. Bunun yaninda
eritrosit arginaz aktivitesinde hafif diistis bulunmustur (54).

Serum arginaz aktivitesinin akut hepatitis, safra kanallarinin malign tiimorii, karaciger
metastazlari, siroz gibi hiicre harabiyetine sebep olan malin ve benin karaciger hastaliklarinda
arttign goriilmiistiir (129). )

Orak hiicre hastaligina bagli olarak eritrosit arginazinda artis oldugu ve bu artisin
heterozigot grubun homozigot gruba gére daha az aktivite gosterdigi tespit edilmistir (126).

| Insanda arginaz sifreleyen iki farklt yapisal gen lokusunun oldugu bilinmektedir (127,
128). Birinci lokus, eritrosit ve karacigerdeki enzim aktivitesinin %90’ mdan; bsbrek , mide-
bagirsak ve beyindeki aktivitenin ise yaklasik %50’sinden sorumludur. Ikinci lokus ise
karaciger ve eritrositlerdeki aktivitenin %5’inden sorumlu iken bobrek, mide- bagirsak ve
beyindeki aktivitenin ise %50’inden sorumludur (127). '

Depresyon gegﬁen hastalarda antidepresan ila¢ tedavisinden Once ve sonra arginaz
aktivitesine bakilmig ve bu hastalarda arginaz aktivitesindeki artisin arginaz ve Nitrik Oksit

arasindaki iligkiden kaynaklanacag: sonucuna varilmistir (40).
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1. 4. Koyun Meme Dokusunda Arginaz Aktivitesi

Meme bezi arginazinin ana fonksiyonu; argininden prolin ve glutamat iiretmektir.
Meme bezindeki arginaz aktivitesi bu amino asitleri regiile ederek islemi gergeklestirir. Meme
bezi arginazi {izerine, prolinin etkileri yapilan ¢aligmalarin temelini olugturmaktadir (3, 10,
45,71, 82, 87, 89, 132).

Ornitin kandan emilir ve prolin (y-amino grup transaminasgfonla) meme bezinde amino
asit sentezi i¢in kullanmilir. Mephan ve Linzell (82), siit proteini ile direkt birlesen argininin,
tire ve ornitine dontistigli aciklanmustir,

Karaciger dokusu disindaki dokular aktif {ire dongiisii goriilmemistir. Meme bezindeki
arginaz enzimi tire doéngiistiniin bir fonksiyonu olarak gérev yapmaz. Bununla ilgili olarak
Yip ve Knox (132); laktasyon dénemindeki fare meme dokusunda tam calisan bir iire dongiisii
olmamasina ragmen ¢ok belirgin arginaz aktivitesi bulmusglardir. Bununla birlikte, prolin ve
pirimidin sentezinde gbrev alan bazi enzimlerde de (ornitin aminotransferaz, aspartat
karbamoil transferaz ve karbamoil fosfat sentetaz II) artis gézlemisler ve meme dokusunda
ire dongiistiniin  gorlilmemesinin nedeninin karbamoil fosfat sentaz I ve ornitin
transkarbamoilaz enzimlerinin olmasindan kaynaklandigini agiklanmiglardir.

Meme dokusunda arginaz enzimine mutlaka ihtiya¢ vardir. Arginaz arginini, ornitine
ve {lireye cevirir. Arginazin poliamin biyosentezinde ornitin kaynadi olarak rol oynadigi
bilinmektedir. Arginin arginaz vasitasiyla putresine doniismekte ve putresin de ara
kademelerden gegerek spermin ve spermidin sentezine katilmaktadir (3, 69, 118). Omitin,
omitin amino transferaz ile glutamat y-semialdehite, bu da spontan olarak A’Prolin 5
karboksilata (P5C) doniisiir. P5C ise PSC-rediiktaz enzimiyle proline donistir (Sekil 6). Elde
edilen bu amino asitin siit proteininin olugmasi i¢in mutlaka gerekli oldugu agiklanmigtir (7).

Ure dongiisti olmayan koyun plasentasinta ilerleyen gebelik siiresine paralel olarak
artiy gosteren bir arginaz enzim aktivitesi saptamlslardlr.\Burada amino asit ve metabolik ara
tirtinler protein sentezinin baglamas: i¢in 6nemli kabul edilmistir. Laktasyonun baglangicinda
ise protein sekresyonunda meme bezindeki kazein miselleriyle dolarak siit salgilamaya yol
agar. Bundan sonra arginin ornitine, ornitin de proline doniiserek kazein olusumunu saglar
(Sekil 6). Eger organizmadan bu iki amino asit uzaklastirilirsa prolin ve kazein yetersizligi

meydana gelir(7).
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Sekil 6: Meme doku;unda arginin metabolizmasi ve prolin {izerinden protein sentezi (7).

Argininin lakfasyondaki temel amaci lre dongiisine katilmak degil, protein ve
poliamin sentezine katilmasidir (3, 7, 48, 69, 136).

Sican meme doku arginazinin gebeligin son dénemlerinde belirgin olmaya bagladig:
ve laktasyon\ dénemlerinde daha yiiksek diizeylere ulagfig: Yip ve Knox (132) tarafindan
ag:lklanm1§t1r.r v '

Memelilerin gebeliginde, meme bezinin fonksiyonel ve morfolojik modifikasyonlara
ugradifi ve gebeligin ilk giinlerinde meme bezlerinin biliylimesinin yavag oldugu ilerleyen
giinlerde ise hizlandig tespit edilmistir (28).

Meme tiimorlerinde ve prekanser6z nodiillerde yapilan bir g¢aligmada arginaz
aktivitesinin arttig1 gérilmiistiir (113). ‘

Bu caligmanin amaci koyunlarin laktasyon safhalarinda meme dokusundaki arginaz

varligmni ortaya koymak ve enzimin bazi kinetik 6zelliklerini optimize etmektir.
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2. GEREC VE YONTEM

Aragtirma materyalleri, Elazig Elet Tesisleri’ne kesim igin getirilen laktasyondaki
koyunlardan temin edilmigtir. Bu ¢aligma boyunca 1-2 yaslarinda, ayn1 sartlarda yetistirilen ve
ozellikleri ayn1 olan 20 bas Akkaraman koyunu kullanilmistir. Kesimden hemen sonra alinan
siitlii meme dokusu %0.9’luk soguk NaCl ¢ozeltisi igerisinde behere aktarilmis ve en kisa
zamanda laboratuara buz igerisinde getirilmistir. Temizlenen dokular ya hemen analize tabi
tutulmus veya daha sonra kullanilmak iizere ~18°C’de derin dondurucuda (Deep-freeze)
saklanmuisgtir.

2. 1. Kimyasal Maddeler:

Diasetil monoksim, Tiyosemicarbazid, L-Ornitin, EDTA, L-Lizin, N-Etil Malemid, p-
CMBA gibi kimyasal maddeler Sigma Chemical Company’den temin edilmistir. Arastirmada
kullanilan diger kimyasal maddeler ise analitik saflikta olup piyasadan alinmigtir.

2. 2. Kullanilan Cihazlar:

1- Cam- cam ve cam- teflon (Pottern- Elvehjem) Homojenizator

2- Sogutmali Santrifiij (Sorvall RC- 5B)

3- Spektrofotometre (Shidmadzu UV/ 240)

4- pH- metre (pH- Meter CG 810)

5

6

2. 3. Metodlar:

2. 3. 1. Arginaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi:

Sicak su banyosu (Benmarry)

[

Karstirici

Tiyosemikarbazid- Diasetilmonoksim Ure (TDMU) yontemi esas almarak arginaz
diizeyi saptanmustir (47). Diasetilmonoksim, {ire ile direkt olarak reaksiyona girmez. Ilk dnce
asit ortamda 1s1nin etkisiyle diasetil ve hidroksilamine I;idroliz olur. Diasetil, asit soliisyonda
tire ile kondanse olarak sar1 renkli bilesik olan Diazin’i meydana getirir. Olu$an sar1 rengi

kararl kilmak igin Thiosemikarbazid ve Fe* iyonlar1 kullanilir (66).
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2. 3. 1. 1. Kullanilan Ayiraglar:

1- Substrat Cozeltisi (7SmM L-Arginin) :

1.58g L-arginin monohidroklorit (Mol. Ag. 210.66g/mol) 80-85 ml distile suda
¢oziildiikten sonra pH’s1i 9.5’a ayarlanip distile suyla 100ml’ye tamamlanarak, +4°C’de
saklanmistir.

2- Karbonat Tampon Cozeltisi (100mM NaHCOj3; / Na,COs ):

a) 1.06g Na,CO; (Mol. Ag. 105.99g/mol) bir miktar distile suda ¢oziilerek, 100ml’ye
tamamlanmigtir,

b) 0.84g NaHCO; (Mol. Ag. 84.01g/mol) bir miktar distile suda ¢oziilerek, 100ml’ye
tamamlanmustir. '

Tampon ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 100mM’lik NaHCO; ¢6zeltisi behere konarak ve
tizerine "100mM’lik Na,COs ¢dzeltisiyle pH’s1 9.5°a gelinceye kadar ilave edilerek +4°C’de
saklanmustir.

3- Asit Karigimi:

a) 0.120 M FeCls / %56.7 H3PO4 .

3.24g FeCl3 (Mol. Ag. 270.3g/mol) bir miktar distile suda ¢oziildiikkten sonra {izerine
66.7ml %85’lik H3PO4 (d= 1.71, Mol. Ag. 98.0g/mol) ilave edilir. Daha sonra distile suyla
100ml’ye tamamlanarak oda 1sisinda saklanmugtur.

b) 999ml %20 (v/v)'lik H,SO4 (d=1.84, Mol. Ag. 98.08g/mol) iizerine 1.0ml yukarida
hazirlanan 0.120 M FeCl; / %56.7 H3;PO, ¢ozeltisinden ilave edilerek oda 1isisinda

saklanmugtir.



-17-

4- Renk Ayirac::

Bu karigim 0.0036M Tiyosemicarbazid (TSC, Mol. Ag. 91.14g/mol) ve 0.0617M
Diasetilmonoxim (DMA, Mol. Ag. 101.1g/mol) icermektedir. 6.23g DMA ve 0.328g TSC bir
miktar distile suda ¢oziildiikten sonra litreye tamamlanarak koyu renkli reaktif sisesinde ve
oda 1s1sinda saklanmugtir.

5- 10mM MnCl, Cozeltisi:

0.99g MnCl,. 4H,0 (Mol. Ag. 197.9g/mol) bir miktar distile suda ¢6ziildiikten sonra
distile suyla 500ml’ye tamamlanarak buzdolabinda saklanmistir. Koyun meme doku arginaz
aktivitesi ¢alismalarinda bu stok ¢6zeltiden sulandirma yapilarak istenilen konsantrasyonlarda
calisilmustir,

6- Ure Standarti (0.1 pmol iire/ ml):

3mg iire (Mol. Ag. 60.06g/mol), 100ml 0.016M Benzoik Asit (d=1.321) iginde
¢Oziiliir. Stok olarak kullamilan bu ¢6zelti, deney sirasinda 1/5 oraninda sulandirilarak
0.lumol tire/ml (0.6mg/dl)’lik iire standart: elde edilmistir. Ure stok standart gozeltisi
-+4°C’de buzdolabinda saklanmigtir.

7- Glisin- NaOH Tampon Cozeltisi (100mM):

a) 1.88g Glisin (Mol. Ag. 75.07g/mol) bir miktar distile suda ¢o6ziilerek, 250ml’ye
tamamlanmustir.

b) 1g NaOH (Mol. Ag. 40g/mol) bir miktar distile suda ¢ozilerek, 250ml’ye
tamamlanmigtir.

Tampon ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 100mM’lik Glisin ¢ozeltisi behere konarak ve
izerine 100mM’lik NaOH ¢ozeltisiyle 8.5 ile 11.0 arasinda deZisen pH’larda ¢ozelti
hazirlanmustir.

8- Tris- HCI Tampon Cozeltisi (100mM):

3.035g Tris (Mol. Ag. 121.14g/mol) 250 ml’ye distile suyla tamamlanarak HCI’le
(d=1.19, Mol. Ag. 34.46g/mol, %37°lik) kullanilarak 7.5 ile 9.2 arasinda degisen pH’larda
¢ozeltiler hazirlanmugtir. |

9- EDTA Cozeltisi: A

0.058g EDTA (Mol. Ag. 292.25g/mol) alinip 25ml’e tamamlanarak 4mM’lik stok
¢ozeltiyi olusturmustur.

10- L- Ornitin Cozeltisi:

Molekiil agirhigi 168.6g olan L-Ornitin’den 50mM’lik stok ¢ozelti hazirlanarak

kullanilmaigtir.
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11- L- Lizin Cozeltisi:

Molekiil agirligi 182.7g olan L- Lizin’den depo ¢6zelti olarak SOmM hazirlanmustir.

12- p-CMBA Cozeltisi:

Molekiil agirlign 357.2g olan p- CMBA’den 5SmM’lik stok ¢ozelti hazirlanarak
kullanilmusgtir.

13- N- Etil Malemid Cozeltisi:

Molekiil agirligi 125.13g olan N- Etil Malemid’den 200mM’lik stok ¢6zelti
hazirlanmugtir.

14- Metilen Mavisi Cozeltisi:

Molekiil agirlign 799.81g olan Metilen Mavisi’den 2mM’lik stok ¢o6zelti
hazirlanmigtir.

15- Siikroz Cozelti (0.25M):

21.39¢g alman Siikroz (Mol. Ag. 342.30g/mol) 250ml’e tamamlanarak kullanilmigtir.

16- KCl1 Cozeltisi (0.16M):

3.0g KCI (Mol. Ag. 74.56g/mol) alinarak 250ml’ye distile suyla tamamlanarak
kullanilmustir.

2. 3. 1. 2. Arginaz Aktivite Diizeyinin Olgiilmesi:

Alinan doku &rnekleri iki siizgeg kagidi arasinda kurutulup 1g olarak tartilip (agirhik/
hacim) saf su ile Sml’e tamamlanmigtir (diliisyon orant 1 x 5). Daha sonra bu 6rnekler Potter-
Elvehjem (cam- cam) homojenizatérle homojenize edilmigtir. Homojeﬁat +4°C’de
16000xg’de 15 dakika Sorvall RC-5B’de santrifiigasyon islemine tabii tutulmustur.
‘Santrifiigasyon isleminden sonra &rneklerin siipernatantlari ve pelletleri(¢okiintil) kismi
birbirinden ayrilmigtir.

Koyun meme doku 6rneklerinin her ml sﬁpemat;ﬁtl icin 3 inite Jack-Bean iireaz ilave
edilmistir. Daha sonra 37°C’de 15 dakika inkiibe edilerek endojen iirenin pargalanmasi
saglanmgtir (84, 95). Sonunda drnekler 2mM MnCl, ¢dzeltisi ile 1 x 6 oraninda sulandirilarak
52°C’de 12 dakika metabolik su banyosunda tutulmasiyla preinkiibasyon iglemi saglanmugtir.
Preinkiibasyon igleminden sonra 6rnekler enzim kaynagi olarak kullanilmustir.

Enzimatik karisim 1ml olup 75mM’lik L-Arginin’den (pH 9.5) 0.3ml ve 100mM’lik
Karbonat Tamponu’ndan (pH 9.5) 0.4ml icerecek sekilde diizenlenmistir. Tiiplere dnce L-
Arginin, sonra Karbonat Tamponu daha sonra iizerine preinkiibasyona tabii tutulan enzim
kaynagflndan 0.3ml eklenerek drnekler 37°C’de sallantilt metabolik su banyosunda 15 dakika
tutularak enzimatik tepkime baglatilmistir. 15 dakikalik inkiibasyon stiresi 3ml asit karisim
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ilavesiyle sona erdirilmistir. Asit ilavesinden sonra tiiplere 2ml renk ayiraci ilave edilmis,
tiipler vorteksde karigtirilarak 10 dakika kaynar su igersinde tutulmus ve renk olusumu
saglanmagtir.

Dalga boyu 520nm’de 6rneklerin iire miktarlar: sifir zaman koérlerinin (zero time
blank) absorbanslarinin gikariimasindan sonra degerlendirilmistir.

Ayni islemler standart ¢aligmasinda da uygulanmustir. Yalmz enzim kaynag: yerine 0-
0.6umol arasinda degisen iire standart ¢ozeltiler kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmigtir
(Sekil 7).

UNITE: 1mg proteinin 1 saatte olusturdugu tire miktarimn pmol cinsinden ifadesidir.

Unite = pmol iire/ mg protein x saat olarak alinmustrr.

Optik dansite

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

Ure (mikromo/mililitre)

Sekil 7: TDMU Metodu igin kalibrasyon egrisi.

2. 3.2.Protein Olgiimii:

Protein miktar1 Biliret Yontemi ile saptanmuigtir (49).

Biiiret Yontemi: Iki veya daha fazla peptid bag1 igeren proteinlerin alkali ortamda
bakir iyonlari ile erguvani (mor) renk verme esasina dayanr (49, 73).

2.3.2. 1. Kullanilan Ayiraglar:

1- Biiiret Aywraci: 1.5g Bakur Stilfat (Mol. Ag. 159.6g/mol) , 6g Sodyum- Pbtasyum
Tartarat (Mol. Ag. 282.23g/mol) 500ml distile suda ¢oziilmiigtiir. Uzerine 300ml %10°luk
(Agirlik/ hacim) Sodyum Hidroksit ilave edilerek toplam hacim 800ml’e tamamlanmistir.

2- Protein standarti: 2.5 mg BSA (S18ir Serum Albumini) / fnl
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2.3. 2. 2. Deneyin Yapilisi:

Ornek Standart Kor
Siipernatant (ml) 1 - —
Protein Standart1 (ml) —- 1 —
Distile su (ml) - — 1
Bitiret Ayrraci (ml) 4 4 4

Tiipler iyice karistirilir ve 30 dakika oda 1sisinda tutularak absorbanslar koére kars: 540

nm’de okunur.
Hesaplanmasi:
Protein Miktar1 = Ornek Abs./ Standart Abs. x 2.5
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3. BULGULAR

Koyun meme dokusunda arginaz varb@mm saptanmasindan sonra enzimin kinetik
ozellikleri tespit edilmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlandiktan sonra bulgular
aciklanmistir:

3. 1. Preinkiibasvon Isisinin Tespiti:

Koyun meme doku arginaz enziminin aktivasyonu icin gerekli sartlardan birisi
preinkiibasyon 1sisidir. Arginaz {izerine preinkiibasyon 1sisinun etkisi arastirilmigtir (Sekil 8).
Mangan varliginda 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65°C’lerde preinkiibasyon 1sisina tabi tutulmustur.
En yikksek enzim aktivitesi 50-55°C’ler arasinda saptanmugtir. Bu nedenle enzimin

aktivasyonu i¢in preinkiibasyon 1sis1 52°C olarak kabul edilmistir.

6
8
‘g
L)
4-
24
0 +—5F . : — , k ‘ .
.0 35 40 45 50 55 60 65 - 70

Preinkiibasyon Ists1 (°C)

Sekil 8: Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Isisina Bagli Olarak

Degisimi.



-22-

3. 2. Preinkiibasyon Zamaninin Tespiti:

Koyun meme doku arginazummn preinkiibasyon zamanina bagli olarak degisimini
MnCl, varliginda ve 52°C’lik preinkiibasyon isisinda 5- 25 dakikalik zaman araliklarinda
incelendiginde maksimum aktiviteye 12 ile 15. dakikalar arasinda ulagildigt gOriilmiis ve

preinkiibasyon zamani 12 dakika olarak kabul edilmistir (Sekil 9).

Unite

O T ¥ U T T
0 5 10 15 20 25
Preinkiibasyon Zaman (dakika)

Sekil 9: Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Zamanina Bagh
Degisimi.
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3. 3. Inkiibasyon Zamaninin Tespiti:

Koyun meme doku arginazi i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin saptanmasinda enzim
kaynaklar1 degisik zaman siirelerinde inkiibasyona tabi tutulmus ve bunu argininin hidrolizi
izlemistir. Reaksiyon sonunda meydana gelen {irenin zaman faktériine bagli olarak miktarlar
belirlenmistir. Sekil 10°da da goriildiigii gibi iire sentezindeki artis zamana bagli olarak 12.
dakikaya kadar dogrusaillglm koruyup bu siirenin sonunda lineerlik yerini hiperbolik bir
goriiniime birakmistir. Bundan dolay1 enzim i¢in optimal inkiibasyon siiresi 15 dakika olarak

belirlenmistir.

Unite

O - I ' 1 S
0 4 8 12 16

Inkiibasyon Zamam

Sekil 10: Koyun ~Meme Doku Arginaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zémanma Bagl: Olarak
Degisimi.
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3. 4. Mangan Iyonlarmm Etkisi:

Mangan iyonlarinin arginaz igin gerekli oldugu anlagildiktan sonra degisik
konsantrasyonlarda Mn"™" iyonlarinin enzim aktivitesine olan etkileri incelenmistir. Arginaz
aktivitesi lizerine MnCL’tin 0-8mM arasinda degisen konsantrasyonlarda, Mn"™" iyonlar ilave
edilmistir. Preinkiibasyon ortammda Mn"" icermedigi noktada enzim aktivitesi ¢ok diisiiktiir.
Ortama Mn™" iyonlan ilave edildiginde belirgin sekilde aktivite artis1 gézlenmistir. En yiiksek
aktivitenin alindig1 konsantrasyon 0.5-1mM arasindadir. 1.5mM MnCl; konsantrasyonundan
sonra aktivite diigmistiir (Sekil 11). Enzim 0.75mM’lik MnCl, konsantrasyonunda en yiiksek
aktiviteyi gostermesinden dolayr bu molarite enzim i¢in en uygun MnCl, konsantrasyonu

olarak kabul edilmistir.

2
g
o)
Kontrol
1
21
1 i
O } T 1 T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

“MnCl, (mM)

Sekil 11: Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesinin MnCl, Konsantrasyonuna Bagl
Olarak Degigimi.
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3. 5. Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin
Metal iyonlarinin etkisini aragtirmak igin; Mn*%, Cu™, Mg*?, Ba*?, Fe*®, Ag™!, Cr,

Sn", Hg'?, Pb*, Co*?, Ni*?, Zn*?, Ca* varliginda enzim aktivite diizeylerine bakilmustir. Bu

metal iyonlar1 0.75mM’lik konsantrasyonlarda preinkiibasyon ortamina ilave edilmis ve elde
edilen sonuglar kontrole gore degerlendirilmistir (Tablo 1). Mangan iyonlarinin varliginda
enzimin katalitik aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu fakat diger metal iyonlarin varhgmda ise

enzimin katalitik aktivitesinin azaldig1 saptanmigtir.

Tablo 1: Baz: Metal Tuzlarmin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

Metal iyonlar: % Aktivite
Kontrol 100
MnCl, 2060
CdCl, 700
NiSOy4 556
CaCl, 216
MgCl, 164
BaCl, 124
CuS0Oy 116
FeCls 110
HgCl, 100

. CoSOy4 96
ZnSO4 72
AgNO3 44
SnClz 8
Pb(NO3) - 0
CrOs 0

Enzim kaynag: olarak kullanilan kistm MnCly’siiz preinkiibe edilmis aymi molariteyi
saglayacak miktardaki MnCl, enzimatik karigima eklenmisgtir.

3. 6. Mangan Iyonlarinin ve Preinkiibasyon Isisinin Koyun Meme Doku Arginaz

Aktivitesi Uzerine Etkisi:

Preinkiibasyon 1sisinin Mn'* iyonlarimin varligina bagli olup olmadigim tespit etmek icin
MnCly’lii ve MnCly’stiz (distile su ile) arginaz aktivitesi preinkiibasyon iglemine tabi
tutulmugtur. Sonugta; MnCl, varliginda uygulanan preinkiibasyonla enzimin aktivitesinin,
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¢ok daha yiiksek aktivite gésterdigi tespit edilmistir. MnCl,’siiz preinkiibasyona tabii tutulan
enzim kaynagindan elde edilen aktivite ile MnCl,’lii preinkiibasyona tabii tutulan enzim

kaynagindan elde edilen aktivitenin sadece 1/3 kat1 oldugu bulunmugtur (Sekil 12).

5 .
+MnCl,
4
2
=
w0 3
~MnCl,
2
1 4
0 S : : ———e . : : -
.0 - 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Sicaklik(®C)

Sekil 12: Mangan Iyonlarmin ve Preinkiibasyon Isisinin Koyun Meme Doku Arginaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi.

3. 7. Optimal pH’nin Tespiti:
Koyun meme doku arginazinin optimal pH’smn1 tespit etmek igin pH 7.5’dan pH 11°e

kadar olan siurlar i¢inde gesitli tampon ¢ozeltileri hazirlanmustir. Bu tamponlardan; pH 8.6-
10.6 arasinda aktivite gosteren Glisin-NaOH Tamponu, pH 7.1-8.9 arasinda aktivite g6steren
Tris-HCl Tamponu, 9.2-102 pH’larinda aktivite gosteren Sodyurfi bikarbonat-Sodyum
karbonat tamponlari kullamlmigtir. Bu tamponlar kullanilarak belirtilen pH sinurlari iginde en
yiiksek aktivitenin alindig1 pH ortaminin tespitine ¢alisilmugtir. Grafik tipik bir ¢an egrisi (Bell
shape) seklindedir (Sekil 13). Karbonat tamponu, glisin tamponu ile pH 9.5’da Ortlisme
yapmaktadir. Karbonat tamponun arginaz aktivitesi i¢in spesifik bir tampon olmasi ve

maliyetinin ucuz olmasi nedeni ile tercih edilmistir. Enzim en yiiksek aktiviteyi pH 9.5°da
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vermistir. Bu nedenle, pH 9.5°daki karbonat tamponu enzim aktivitesi igin optimal pH olarak

kabul edilmistir.

6 -

5 R
W
= 4 1 ]
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Glisin Tampontr -m
3 Karbonat Tamponu
Tris Tamponu
2 R
1 4
[
0 0 7 l T v 7 = T T
9 10 11 12
pH

Sekil 13: Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Igin Optimal pH’nin Saptanmas.
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3. 8. Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesinin Arginin Konsantrasyonuna Baglh

Degisimi:

Koyun meme doku arginazi i¢in optimal sartlar belirlendikten sonra, arginazin
substrati olan L-arginin 0-35mM’lik deZisik konsantrasyonlarindaki Vo hizlar1 Michaelis-
Menten grafigi ile degerlendirilmistir. L-arginin konsantrasyonu Sekil 14’de goriildiigii gibi ,
0-35 mM arasinda degisik konsantrasyonlarinda ¢aligilmistir. Reaksiyon hiz1 2 mM’a kadar
lineerlik gosterirken (I. Mertebe Kinetigi), daha sonra yerini hjperbolik bir gériiniimiine
(Kangik Mertebe Kinetigi) birakmis, enzim 15SmM’lik substrat konsantrasyonunda ise
enzim sonra doygunluga (Sifir Mertebe Kinetigi) ulagarak reaksiyon sabit hizla devam
etmistir.

.

Unite

0 5 10 15 20 25 30 35
Arginin (mM)

Sekil 14: Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesinin L-Arginin Konsantrasyonuna
Baghi Olarak Degigimi.

Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonuna bagli degisimi Lineweaver-Burk
Egrisi’ne (Sekil 15) gore de degerlendirilmistir. Koyun meme doku arginazinin, L-arginine

kars1 Km’inin 1.35 mM civarinda oldugu bulunmustur.
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Sekil 15: Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Lineweaver-Burk

Egrisi ile Gosterilmesi.

3.9, Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesine Etki Eden Bazi inhibitorler:
3.9. 1. Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)’in Inhibitor Etkisi:

HOOCH,C CH,COOH
II\T- CH,- CH»- IEI
) HOOCHZCI (IJHzCOOH
EDTA( C1oH;6N2Os)

Koyun meme doku arginaz enzimi tizerine EDTA’nin inhibisyon etkisi arastirilmis ve
Sekil 16’de gosterilmistir. Inkiibasyon ortamindaki L-arginin konsantrasyonu sabit tutulup,
preinkﬁbasyoh ortamina 0-2 mM arasinda _degi$en farkli konsantrasyonlarda EDTA ilave
edilerek aktivite kaybi kontrol grubuna gére degerlendirilmistir. 0.5mM EDTA enzim
aktivitesinin %44’{inii, 1 mM EDTA aktivitenin %80’nini, 2 mM ve iizerindeki EDTA

konsantrasyonun ise aktivitenin %100’ iinii kaybettigi goriilmiistiir.
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0 0,5 1 1,5
EDTA (mM)

Sekil 16: EDTA mn Koyun Meme Doku Arginaz1 Uzerine Inhibisyon Etkisi.

Kontrol
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Sekil 17: EDTA’nin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

EDTA’in yaptif1 inhibisyon tipini tespit etmek amaciyla 1,2 mM EDTA varliginda

Michaelis- Menten ile gosterilmistir. Sekil 17°de gortildiigii gibi koyun meme doku
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fon)

arginazimin Vmax’min degismedigi, Km’inin degistigi tespit edilmistir. EDTA’un, koyun
meme doku arginazini kompetitif inhibitdr etkisinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 18).

IVAY

0.5 | +EDTA
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..........
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Sekil 18: EDTA’'nin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Lineweaver- Burk Grafigi ile Gosterilmesi.

3. 9. 2. L-Ornitinin inhibitor Etkisi:

COOH
I
NH;-C-H
I
CH;
I
CH,
I
"CH,
I
NH;
L-Ornitin: (NHz CH; (CHz) 2CH(NH2)COOH)
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L-ornitin 0’dan 25mM’a kadar degisen konsantrasyonlarda, koyun meme doku arginaz
aktivitesi incelenmistir. 2mM L-ornitin konsantrasyonunda enzim aktivitesi %38’i; SmM’a
ulagtifinda arginaz aktivitesinin %53’iinii; bu oran 15mM ulastifinda ise aktivitenin %66’sim
kaybettigi goriilmiistiir (Sekil 19).

2
k=
£

1 N

0 T T

0 5 10 15 20 25
Ornitin (mM)
Sekil 19: L-Ornitinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon
Etkisi. '

L-omnitin koyun meme doku arginaz enzimi iizerine yaptig1 inhibisyonun tiiriinii
belirlemek i¢in 10 mM L-ornitin kullanilmistir. Sonuglar Michaelis- Menten grafigine gore
(Sekil 20) deBerlendirilerek L-ornitinin enzimi nonkompetitif olarak inhibe ettigi tespit
edilmistir. Veriler Lineweaver- Burk (Sekil 21) egrisi ile degerlendirilerek, Vmax degerinin

Fors

degistigi, Km degerinin ise degismedigi saptanmigtir.

-
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Sekil 20: L-Omitinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.
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Sekil 21: L-Ornitinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Lineweaver- Burk Grafigi {le Degerlendirilmesi.
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3. 9. 3- L-Lizinin Inhibitér Etkisi:

COOH
I

NH,- C-H
I
CH;,
I
CH,
I
CH,
I
CH,
I
NH,

L-Lizin: (NH, CH, (CH,);CH(NH,)COOH)
L-lizinin 25mM’a kadar farkli konsantrasyonlarda koyun meme doku arginaz

aktivitesi tlizerine inhibor etkisi incelendiginde L-ornitinin inhibitdr etkisine benzedigi
goriilmistiir.  Sekil 22’de goriildiigti gibi SmM L-lizin konsantrasyonunda kullanildiginda
enzimin %48 oraninda aktivite kaybetmesine neden olmustur. 15mM’a g¢ikarildiginda %79;
20 mM L-lizin kullanildiginda ise %86°lik bir aktivite kaybimnm oldugu gﬁrﬁlmﬁstﬁr.

Unite

0 5 10 15 20 25
L-Lizin (mM)
Sekil 22: L-Lizinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Inhibitor Etkisi.
12 mM L-lizin varhiginda ve L-argininin farkli konsantrasyonlarinda koyun meme
doku arginaz enziminin aktivitesi iizerine inhibisyon tipi belirlenmigtir. Veriler Michaelis-

[N

Menten grafigi ile degerlendirilmistir (Sekil 23). Buna gére enzimin Vmax’min degistigi
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Km’in ise degismedigi goriilmiistiir. Sonuglar Lineweaver- Burk egrisiyle (Sekil 24)
degerlendirildiginde inhibisyonun nonkompetitif oldugu tespit edilmistir.

6 - Kontrgl
—— —e ®
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4
3
g 3
D . .
12mM L-Lizin
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0 5 10 15 20 25 30 35

L-Arginin(mM)

Sekil 23: L-Lizinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.
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Sekil 24: L-Lizinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Lineweaver- Burk Grafigi Ile Degerlendirilmesi .
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3.9. 4. p- Kloromerkiiri Benzoik Asidin (p-CMBA) Inhibitér Etkisi:

p-CMBA, 0.25mM ile 2.5mM arasinda degisen konsantrasyonlarda preinkiibasyon
ortamuna ilave edilerek enzim tzerine inhibitor etkisi incelenerek kontrole gore
degerlendirilmigtir. O,SmM p-CMBA konsantrasyonunda koyun meme doku arginazinin %30,
ImM konsantrasyonda enzimin %49, 2mM konsantrasyonda enzim aktivitesinin %92’sini

kaybederek bu oran, 2.5mM’a ¢ikanldiginda enzim aktivitesinin tamamen inhibe oldugu

saptanmustir (Sekil 25).
I;IgCl
%
6
N
54 ] i
COOH:
4 1 p-CMBA
2 34
=
f
2
14
0 i ; ™ -
0 0,5 1 1,5 2 2,5

p-CMBA (mM)

Sekil 25: p-CMBA’in Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi.

ImM p-CMBA varliginda ve inkiibasyon ortamindaki arginin konsantrasyonlarim
degistirilerek, koyun meme doku arginaz aktivitesi “Blgiiliip inhibisyon etkisinin varlig1
kontrole gore degerlendirilmistir. Hem Michaelis- Menten (Sekil 26) esitligi ile hem de _
Lineweaver- Burk (Sekil 27) egrisi ile degerlendirilmesi sonucu , p-CMBA’in Vmax’1

degistirip Km degigtirmedigi goriilmiistiir.
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Sekil 26: p-CMBA’in Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.
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Sekil 27: p-=CMBA’in Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Lineweaver- Burk Grafigi Ile Degerlendirilmesi
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3.9. 5. N- Etil Maleimitin (NEM) inhibitor Etkisi:

Degisik NEM konsantrasyonlarinin varliginda arginaz enziminin aktivitesi
incelenmistir. 10mM-100mM arasinda degisen NEM konsantrasyonlarmin enzim
aktivitesine etkisi arastirdmistir. 10mM’da enzimi % 23 dolaylarinda inhibisyona
ugrattifl, S0mM’da %55, 100mM NEM konsantrasyonunda ise enzim aktivitesinin
%386’ s1n1 kayba ugrattif1 gézlenmistir ( Sekil 28).

Unite

0 ’ 20 40 60 80 . 100
NEM (mM)

Sekil 28: NEM’in Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi.

Farkli arginin konsantrasyonunda ve 80mM NEM varliginda koyun meme doku
arginaz aktivitesi bulunarak kontrole gore degerlendirilmigtir. Verilerin degerlendirilmesinde
Michaelis- Menten (Sekil 29) ve Lineweaver- Burk (Sekil 30) egrisi kullanilmigtir. Her iki

grafigin degerlendirmesinde, Vmax’larimin degistigi Km’lerinin ise degismedigi gérilmiistiir.

NEM koyun meme doku arginaz enzimini nonkompetitif olarak inhibe etmektedir.
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Sekil 29: NEM’in Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

2 0,8
— +NEM
0,4 -NEM
f ri ""'.:.; """" T ~r T T =T T T ™
-1 -08 06 -04 -02 O 62 04 06 08 1
/Is]

Sekil 30: NEM’in Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Lineweaver-Burk Yéntemi ile Gosterilmesi
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3. 9. 6. Metilen Mavisinin Fotoinaktivasyon Etkisi:

Degisik metilen mavisi konsantrasyonlarinda 150 watt’lik projeksiyon 1s1g1 altinda
koyun meme doku arginazinin  fotoinaktivasyonu incelenmigtir.  0.3mM
konsantrasyonunda %74, 0.7mM konséntrasyonunda ise enzim %96 oraninda aktivite

kaybettigi gézlenmigtir (Sekil 31).

Unite
(9%]

—

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
Metilen Mavisi (mM)

Sekil 31: Metilen Mavisinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkisi.

Metilen mavisinin koyun meme doku arginazmeilktivitesi iizerine yaptig1 inhibisyon
tipini belirlemek igin farkll arginin konsantrasyonlarinda, 0.3mM metilen mavisi kullamlarak
inhibisyon tipi tespit edilmigtir. Veriler kontrolle karsilagtirilarak Vmax degerinin degistigi
Km degerinin ise degismedigi bulunmustur. Metilen mavisinin enzimi nonkompetatif inhibe

ettigi saptanmugtir (Sekil 32, 33).
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Sekil 32: Metilen Mavisinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.
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Sekil 33: Metilen Mavisinin Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Lineweaver-Burk Yéntemi ile Degerlendirilmesi
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Metilen mavisinin, koyun meme doku arginaz aktivitesine etkisi oda 15181, karanlikta
ve 150w’lik 1s1k altindaki etkisi aragtirilarak kontrole gore degerlendirilmistir. Tablo 2’de
goriildigii gibi inhibisyonun oda 1518inda %76; karanlikta %63; 150w 1g1kta ise %66 olarak

hesaplanmigtir.

Tablo 2: Metilen Mavisinin Farkli Ortamlarda Koyun Meme Doku Arginaz Aktivitesi
Uzerine Inhibitor Etkisi.

AKTIVITE %

KOSULLAR | Kontrol +Metilen Mavisi

Oda Isigx 100 76
Karanhk 100 63
150w Isik 100 66

% 0.lmM metilen mavisi ve MnCly’tin, I. ve II. preinkiibasyon sartlarinin
uygulanmastyla (Tablo 3) sonuglar degerlendirilmistir:

I. preinkiibasyona sadece MnCl,’iin konulmasiyla yapilan ¢alismay: kontrol kabul edip
diger caligmalar bu kontrole gore kiyaslanmigtir (A).

Hem MnCl; ve hein de %0.1 metilen mavisinin I. preinkiibasyon 150w 151k altinda
yapilan ¢alismayla koyun meme doku arginaz aktivitesini %59 inhibe ettigi bulunmusgtur (B).

150w 151k altinda Ipreinkiibasyonda %0.1 metilen mavisi, II. preinkiibasyonda ise
MnClzx eklendiginde koyun meme doku arginaz aktivitesini %66’1n1 inhibe ettigi saptanmigtir
©).

150w 151k altinda I preinkiibasyoncia MnCl,, II. preinkiibasyonda ise %0.1 metilen
mavisi eklendiginde koyun meme doku arginaz aktivitesini %86’sim inhibe ettigi gorilmiistiir
(D).
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Tablo 3: Mangan, Metilen Mavisi ve Isigin Koyun Meme Doku Arginazinin

Fotoinaktivasyonuna Olan Etkisi.

ISIKLANDIRMA
%0.1 %0.1 Kalan %
MnCl, | Metilen | Metilen |MnCl; |150w Isik | OdaIsig1 | Aktivite
Mavisi | Mavisi :
A + - - - - -+ 100
B + + - - + - 41
C - + - + + - 34
D + - + - + - 14

L. Preinkiibasyon  |II. Preinkiibasyon

3.10. Koyun Meme Doku Arginazinin Hiicre Ici Yerlesimi:

Koyun meme doku arginazinin hiicre i¢indeki yerinin saptanmasi i¢in 4g doku alinip
0.25M’lik siikroz ¢6zeltisinde Potter-elvenjem cam-teflon homojenizatérii ile parcalanmig
ve siikroz ¢ozeltisi ile 20ml’e tamamlanarak 1 x 5 oraminda sulandirilarak (Agirlik /
Hacim) homojenat elde edilmistir. Bu homojenattan 4ml ayirarak arginaz diizeyine
bakilmigstir. Daha sonra homojenattan 1ml alinip 7ml 0.5mM’lik MnCl,’1i siikroz ¢6zeltisi
hazirlanarak 1 x 40 diliisyon yapilmistir. Geri kalan 17ml’lik b6lim 600xg’de 10 dakika
+4°C’de santrifiigasyon islemine sokulmustur. Ustte kalan stipernatant uzaklastirtlmis ve
siikroz ¢ozeltisi ile toplam hacim 17ml’ye tamamlanmistir. Béylece elde edilen
pellette(¢Gkiintii) ve siipernatantta enzim aktivitesine bakilmigtir. 17m!l’ye tamamlanan
¢ozelti 600xg’lik stipernatanttan alman 10ml’lik bolum tekrar 16000xg’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve iki boliime ayrilmustir. Stipernatant ve pellet sitkroz gﬁzeltisi ile ayn
ayr1 11ml’ye tamamlanmistir. Cesitli hiicresel kisimdan oiusan bu fraksiyonlar 52°C’de 10
dakika preinkiibasyona tabi tutulduktan sonra enzim kaynag: olarak kullanmilmistir. Tablo
4’de goriildiigli gibi en yiiksek arginaz aktivitesi 16000xg’de elde edilmis ve bu da
enzimin hiicrenin ¢ekirdeginde lokalize oldugunu gostermistir. 50xg’deki santrifiigasyon
islemi sonunda hemen hemen homojenattaki aktivitenin aymisi elde edilmistir. 600xg
slipernatanti 16000xg’de santrifiij edildiginde pellette toplam aktivitenin yaklasik %50
bulundugu gozlenmigtir. 16000xg pelleti mitokondrialar1 kapsamaktadir. 600xg



-44 -

stipernatanti da toplam aktivitenin %25’inin bulunmasimin nedeni 3 ihtimali
kapsamaktadir:
1- Cekirdeksel kisimlar tam ¢6kmemistir.
2- Santrifligasyon sirasinda ¢ekirdekler pargalanmis ve enzim sitoplazmik fraksiyona
geemistir.
3- Arginazin bir izoenzimi bulunabilir.
HOMOJENAT

50xg’de 10 dakika Santrifiij (C1)

r

Pellet (P1) Siipernatant (S1)

600xg’de 10 dakika Santrifiij (C2)

v

v

Pellet (P2) Siipernatant (S2)

16000xg’de 20 dakika Santrifij (C3)
Pellet (P3) Stipernatant (S3)

77000xg’de 40 dakika Santriftij (C4)

v
v v

Pellet (P4) Siipernatant (S4) -

Sekil 34: Diferansiyel Santrifiigasyon Yontemi (17).
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Tablo 4’deki sonuglar Sekil 34’e gore uygulanmistir. Tabloda enzim her ne kadar
hiicre ¢ekirdegine bagli ise de eger homojenizasyon iyonik bir ¢ozeltide yapilip iyonik giic
artinlirsa enzimin gekirdeksel kismindan sitoplazmanin ¢6ziinen kismina kolayca gegtigi
goriiliir. 0.16M’lik KCl ¢ozeltisi ile yapilan homojenizasygn isleminden sonra arginaz
aktivitesinin hiicre i¢i dagiulimi incelendigi zaman goriilmistiic ki Tablo 4’deki sonuc;lann>
aksiné iyonik giictin artmasi ile 16000xg’deki pelleti yerine slipernatant fraksiyonu daha gok
arginaz aktivitesi igermektedir. Aym1 zamanda 0.16M’lik KCl ¢6zeltisiyle yapilan bu deneyler

sonunda enzimin hiicre ¢ekirdeginde lokalize oldugu bir kez daha g6zlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Santrifiigasyon Y6ntemiyle Koyun Meme Doku Arginazinin Hiicre I¢i Yerlesimi.

UNITE UNITE
No Devir Enzim Kaynagt [(0.25M Siikroz’lu) | (0.16M KCI’lii)
A - Homojenat 5.4 4.6
B 50xg Siipernatant 4.5 3.8
C 600xg Pellet 0.4 0.5
D 600xg Siipernatant 1.6 1.3
E 16000xg | Pellet 0.3 0.4
F 16000xg | Siuipernatant 3.6 2.0
"H 77000xg | Siipernatant 1.1 14
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4. TARTISMA

Yapilan literatiir tarama sonucunda koyun meme doku arginaz enziminin kinetik
ozelliklerine iligkin herhangi bir c¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle, ¢alismada
laktasyondaki koyun meme doku arginaz enziminin bazi kinetik 6zellikleri incelenmis ve
tartigilmagtir. .

Arginaz enziminin esas yerinin karaciger oldugu bilinmektedir. Karaciger digindaki
organlarin ¢ogunda arginaz enzim aktivitesine rastlanmistir. Bu durum enzimin tire donglisii
disinda farkli fonksiyonlar yaptigini agiklamaktadir.

Laktasyondaki koyun meme doku arginazinin preinkiibasyon isisini belirlemek igin
farkl: 1s1lar kullanilarak (35-65°C) uygun 1s1 arastirilmis ve optimal preinkiibasyon 1sis1 52°C
olarak bulunmustur (Sekil 8). Enzim aktivitesi 55°C’ye kadar en yiiksek diizeye ulagmus,
55°C’den sonra aktivitenin diistiiii goriilmiistir. Arginaz O6lglimlerinde kullanilan biitiin
metodlar preinkiibasyonu dnermektedir (22, 41, 42, 99). Enzimlerin yapist protein oldugu i¢in
yiiksek 1stya dayanikli degildirler. Aktivite gosterdigi optimal 1smin Ustline ¢ikildigi zaman
enzim aktivitesi diiger.

Preinkiibasyon ancak Mn™ iyonlarmn varliginda gergeklestirir. Mangan iyonunun
enzim ile substrat arasinda bir metal koprii kurdugu ve enzim- Mn"- arginin kompleksinin
meydana gelmesinde aktivasyonun etkili oldugu  bildirilmistir (109). Mohammed ve
Greenberg (84) ise preinkiibasyon sirasinda MnCly’lin arginaza baglanarak enzimin
aktivitesini ve dayamikliligi artirdigim agiklamislardir.

Pfeinkﬁbasyonun ve MnCl,’iin enzim aktivasyonuna olan etkisini degisik sekillerde
aciklayanlar vardir. Farkli dokularda ve farkli tiirlerde optimal preinkiibasyon isilarimn
degisiklik gosterdigi bulunmugtur. Insan tiroid dokusu (64), uterus (56), eritrosit (32, 56),
sican kéraciger (121) arginaz: ; saflasgtinnlmadan &nceki ve sonraki sigir rumen doku (42)
arginazi; koyun vitreus (55) arginaz: i¢in optimal preinkﬁbasyon 1stlarinin farklilik gésterdigi
bulunmustur.

Laktasyondaki koyun meme doku arginaz enziminin uygun preinkﬁbasyon zamanini
tespit etmek igin O ile 25 dakika arasinda degigen siirelerde preinkiibe edilmistir. Enzim
aktivitesi Sekil 9’da gériildﬁgﬁ gibi 15 dakikaya kadar arttig1 15 dakikadan sonra enzim
aktivitesinin diistiigti bulunmustur. Koyun meme doku arginaz enziminin 52 °C’de 15.
dakikadan sonra inhibe oldugu gériilmiigtir. Optimal preinkiibasyon siiresi ise 12 dakika
olarak tespit edilmistir.

Colombo ve Konarska (32), 55°C’de 20 dakikalik bir preinkiibasyonla karaciger
arginaz aktivitesinin 4-5 kat, eritrosit arginaz aktivitesinin 2-6 kat artifii bulmuslardir.
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Schimke (121), si¢an karaciger arginaz aktivitesi i¢gin preinkiibasyon 1sisim 55 °C zamanin ise
5 dakika olarak tespit etmigtir. Ozan ve Giilen (95), sigir tikiiriik arginaz enziminin
aktivasyonu i¢in preinkiibasyon isleminin ve Mn*™ iyonlariin gerekliligini ortaya
koymuglardir. |

Arginaz enziminin ihtiyag duydugu kofaktérler genellikle iki degerlikli metal
iyonlaridir. Ozellikle bu iki degerlikli metal iyonlarindan Mn* iyonu enzimi en iyi aktive
eden metaldir. Yaptifimiz ¢alismada laktasyondaki meme doku arginaz enzimine spesifik
metal iyonu olan Mn*? konsantrasyonu tespit edilmistir.

Koyun meme doku arginaz enzimi en yliksek aktiviteyi 0.75mM MnCl,
konsantrasyonunda gostermistir ($ekil 11). 1.5mM’dan sonra enzim aktivitesi diismektedir.
Aktivitenin MnCl, ve preinkiibasyona bagli oldugu tespit edilmistir.

Rather (114), arginazin Mn™ iyonuyla aktivasyonunu degisik bir yaklagimla
agiklamigtir. Sican ve sifir arginazlar1 dért alt birimden meydana gelmis olup her bir alt
birime bir Mn"? iyonu baglanmustir.

I- Enzim +2 Mn"™" Enzim- (Mn"), (Kompleks I)

II- Enzim- Mn"), +2Mn"™" E- Mn™ )4 (Kompleks IT)

Kompleks I, Kompleks II’ye oranla %50 daha az aktifdir. Kompleks I'in Kompleks

I’ye dontigtim basamag: belkide tepkime hizinin kontrol edildigi basamaktir. Preinkiibasyon
bu basamak i¢in gerekli olan 1s1 ve zamani saglamugtir.

Enzim- Mn"*- Arginin komplexinin olusmasinda, enzimi aktive eden Mn'? iyonlart
enzim- substrat arasinda bir koprii olugturmustur (32, 115).

Bazi dokular i¢in bulunan MnCl; konsantrasyonu; insan karaciger dokusu ve eritrosit
(56) ile tiroid dokusu i¢in (64) 2.5mM; uterus dokusu i¢in 0.8mM (56); s18ir rumen dokusu
i¢in saflastirilmadan 6nce 1mM, saflastirildiktan sonra ise 2mM (42); koyun gozii vitreusu
icin 5SmM (55); M. benedeni arginazi igin 0.5mM (103) olarak tespit edilmistir. Mn™
katyonlari afginaz aktivitesi icin gerekli bir kofaktordiir. Mn™" katyonlar1 olmadan enzim tam
aktivite gdsteremez. Her doku i¢in ayn ayri konsantrasyonlarda MnCl, kullanilir.

Rat karaciger arginazi iizerine yapilan bir ¢aligmada (15), diyetteki Mn"" yetersizligi
aragtirilmis, karacigér arginaz aktivitesinin Mn" yetersizliginde dﬁsﬁk oldugu saptanmus;
plazma amonyak diizeyinin de yiiksek oldufu gortilmiistiir. Streptozotosin ile olusturulan
diabetik ratlara Mn*? enjekte edildiginde arginaz aktivitesinin yiikseldigi agiklanmugtir (13).

En iyi sekilde karakterize olan saflagtirilmig rat karaciger arginazinin (30800 Dalton
molekiil agirlifinda ve 4 subliniteden olusan) dort Mangan iyonununa ihtiyag duydugu

bildirilmigtir (8). Carvajal ve ark. (26), insan karacifer arginazi lizerinde yaptiklari bir
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calismada, esas rolii metal iyonlarmnin oynadigi ve bu metallerden de en 6nemlisinin Mn™
iyonu oldugunu tespit etmislerdir. Bir bagka ¢aligmada (25), boratin insan karaciger arginazini
kismi olarak inhibe ettigi, bunun nedeni de boratin tetrahedral yapisindan ve Mn*? iyonlarinin
enzime gevsek baglanmasindan kaynaklanabilecegini agiklamiglardir,

Calismamizda, preinkiibasyon 1sistun Mn*? iyonu ile ilgili olup olmadig: arastirilmig
ve Mn*? iyonlarimin preinkiibasyon igin gerekli oldugu saptanmistir. Preinkiibasyon ortamina
Mn™ iyonlar ilave edilerek yapilan galismanin ilave edilmeden yapilan ¢aligmadan daha
yitksek aktivite verdigi goriilmiistir. Mn" iyonunun aktiviteyi yaklasik 3 kat arttirdigi da
tespit edilmistir (Sekil 12). Mangan iyonu ilave edilmeden preinkiibe edilen enzim kaynagi
55°C’ye kadar ¢ok az aktivite gosterdigi, 55°C’den sonra diismeye basladigi, 70°C de ise
enzim aktivitesini tamamen kaybettigi saptanmustir. Oysa Mn*? iyonu ilave edilen ¢alismada
55 °C’ye kadar bariz bir artig goriilmiis, 55 °C’den sonra ise diisiis gézlenmistir.

Mangan iyonu varliginda preinkiibasyonla enzim aktivitesinin énemli bir sekilde
degistigi saptanmus ve enzim aktivitesini stabilize ettigi ortaya konulmustur (119).

Inkiibasyon 1sisinin ne kadar zamanda enzimi aktive ettigini bulmak igin 0- 25
dakikalar1 arasinda degisen siireler alinarak uygun olan zaman tespit edilmis ve bunun 15
dakika oldugu bulunmustur. 15. dakikadan sonra ise hiperbolik gériinim aldigi Sekil 10°da
gdsterilmistir. '

Farkli inkiibasyon stireleri tespit edilmistir. Uterus igin 20 dakika (56); vitreus i¢in 9
dakika (55); eritrosit i¢in 8 dakika (56, 126); tiroid i¢in 30 dakika (64); rumen i¢in 13 dakika
(41) olarak bulunmustur. Aragtirmactlar inkiibasyon siiresine gore tinite tanumi yaptiklari i¢in
farkls siireleri kullanarak aktiviteyi buna gore tanimlamiglardir.

Farkli organ ve tiirlerde yapilan bir¢ok ¢alismada arginaz igin optimal pH’nin 9-11
arasinda degistigi saptanmustir (32, 41, 74, 121, 128). Bu nedenle, galismamizda farkli
tamponlar kullanilarak enzim i¢in en yliksek aktiviteyi veren pH tespit edilmistir. Tris- HCI,
Glisin- NaOH ve NaHCOs3- NayCO; tamponlar: kullanilarak, Sekil 13’de de goriildiigii gibi en
uygun tamponun NaHCO3-Na,CO; tamponu oldugu ve bu tamponun en yiiksek aktivite
verdigi pH’nin da 9.5 oldugu saptanmustir. Diger tamponlarin karbonat tamponununa gére
daha az aktivite géstérdigi ve daha dayaniksiz oldugu goriilmiigtiir. .

Colombo ve Konarska (32) hem karaciger hem de eritrosit arginazi i¢in; Erigir ise (41)
sigir rumen arginazi igin uygun pH’nin 9.7 oldugunu agiklamiglardir.

Enzim lizerine bazi metal iyonlarindan Mn*?, Cu*?, Mg*?, Ba™?, Fe®, Ag*!, Cr™3, Sn*?,
Hg, Pb*, Co™, Ni*2, Zn™, Ca*™, Cd™? etkisi arastirnldiginda maksimum aktiviteyi Mn*

iyonlarimin verdigi saptanmigtir (Tablo 1). Koyun meme doku arginazi gesitli metal iyonlar:
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ile preinkiibe edildiginde, Mn**nin %2060 aktivite gosterdigi daha diisiik olarak da Cd**’un
%700, Ni*in %556, Ca™>un %216, Mg**un %164, Ba">un %124, Cu™1n %116, Fe™’in
%110, Hg">’nin %100 aktive gosterdigi saptanmustir. Co™, Zn*2, Ag*! ise gok diigiik oranda
aktivite gosterdizi, Sn*2, Pb'%, Cr' iyonlarinm ise hi¢ aktivite gostermedigi Tablo 1°de
verilmistir. En yiiksek aktiviteyi Mn'* iyonlarimn, ondan sonra da Cd** ve Ni**’in gosterdigi
tespit edilmistir.

Bir doku i¢in aktivat6r olan metal iyonu diger bir doku i¢in inhibitdr olabilmektedir.
[lhan (64), tiroid doku arginazim gesitli iyonlarn Mn**> Ni*> V> Mg*>Co™> Cd™> Ca™
seklinde aktive ettikleri, Ag™"> Hg"*nin ise inhibe ettiklerini saptamustir. Bagka bir calismada
(116), da boratin rat karaciger arginazini inhibe ettigi bulunmustur. Spector ve ark. (128),
yetigkin ve fotal insan karaciger, eritrosit, bobrek, beyin ve mide-bagirsak kanalinda yaptiklari
calismada Mn™%> Co™> Mg™ seklinde enzimi aktive ettikleri Ca**’un ise inhibe ettigini
ortaya koymuslardir.

Calismada koyun meme doku arginazinin Km’i arastirilmis ve yaklasik 1.35mM
olarak bulunmustur.

Insanlarin karaciger, bobrek, beyin, mide-bagirsak kanalinda yapilan bir calismada
(128), arginaz enziminin Km degeri 8-18mM bulunmustur. Sigir rumen arginazinin
saflagtirilmadan &nce ve sonra Km degerinin 4mM oldugu (41); insan eritrosit arginazinin
saflastirilmadan 6nce 1.5mM (126); insan tiroid bezi arginazinin 2mM (94); sigan karaciger
arginazinin 10-20mM arasinda degistigi (46); M.benedeni arginazinin ise 12.5 mM oldugu
ortaya konulmugtur (1 00).

Yukaridaki galigmalarda aktif tire dongiisliniin gériilmedigi dokularda Km degerinin
diigiik oldugu saptanmigtir. Buna gore koyun meme dokusunda tire déngiisii gérillmedigi igin
Km degeri de diisiik bulunmugtur (Sekil 15).

Koyun meme doku arginaz enziminin Km degeri;\bulunduktan sonra bazi inhibitorlerin
etkisi de aragtirilmustir. Bunlardan ilk olarak EDTA’in koyun meme doku arginaz1 izerine
etkisi incelenmigtir. EDTA’in farkli konsantrasyonlari enzim kaynagt ile reaksiyona sokularak
inhibisyon etkisi incelenmis (Sekil 16). Bu sekilde 0.5mM EDTA konsantrasyonunda enzim
%44 aktivite kaybeder. 2mM’mn istine ¢ikildiginda aktivite kaybimmin %100 oldugu
goriilmiistiir. EDTA (1.2mM) kullanilarak farkli substrat yogunluklarinda enzim aktivitesi
aragtirilip daha sonra Lineweaver-Burk (Sekil 18) egrisine dokiilerek inhibisyon tiirii tespit
edilmistir. Bu konsantrasyonda Vo-S grafigi (Sekil 17) kontrol grafigine gore karsilagtirilmig

inhibisyonun kompetitif tipte oldugu goriilmiistir. Burada enzimin Vmax degerinin
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degismedigi fakat Km degerinin degistigi saptanmigtir. Kontroliin Km degeri 1.35 mM iken
EDTA varligmmda Km degeri 2.4 olarak tespit edilmisgtir.

Reczkowski ve Ash (116), rat karaciger arginazinda yaptiklan calismada; Mn'™
iyonlanimn enzimi tamamen aktive ettigini, bunun sonucunda enzim 10mM EDTA ve 10mM
sitrat ile oda isis1 ve pH 9’da reaksiyona sokuldugunda inhibe olmadigim gérmiislerdir. Fakat
aymi sartlarfa enzim 60°C’de 10 dakika preinkiibe edildiginde aktivitenin tamamen
kaybolduguma saptamlsiardlr. Yapilan bagka bir ¢alismada (88), EDTA’nin fare karaciger
arginazina etki etmedigi ortaya konmustur. Hosoyama (59) ise, rat karaciger arginazini inhibe
ettigini saptarmistir.

Aynica geng koyunlarin yemlerine Ca™- EDTA- Cu*? kompleksi katilarak yapilan bir
calismada (£3), ilk 24 saatte arginaz aktivitesinin arttifi, daha sonra ise diigtligli ortaya
konulmugtur. Helicobacter pylori arginazinin, 30mM’lik L- arginin ve 0.25 mM’lik EDTA ile
reaksiyona sokulmasiyla enzimin tamamen inhibe oldugu saptanmustir (81).

Rat karaciger arginazi EDTA ile muamele edildiginde, enzimin 30000 Dalton molekiil
agirhigindaki inaktif formunun subiinitelerine ayrilarak aktivitenin kayboldugu gorilmiistiir
90).

Kuhz ve ark (75), insan karaciger arginazinin farkli pH’larda EDTA ile reaksiyona
sokulduguncz enzim aktivitesinde stirekli azalma oldugunu ortaya koymuslardir.

Yukerida yapilan galigmalarda EDTA’in dokular tizerine yaptigi inhibisyonun hangi
tip inhibisyen oldugu bulunmamustir. Yaptifimuz c¢alismada EDTA’in, koyun meme doku
arginazim kempetitif tipte inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil 17, 18).

L-orzitin ve L-lizin gibi amino asitlerin laktasyondaki koyun meme doku arginazi
iizerine etkleri  aragtirdlmug- ve L-ornitinin, 2mM konsantrasyonda %38, SmM’a
cikarildiginé %53, 15mM’da ise %66’lik bir inhibisyon yaptig1 gériilmustiir (Sekil 19). Aym
sartlar L-lizne uygulandiginda 5 mM’da %48, 15mM’&ei %79, 20 mM’da ise %86’lik bir
inhibisyon sldugu tespit edilmistir (Sekil 22). Buna gére 10mM L—ornjti_n (Sekil 20) ve
12mM L-lizin konsantrasyonu (Sekil 23) farkli substratlarda reaksiyona sokularak Vo- S
grafikleri ¢izlmistir. Bu grafikler kullanilarak Lineweaver- Burk (Sekil 21, 23) grafigine gore
Km degerled saptanmugtir. 1.35mM olan kontroliin Km degerinin hem L-ornitin hem de L-
lizinde degimedigi, Vmax degerlerinin ise degistigi gériilmiistiir. Buna gére her iki amino
asitin yaptig: inhibisyon tipinin nonkompetitif oldugu tespit edilmistir.

Muszvnska ve Wojtczak (91), amino asitlerin ligand oldugunu, bu ligandlarin arginaza
baglanmasnyia arginazin yapisinda degisiklikler olusturdugunu ve bunun da enzim-substrat

kompleksinir turnover’it bozdugunu belirtmislerdir. Aym c¢alismada sigan karaciger
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arginazini ornitinin ve lizinin kompetitif, valin, 16sin, izoldsin ve sisteinin ise nonkompetitif
tipte inhibisyona ugrattig1 agiklamuglardur.

Dolinska ve Albrecht (36), rat beyin mitokondrisinde yaptiklari ¢aligmada 25mM L-
arginin kullanilarak L-ornitin ve L-lizinin etkisini aragtirarak, enzimi 20 kat inhibe ettigini
bulmuglardir. Carvajal ve ark. (23), insan karaciger arginazinda, ornitinin nonkompetatif,
lizinin ise kompetitif tipte inhibe etti‘gini ortaya koymuslardir. Freedland ve ark. (44) ise
ornitin ve lizinin izole edilen rat karaciger arginazilli inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Bagka calismada (116), ¢ok yonlii inhibitér denilen; ister kompetitif ister
nonkompetitif, isterse kompetitif/nonkompetitif inhibitdr ¢iftlerinin ayn1 anda, eéit miktarda
ve sabit arginin konsantrasyonunun kullanilmasiyla karigik inhibisyon olusturduklar:
saptanmigtir .Bunun sonucuda ratlarin karacifer arginazi ornitin ve iire ile reaksiyona
sokularak enzimi kompetitif tipte inhibisyona ugrattif1 agiklanmustir.

Klinik agidan 6nemli olan ve en g¢ok incelenen konu arginazin lizin tarafindan
engellenmesidir. L-lizinin agafida gosterilen yolla deamine edilmemesi sonucu kanda lizin

miktar1 artmakta ve argininemia olugmaktadir.

NH, COOH
L-Amino Asit Oksid CH c=0
NH;- (CHg)s- CH(NH,)- COQH -TcimiedsiOiz |
CH; CH;
L-Lizin
- CH,

a-keto -A- amino kaproik asit )

Argininemia' da goriilen klinik tablo devamli kusma, bag dénmesi, zekada gerilik ve
viicut gelisiminde gerilemedir (30, 33, 68). Biyokimyasal bulgular ise kan ve idrarda normalin
¢ok lstiinde arginin, lizin, sitriilin ve amonyagin bulunmasidir. Bu tablo, Colombo ve ark.
(33), tarafindan “Lysine Intolerance” olarak isimlen&iﬁlmigtir. Bu hastalifin nedeni lizinin
arginazi engellemesine baglanmaktadir.

Yapilan bir ¢aligmada (2), tire dongiisli enzimlerinden arginazi, en iyi inhibe eden
amino asitin lizin oldufu ve amino asitin enzimi karigik tipte inhibe ettigi saptanmigtir. L-
lizinin ve L-ornitinin sifir karacifer arginazi tizerindeki kompetitif inhibisyon etkisinin
putresin ve kadaverinden daha glicli oldufu tespit edilmistir (130). Rat meme bezi
arginazinda baz1 amino asitlerin inhibisyon etkisi aragtirildiginda lizin, ornitin, valinin enzimi
kuvvetli bir §eki1de kompetitif tipte inhibe ettikleri; prolin, izolésin ve 18sinin ise zayif bir

sekilde inhibisyona neden olduklar gosterilmistir ( 45).
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Si1g1r rumen doku arginaz aktivitesi tizerine 30mM ornitinin %70, 40 mM lizinin %58
inhibisyona neden oldugu ve bu amino asitlerin enzimi nonkompetitif tipte inhibe ettikleri
aciklanmugtir (41).

L-ornitinin farkli derecelerde saflagtirilan renal arginaz ve sifir hepatik arginazinmin
kismi olarak kompetitif ve nonkompetitif (karigik tipte inhibisyon) etki ettigi ortaya
konmustur (21). Bagka bir ¢alismada (106), L-ornitinin siir karaciger arginazini kompetitif
tipte inhibe ettigi gorilmiistiir.

Yaptigimiz caligmada p-CMBA ve NEM’in laktasyondaki koyun meme doku arginazi
lizerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Enzim 025mM ile 2.5mM degisen
konsantrasyonlarda p-CMBA ile preinkiibasyona tabii tutulmugtur. 0.5mM p-CMBA
konsantrasyonunun koyun meme doku arginazimi %30, 1mM’da %49, 2mM’da %92
diizeyinde inhibe etmektedir. Konsantrasyon 2.5mM’a ulastiginda ise enzimin aktivitesinin
tamamen kayboldugu gortilmiistiir (Sekil 25). 10mM ile 100mM arasinda degisen NEM
konsantrasyonlarinda enzimin preinkiibe edilmesi sonucunda 10mM’in % 23, 50mM’n %55,
100mM’1n ise %86 diizeyinde inhibe ettikleri tespit edilmistir (Sekil 28).

Enzim, 1mM p-CMBA, 80mM NEM kullanilarak Michaelis-Menten grafigi cizilmistir
(Sekil 26, Sekil 29) ve grafik verileri Linewear-Burk (Sekil 27, 30) grafigine dokiilmiis ve
Km’leri belirlenmistir. Her ikisinin de Km’lerinin degismedigi Vmax degerlerinin degistigi
bulunmustur. Bu sonuca gore, p-CMBA ve NEM’in koyun meme doku arginaz enzimini
nonkompetitif inhibisyona ugratti$1 saptanmusgtir.

Helicobacter pylori’nin lizatlarinda p-CMBA’in mikromolar diizeyde enzimi inhibe
etmesine ragmen (81); bagka bir ¢alismada (9) rat karaciger arginazinin p-CMBA ve NEM ile
etkilenmedigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmayla paralel olarak insan karaciger, eritrosit ve uterus
doku arginazi lizerine p-CMBA’in herhangi bir inhibisyon etkisi goriilmemistir (56). Act
bakla arginazi ile tavuk karaciger arginazi (90) ve M:-benedeni arginazi (104) {izerine p-
CMBA ve NEM’in inhibisyon etkisi tespit edilmigtir. Bizim caligmalarimizla paralellik
gosteren insan tiroid doku (64) ve rumen doku (41) arginazlarnni, p-CMBA ve NEM’in
nonkompetitif inhibe ettikleri saptanmigtir. NEM’in sigir karaciger arginaz: tizerine yapilan
bir calismada (131), etkenin enzim aktivitesini etkilemedigi gériilmﬁstﬁr. Yapilan bu
¢alismalarin hepsi de inhibisyon yapan inhibit6rlerin enzimin aktif merkezindeki —SH
gruplarini bloke ettiklerini agiklamaktadirlar.

Calismamizda metilen mavisinin koyun meme doku arginaz aktivitesi {izerine etkisi
incelenmig ve 0.02mM metilen mavisinin %13, 0.3mM konsantrasyonun %74, 0.7mM
konsantrasyonun ise %96 diizeyinde inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil 31). Koyun meme doku
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arginaz aktivitesi iizerine metilen mavisinin yaptigt inhibisyon tipini belirlemek i¢in farkli
arginin konsantrasyonlarinda, 0.3mM metilen mavisi kullanilarak aktivite tespit edilmis,
Vmax degerinin degistigi, Km degerinin degismedigi ve nonkompetitif inhibisyona neden
oldugu saptanmistir (Sekil 32,‘33).

Metilen mavisinin, M. benedeni arginazini (103), insan tiikiiriik arginazini (98), manda
karaciger ve bobrek doku arginazim (105) nonkompetitif tipte inhibe ettigi ortaya konmustur.

Metilen mavisinin koyun meme doku arginaz aktivitesine inhibittr etkisi bulunduktan
sonra hangi ortamda daha iyi inhibisyon yaptig1 arastirllmistir. Metilen mavisi ile oda 15131,
karanlikta ve 150w’lik 1s1k altinda enzim preinkiibe edilerek bulunan sonuglar kontrollerle
kiyaslanmis ve inhibisyon derecesi aragtirilmistir. Inhibisyon sonucu kalan aktivitenin oda
1s1ginda %76; karanlikta %63; 150w 151kta %66 olarak bulunmusgtur (Tablo 2). Laktasyondaki
koyun meme doku arginazinin enzimini metilen mavisiyle karanlikta ve 150w’lik 1s1kta daha
kuvvetli inhibe oldugu tespit edilmistir.

Rat karaciger arginazi lizerine metilen mavisiyle birlikte 150w 151k uygulandiginda
aktivitedeki diistisiin, 21 histidil artiklarinin fotoinaktivasyona ugramasinin ya subiinitelere
ayrilmasi veya subiinitelerin toplanmasi sonucu olabilecegi agiklanmigtir (8).

Enzimin, 150w 1sik altinda reaksiyona sokulmasi bir fotoinaktivasyon ornegidir.
Fotoinaktivasyon, enzimdeki histidil artiklarinin imidazol gruplarinin pargalanmastyla olugur.
Ayrica gesitli dokularda arginaz enziminin histidil artiklarimn imidazol gruplarina Mn™"
katyonlarinin baglanmasiyla enzimin tetramerik forma gegtigi belirtilmektedir. Metilen mavisi.
ve 150 w 11k varliginda enzimin histidil artigimnin imidazol gruplarinin pmgalMa51yIa Mn"™"
katyonlarinin tetramerik yapiya doniigemedigi ve "fotoinaktivasyonun meydana geldigini

bildirmiglerdir (96, 98, 103, 105).

Koyun meme doku arginaz enziminine farkli ortamlarda iki farkli preinkiibasyon
" uygulanmistir (Tablo 3). Buna gore oda 1518inda, I preinkiibasyona sadece MnCl,’iin
konulmasiyla yapilan g¢aligma kontrol kabul edilmis ve diger uygulamalar bununla
kiyaslanmigtir (A).

150w 151k altinda MnCl, ve %0.1 metilen mavisinin I. preinkiibasyonda ortama ilave

edilmesiyle arginaz aktivitesini %59 inhibe ettigi (B); 1. preinkiibasyonda %0.1 metilen
mavisi, II. preinkiibasyonda ise MnCl, eklendiginde enzim aktivitesinin %66 oraninda inhibe
oldugu (C); I. preinkiibasyonda MnCl,, II. preinkiibasyonda ise %0.1 metilen mavisi
eklendiginde koyun meme doku arginaz aktivitesinin %86 inhibe oldugu ortaya konmugtur

D).
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Insan karacigerinde yapilan bir ¢alismada (23), tetramer yapidaki arginazin p-MHBA |
(p- hidroxi merkiiri benzoik asit) ile reaksiyona girmesiyle aktif dimerlerin olustugu, ortama
2-merkapto etanol eklenmesiyle bu dimerlerin rejenerasyon yetenegi kazandiklari bulunmusg
ve bu altiiniteler Mn™* ile reaksiyona sokulmalariyla enzimin tekrar aktif tetramer yap:
kazandig1 saptanmuigtir.

Bir bagka ¢alismada (27), insan karaciger arginazinin dérdtinctil yapisi tizerine Mn*
iyonlarinin etkisi incelenmis ve enzim dnce EDTA ile inkiibe edilerek, 30 000 Dalton molekiil
agirliginda inaktif enzime doniismiis daha sonra Mn™ iyonlarmn ilave edilmesiyle dogal
enzimin molekiil agirligiyla ayni olan yeni rejenere enzim elde edilebilmistir. Benzer ¢aligma
rat karacigeri iizerinde de denenmis ve aym sonug elde edilmistir (91).

Arginaz enziminin substrat ilave edilmeden Once inhibitér ile karsilastifi zaman
inhibisyonun daha fazla oldufu, substrat ile inhibitor karsilastiktan sonra enzim ilave
edildiginde ise inhibisyonun daha az oldugu bildirilmistir (88). Calisma sonuglarimiz bu
literatiirle paralellik g6stermigtir.

Insan karaciger arginazinin mutagenezisi sonucu olusan mutant arginazin histidin-
141’ine fotoinaktivasyonun etkili olmadig1 bulunmustur (24). '

Histidil artiklarmn imidazol gruplarina Mn*? katyonlar1 baglamnca enzim tetramerik
forma gegebilmektedir. Histidilin imidazol gruplar1 yikima ugrayinca Mn* katyonlari
tetramerik yapinin olusumunu saglayamamakta, yapimn degisimini ancak belli miktarlarda
etkilemektedir (105). Koyun meme doku arginazi, énce Mn" katyonlar: ile preinkiibasyona
sokulup daha sonra metilen mavisi ile 1518a maruz birakilmalar1 sonucunda inaktivasyon
diizeyi digsmektedir. Enzimin oligomerik yapiya kavustuktan sonra histidil artiklarinin yikim
oligomerik yapinin degisimini ancak belli miktarda etkilemektedir.

Degisik santrifigasyon yontemleri (34, 35, 107, 108), sonucu mitokondriada enzimin
yerlesimindeki iyonik giiclin ortami ile sitoplazmaiﬁn ¢oziinebilen kisma gegebildigi
g6zlenmistir (Tablo 4). Koyun meme doku arginazimn %70°’¢ varan bir
boliimii..cekirdektedir.

Enzimin hiicre ¢ekirdegine bagli olmasimin metabolik denetimi agisindan 6nemi Moss
(88), tarafindan bildirilmistir. Buna gdre, Mn™ iyonlar1 daha ¢ok hiicre ¢ekirdeginde
bulunmakta ve bunlarin ¢ekirdekten sitoplazmaya gegisleri ile arginaz aktive edilirken arginin
diizeyleri degismeler gOstermekte ve bunun sonucu protein sentezi denetim altina

alinmaktadir.
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Bu fraksiyonda enzimin bulunmas: g¢ekirdeksel fraks‘iyonun tam ¢okmesine veya bir
kisminin siipernatanta gegip daha sonra 16000xg’de santrifiij olunca mitokondrial fraksiyon
ile ¢6kmesi seklinde izah edilebilir.

Koyun meme doku arginazimn hiicre i¢i yerlesiminde g¢ekirdege bagli olmasinin
metabolizma yoniinden etkinligi tartigilmaya agik kalmaktadir.

Siikrozlu (0.25M) tamponla hazirlanan homojenatin (H) direkt aktivitesi 5.4U
bulunmustur. Daha sonra 50xg’de 10 dakika santrifiij (S) edilerek enzim aktivitesi 4.0 U;
600xg’de 10 dakika santrifiij edilerek pelletteki (P1) enzim aktivitesi 0.4U stipernatanttaki
enzim aktivitesi 1.6U; 16000g’de 10 dakika santrifiijle elde edilen pelletteki (P2) aktivite
0.3U, stipernatantta (S2) aktivite 5.6U; 77000xg’de 20 dakika santrifiij ile siipernatanttaki
(S3) aktivite 1.10  bulunmustur. 0.16M’lik KCI’lii tamponla hazirlanan homojenattaki
aktiviteler H’da 4.6U, S’de 3.8U, P1°de 0.5U, S1°de 1.3U, P2’de 0.4U, S2°de 3.0U, S3°de
1.4U enzim aktivitesi bulunmustur (Tablo 4).

Domuz yavrularinin ince bagirsaginda yapilan bir ¢alismada (34), iire dongiisii
enzimlerinin yerlesimi arastirilmig arginaz izoenzimlerinin hem mitokondriye hem de
sitoplazmaya yerlesik oldugu bulunmustur.

Rat bébreginde Percoll yontemiyle arginin metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin
seliiler ve subseliiler yerlesimi incelenmis ve arginaz ve ornitin aminotransferaz enziminin i¢
kortex ve dig medullaya yerlestigi bulunmustur (35). Percoll (Colloidal PVP coated silica)
kullanilarak dansite gradient santrifiigasyon yapilmasinin ¢ok sik kullamilan bir yontem
oldugu ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁ:r. Insan ve hayvan kaynakl spermlerinin in-vitro fertilizasyonunda
saflagtirma isleminde, kemoterapi ve radyasyon tedavisi alan hastalarin hiicre tedavisinde
hiicrelerin izolasyonunda kullanild:g1 ag¢iklanmgtir (108).

Literatiir veriler bizim bulgularimiz: desteklemektedir. Yapilan literatiir tarama sonucu
bugiine kadar bilimsel olarak koyun meme doku arginaz enziminin baz: kinetik ozelliklerinin
aragtirnnlmadid: ortaya ¢ikmustir. Bu konu ilk defa laboratuarimizda ¢alisilmistir. Koyun meme
dokusunda aktif bir iire dongiisii bulunmamasina ragmen arginaz enziminin varlig tespit
edilmis ve bazi kinetik 6zellikleri optimize edilerek arginazin bu dokudaki gorevi
aciklanmaya c¢aligilmigtir. Caligma sonuglarinin, bu konuda yapilacak bundan sonraki

calismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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