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1.0ZET

Bu calisma ile koyun dalak doku arginazinin bazi kinetik 6zellikleri ilk kez
laboratuarimizda optimize edilmistir.

Koyun dalak doku arginazi i¢in preinkiibasyon 1sis1 58 °C, preinkiibasyon
zamani 13 dakika, inkiibasyon zamani 10 dakika ve optimum pH 9.5 olarak
saptanmigtir. Enzim en yiiksek aktiviteyi 2 mM MnCl, konsantrasyonunda
vermistir. Sonug olarak enzimin aktivasyonu i¢cin Mn™ iyonlarinin ve 58 °C’ de
preinkiibasyonun gerekli oldugu tespit edilmistir. Koyun dalak doku arginazinin
L-arginine karsi olan Km’ i 6 mM olarak saptanmugtir.

L- ornitin ve L- lizin gibi L- amino asitler enzim aktivitesini non-
kompetetif inhibe etmistir. Guanidino bilesiklerinden L- kanavanin enzimi non-
kompetetif olarak inhibe etmektedir.

EDTA, NEM, p-CMBA ve metilen mavisinin koyun dalak doku arginaz
aktivitesini onemli Olciide diisiirdiigli gozlenmistir. EDTA enzimi kompetetif
inhibe ederken digerleri non-kompetetif inhibe etmektedir. Koyun dalak doku
arginazinin yaklasik % 50’ sinin hiicre ¢ekirdeginde, diger % 50’ sinin de
sitoplazmada lokalize oldugu tesbit edilmistir.

Farkli 151k kosullarinda metilen mavisinin arginaz aktivitesi lizerine olan
etkisi arastirilarak metilen mavisinin, 1518in ve MnCl,’ {in koyun dalak doku
arginazinin fotoinaktivasyonuna olan etkileri saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz , kinetik 6zellikler, koyun dalak dokusu.



2.ABSTRACT

In this study, some kinetic properties of arginase in the sheep spleen tissue
was been optimized at first time in our laboratory.

Its was found to be preincubation temperature 58 °C, preincubation period
13 minutes, incubation period 10 minutes and optimum pH 9.5 for sheep spleen
tissues. Enzyme achieved its highest activity at 2 mM MnCl, concentration.
Consequently, 1t was determined that Mn" ions and preincubation at 58 °C were
essential for the activation of the enzyme. Km of arginase in sheep spleen tissue
for arginine were determined tobe 6 mM.

L- amino acids, such as L- ornithine and L- lysine inhibited the enzyme
activity non-competitively.  Among guanidino compounds L- canavanine
inhibited the enzyme non-competitively.

EDTA, NEM, p-CMBA and methylene blue were reduced arginase
activity of the sheep spleen tissue. The enzyme activity was inhibited
competitively by EDTA and non-competitively by the others. It was determined
that approximately 50% percent of arginase in sheep spleen tissue was localized in
the cell nucleus and the remaining one in the cell cytoplasm.

It was investigated that methylene blue was effected on the arginase
activation in different light and were determined that methylene blue, light and
MnCl, effect photoinactivation of arginase in the sheep spleen tissue.

Key Words: Arginase, kinetic properties, sheep spleen tissue.



3.GIRIS
3.1.Ure Sentezi

Omurgalilarda besinlerle alinan amino asitlerin biiyiik bir kismi protein
halinde alinmaktadir. Metabolik yollara ancak peptit ve proteinden ayrilmis
serbest amino asitler girmektedir. Bunun i¢inde besinlerle alinan proteinlerin
gastrointestinal kanalda proteolitik enzimler tarafindan hidrolize edilmesi ve
serbest amino asitlere ayrilmast gereklidir (47).

Canli organizmanin sindirim kanalinda emilen bu amino asitlerin bir
kism1 plazma ve doku proteinlerinin, baz1 enzimlerin, protein yapili hormonlarin,
ptrin ile pirimidinlerin sentezinde ve enerji liretiminde kullanilirken bir kismi
daha fazla pargalanarak organik asitleri, amonyak ve karbondioksiti meydana
getirir. Amino asitlerin katabolizmas1 amino gruplarinin transferi ile baglar.
Amino asitlerin amino gruplar transaminasyon reaksiyonlar ile a-ketoglutarik
asite transfer edilerek L- glutamik asiti meydana getirirler. L- glutamik asit ise
hiicrelerin  sitoplazmalarindan mitokondrialarina  girerek NAD'  gerektiren
glutamat dehidrogenaz ile tekrar a-ketoglutarik asite ve amonyaga doniisiir (130)

(Sekil 1).
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Sekil 1: Azotun amino asitlerden iireye gecisi (2)



3.2. Amonyak Metabolizmasi

Amino asitlerin yikim1 esnasinda agiga ¢ikan amonyak ¢ok toksik oldugundan
en kisa zamanda organizmadan uzaklastirilir (Sekil 2). Amonyagin atilim sekli
canlinin yasadigi ortamdaki su diizeyine bagli olarak farklilik gosterir. Azot
metabolizmasi son iiriiniine gore canlilar ii¢ grupta toplanmaktadirlar;
1-Amonotelik Grup: Deniz memelilerinin disinda suda yasayan biitlin canlilar
amonyagi bir degisiklige ugratmadan amonyak seklinde ¢ikarirlar.
2-Ureotelik Grup: Suda yasayan memeliler ve bazi omurgalilar bu sinifa girerler.
Ureotelik canlilarda iire bir dongii sonunda argininin arginaz ile hidrolizinden
meydana gelir. Arginin protein sentezi igin gerekli bir amino asit olup biitiin
hiicrelerde bulunmaktadir. Ure dongiisii her hiicrede bulunmamakla beraber
arginaz bir ¢ok hiicrede bulunmaktadir. Karaciger hem arginazi hem de iire
dongiisiin diger enzimlerini kapsadigindan iire sentezinin 6nemli bir kismi bu
organda meydana gelir.
3-Urikotelik Grup: Biitiin kanatlilar ve suyun c¢ok az bulundugu kosullarda
yasayan siirlingenler amonyagi piirin biyosentezi yoluyla iireye gore suda daha az
¢oziinen {irik asite ¢evirmektedir (47,89,120).

Amonyak esansiyel bir madde olmasina karsin insan ve hayvanlarda ¢ok
diisiik serbest amonyak diizeyleri bile agir serebral bozukluklara yol acar.
Amonyak zehirlenmesinin bulgular1 arasinda ellerde titremeler, konusmanin
zayiflamasi, gorme bozukluklar1 ve agir durumlarda koma ve 6liim sayilabilir. Bu

nedenle organizmada amonyak baglanarak siiratle zehirsiz hale getirilmelidir (47).
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3.2.1. Amonyak Kaynaklan

Amonyak bir takim degisik bilesenlerin metabolizmas1 sonucu elde edilir.
Amino asitler amonyagin en énemli kaynagidir. Clinkii 6zellikle diyetler protein
yoniinden zengindir ve fazla miktarda amino asit alinir. Amino asitler deamine
edilerek amonyak elde edilir.
1- Amino asitler: Bir cok doku ozellikle karaciger, aminotransferaz ve glutamat
dehidrogenaz reaksiyonlariyla amino asitlerden amonyak {iretir.
2- Glutamin: Bobrekler renal glutaminazin etkisiyle glutaminden amonyak
olusturur. Bu amonyagim ¢ogu idrarla NH," olarak atilir. Bu mekanizma viicudun
asit-baz dengesinin siirdiiriilmesi i¢in Onemlidir. Amonyak aynm1 zamanda
glutaminin intestinal glutaminaz tarafindan hidrolizi ile elde edilir. Mukoza
hiicreleri ile glutamini hem kandan hem de diyet proteinlerinin sindirimi ile elde
ederler.
3- Bagirsaklardaki bakterilerin etkisi: Amonyak, bagirsak lumenindeki {irenin
bakteriyel yikimi ile olusur. Portal vene gecen amonyagin hemen hemen tamami
daha sonra karacigerde tekrar lireye gevrilir.
4- Aminler: Besinlerle veya hormon ve ndrotransmitterler gibi gorev yapan
monoaminlerden elde edilen aminler amin oksidaz enziminin katalizi ile
amonyaga ¢evrilir.
5- Piirin ve pirimidinler: Piirin ve pirimidin katabolizmasinda, halkalardaki

amino gruplar1 amonyak olarak salinir (26).



3.3. Ure Dongiisii

Ure amino asitlerden elde edilen amino gruplarmin esas atilm seklidir ve
idrarin azot igeren bilesiklerinin % 90° 1 olusturur (Sekil 3). Ure molekiiliiniin
icerdigi azotlardan birisi serbest NH;’ den, digeri de aspartatdan elde edilir.
Glutamat, amonyak ve aspartat azotunun prekiirsoriidiir. Amonyak azotunu
glutamat dehidrogenazin katalizledigi oksidatif deaminasyon reaksiyonundan,
aspartat azotunu da aspartat aminotransferazin katalizledigi okzaloasetatin
transaminasyonu reaksiyonundan elde eder. Urenin karbon ve oksijeni
karbondioksitten elde edilir. Ure karacigerde olusur ve daha sonra kanla

bobreklere taginarak idrarla atilir (26).

Ure | %86
Ereatinin 045
MH4" | | %43
Digerlen Yot

Sekil 3: Idrardaki azot igeren bilesiklerin dagilim1 (26).

3.3.1. Ure Dongiisiiniin Reaksiyonlari:

Ure sentezinin ilk iki reaksiyonu mitokondride gerceklesir. Dongiiniin
diger enzimleri sitozoldedir (Sekil 4).

Ure sentezi mitokondriyumda baglar. Mitokondriyal bir enzim olan
karbamoil fosfat sentetaz enzimi iki mol ATP kullanimi altinda bikarbonat ve
amonyaktan karbamoil fosfat’ 1 sentezler. Mitokondriyum zar1 bikarbonat igin
gecirgen degildir. Bu nedenle sitozolden alinan karbondioksit, sadece karaciger
mitokondriyumlarinda bulunan karbonik anhidrazin bir izoenzimi araciligi ile

bikarbonata gevrilir ve iire sentezi i¢in hazirlanir. Karbamoil fosfat dogrudan



iireye doniistiiriilemez ve bu reaksiyonlar 4 ayr1 basamakta gerceklesir. Oncelikle
karbamil fosfatin karbamoil grubu, ornitin karbamoil transferaz enzimi aracilig
ile ornitin iizerine tasmir ve sitriillin sentezlenir. Olusan sitriillin sitozole
gonderilir. Ure sentezi reaksiyonlar1 bu asamaya kadar mitokondriyumlarda
gergeklesirken bundan sonraki agsamalar sitozolde siirdiirtiliir (26,47).

Ornitin yapisindaki karbamoil grubu (sitriillin) iizerine 1 mol daha amino
grubu  taginmasit  gerekir. Fakat bu olay bir transaminasyonla
gergeklestirilemediginden aspartat dongilisii adi verilen dongiiye baglanir. Bu
olayda once sitriillinin karbamoil grubu ile aspartik asitin amino grubu arasindaki
baglanmayla arginosiiksinik asit olusur. Reaksiyon arginosiiksinik sentetaz
tarafindan 1 mol ATP kullanim1 altinda gergeklesir. Arginosiiksinik asit de argino
siiksinaz tarafindan arginin ve fumarik asite parcalanir ve sonug¢ olarak bu iki
reaksiyonla aspartik asitin amino grubunun sitriillin {izerine tagindig1 ve arginin
sentezlendigi sOylenebilir. Sentezin son basamaginda arginin, arginaz enzimi
tarafindan ornitin ve ilireye parcalanir ve dongli tamamlanir. Sitozolde olusan
ornitin sitriillin’ in mitokondriyumdan ¢ikisiyla dengeli olarak enerji kullanilarak
mitokondriyumlara geri doner ve tekrar kullanima hazir hale gelir (26,47).

Urenin atihmi: Olusan iire karacigerden kana gegerek bobreklere tasimir
ve siizliliip idrarla atilir. Karacigerde sentezlenen iirenin bir kismi kandan
bagirsaklara diffuze olur ve bakteriyel iireazla CO, ve NH;’ a pargalanir. Bu
amonyak kismen fecesle ¢ikar, kismen de kana reabsorbe olur. Bobrek yetmezligi
olan hastaliklarda plazma iire seviyeleri artar ve bagirsaklara {lire aktarimi da artar.
Ureazin etkisi sonucu artan amonyak miktar1 bu hastalarda klinik bir sorun

olusturur ve hiperamonyeminin baglica sebebidir (26).
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3.4. Arginaz Enzimi

Varlig: ilk defa 1904 yilinda Kossel ve Dakin tarafindan saptanan arginaz
(E.C. 3.5.3.1, L- arginin amidinohidrolaz) iire dongiisiiniin son enzimidir (28). L-
argininin, ornitin ve lireye hidrolizini katalize eden arginazin iki izoformu vardir.
Arginaz I sitoplazmada lokalize olurken arginaz II mitokondriada bulunmaktadir
(64).

Arginaz bakimindan en zengin organ fiire dongiisiiniin bulundugu
karacigerdir ( 84,135). Ancak bobrek, beyin, tiroid bezi, tiikiiriik bezi, eritrosit,
trombosit, rumen, meme dokusu, iskelet kasi, fibroblast, makrofaj, bagirsak,
uterus, testis, brons lavaj sivisi gibi iire dongiisiiniin goriilmedigi ekstrahepatik
dokularda da arginaz enzimi saptanmistir (2,4,27,42,49,54,57,68,69,78,93).
Arginazin tire dongiisiiniin olmadig1 bu dokulardaki goérevinin prolin, glutamat,
ve poliamin biyosentezi i¢in gerekli olan ornitinin kaynagmi saglamak oldugu
bilinmektedir (6).

Poliamin biyosentezinde arginaz enzimi baslangic enzimi olup olusan
ornitin, ornitin dekarboksilaz enzimi ile putressine doniismekte, putressin de daha
sonra spermin ve spermidin sentezine katilmaktadir. Poliaminler (putressin,
spermin, spermidin) hiicre biiylimesi ve farklilagsmast i¢in Onemli olan
biyomolekiillerdir (109,110).

Arginaz enzimi sadece iireotelik canlilarda bulunmayip, bazi iirikotellik

canlilarda ve bitkilerde de varlig: tespit edilmistir (20,59).
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3.4.1. Arginazin Molekiiler Yapisi ve Kinetik Ozellikleri

Insan dokularindan izole edilen bu izoenzimler 120.000 + 5000 dalton
molekiil agirliginda olup (150), molekiil agirliklar1 39.200 + 400 dalton olan ti¢
sublinitenin bir araya gelmesiyle olusan trimerik yap1 oldugu anlagilmistir (19,54).

Degisik memelilerin karacigerlerinde yapilan arastirmalarda arginazin
molekiiler agirliklar1 38500-39700 dalton olan subiinitelerin bir araya gelmesi ile
molekiiler agirligt 110.000-150.000 dalton olan tetramerik bir molekiil oldugu
bildirilmistir (19,117,124,137). Arginaz enziminin izoenzimlerini saptamak amaci
ile c¢esitli yontemler kullanilmis, yapilan c¢alismalar sonucunda enzimin 5
izoenzimi tespit edilmis ve bu izoenzimlerin hiicre i¢i yerlesimlerinin farkli
oldugu saptanmistir (22,68,115,150). Bu enzimlerin dokulara gore dagilimi
sOyledir (41,55).

Karaciger (A1,A2,A3,As5)

Bobrek, bagirsak, beyin  (Aj, A4)

Eritrosit (A2,A4)
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Meme bezi (A1L,A2)

Tiikiirtik ve parotis bezi  (A))

Submaksillar tiikiiriik bezi (A3)

Fibroblast (A1, Az, A3)

Plesenta villisi (A1, A)

5 izoenzimin hepsi bazik protein yapisindadir ve izoelektrik noktalar1 7.1-
9.3 arasinda degismektedir (150).

Bu izoenzimlerin hiicre i¢i yerlesiminde de farklilik gdosterdigi
goriilmiistiir. Karaciger i¢in ana form olan A; formu sitoplazmada yerlesirken,
prolin sentezinde gorevli oldugu diisiiniilen A4 formu mitokondrilerde yerlesim
gostermektedir. Bobrek A; formu ise sitoplazmada bulunmaktadir (22,132).
Gebelik doneminde insan plesentasindaki arginazin izoformlarinin yerlesim
yerleri incelendiginde A; formunun yalnizca sitotrofoblastlarda, A, formunun ise
hem sitotrofoblastlarda hem de sinsitotrofoblastlarda yerlesim gosterdigi tespit
edilmistir (55). Neurospora crassa’ da arginaz enziminin izoenzimlerini tespit
etmek amaciyla yapilan ¢alismada N. Crassa’ nin A; ve A; olmak iizere iki tip
izoenzimi oldugu gériilmiistiir (140). Insan dokularinda da arginazin 5 izoenzimi
(A1, Az, Az, A4, As) saptanmustir (150).

Yapilan bir ¢ok arastirmada farkli doku ve hayvan tiirlerinde arginaz
enziminin kinetik ozellikleri ortaya konulmustur. Arginaz enzim diizeyi
beslenmeye ve hormonal degisime bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir.
Arginaz enziminin diyetle alinan proteine bagli olarak degisiklik gdsterdigi ve bu
degisikligin enzim kinetigi ile ilgili olmayip enzim molekiil miktarinin artmasi

seklinde oldugu belirtilmektedir (126). Yapilan ¢alismalarda diisiik protein
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diyetinde {ire dongiisii enzimlerinin azaldigi (129), diyete fazla protein
eklendiginde tre dongilisii enzim aktivitelerinin diisiik proteinli diyetle
beslenenlere gore arttig1 gézlemlenmistir (128). Fazla karbonhidratli yiyeceklerle
beslenildiginde 1tire dongiisii enzimlerinin azaldig1, karbonhidrat tiiketimi
azaldiginda ise bu enzimlerin arttig1 tespit edilmistir (126).

Arginaz enzimi hormonal etkiye bagli olarakta degisebilmektedir.
Kortizoliin karaciger amino asit alimmi artirarak amino asit aktive edici
enzimlerin diizeylerinde artisa sebep oldugu saptanmistir (134). Yine
kortikosteronun karaciger arginaz aktivitesini (72), testosteronun bobrek arginaz
aktivitesini (66), tiroksin ve hidrokortizonun ince bagirsak ve bobrek arginaz
aktivitesini artirdigi (68), insiilin ve deksametazonun ise lire dongiisli enzimlerini
etkiledigi gozlemlenmistir (53). Gebe koyunlarin tiikiiriigiinde arginaz
aktivitesinin arttigt bununda hormonal degisimlere bagli oldugu bildirilmistir
(100).

Arginaz  enziminin vitaminlerden de etkilendigi literatiirlerden
anlagilmaktadir. Yiiksek dozda glukokortikoid verilmis ratlarda artmis arginaz
diizeyini E vitamininin diisiirdiigii saptanmistir (40). Yine E vitamini’nin etkisini
arastirmak i¢in kerevit rasyonlarina E vitamini ilave edilmis, yumurtali
kerevitlerde 150 mg/kg, yavru kerevitlerde ise 100 mg/kg dozajinin istiiniin
kaslardaki arginaz aktivitesini diisiirdiigii tespit edilmistir (39). Testosteron
uygulanmis tavsanlarin bobreklerindeki arginaz aktivitesindeki artisi, E
vitamininin azalttig1 gorilmistiir (37).

Bir metaloenzim olan arginazin tam katalitik aktivite gosterebilmesi ve

kuaterner yapisinin sekillenmesi igin her subiinitenin bir mol Mn ™ igermesi
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gerekir (7,92) . Arginaz aktivitesinin % 90-95° i Mn"* iyonlarina bagimhidir (70).
Mn*? iyonlarinin baglanmasi enzimin 1siya dayanikliligmi artirmakta (138) ve
inhibitorlere karst daha dayanikli hale getirmektedir (116). Ancak enzimin asitle
muamelesi sirasinda Mn iyonlarmin enzimi inhibisyona ve denatiirasyona kars:
koruyamadigi tespit edilmistir (51).

Brock ve ark. (17), mangandan fakir diyetle beslenen hayvanlarin
karaciger arginaz seviyesinin diistiigii, plazma amonyak miktarinin arttigi
bildirilmistir. Bu durum arginaz aktivitesi ve stabilitesi i¢in kofaktdr olarak Mn™
iyonlarina ihtiya¢ oldugu ile agiklanmustir . Co™, Ni*?, cd™, Mg+2, Ca™ gibi iki
degerlikli iyonlarin arginaz aktivitesi iizerine etkisinin Mn " iyonlaria gére daha
az oldugu gozlemlenmistir (28,90). Hg™, Zn™* ve Ag™ gibi agir metal iyonlar
arginaz aktivitesini diistirmektedirler. Demir askorbat ve demir sistein aktiviteyi
artirirken borat ve sitrat gibi arginaz ile kompleks yapan metal iyonlarinin
aktiviteyi azalttig1 tesbit edilmistir (94).

Arginaz enziminin maksimum aktivitesi icin Mn"* iyonlar1 yaninda 55 °C’
de preinkiibasyon gerekmektedir (28,126). Sican karaciger dokusunun 55 °C’ de
preinkiibasyonu enzim aktivitesini Mn"* iyonlar1 varhginda % 110 kat artirmustur.
Enzimin Mn"? iyonlar: ile preinkiibasyonunun maksimum aktivite i¢in gerekli
oldugu ilk olarak Schimke (126) tarafindan ortaya konmustur. Basillus anthraksis
arginazi igin spesifik metal iyonunun Mn"™ oldugu, enzimin Mn** ile aktive
edilmediginde katalitik aktivitesinde diisme oldugu saptanmistir (142). Kolombo
ve Konarska (28) tarafindan yapilan bir baska calismada Mn"” iyonlar1 varliginda

eritrosit arginaz aktivitesi baslangi¢c enzim aktivitesinin 2-6 kat, karaciger enzim
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aktivitesini ise 4-5 kat artirdig1 bildirilmistir. Insan tiikiiriigiinde preinkiibasyon
sonrasi enzim aktivitesinin 3 kat arttig1 goriillmiistiir (67).

Arginazin arginini hidrolize edebilmesi i¢in optimal pH’ nin 9.4-9.8
oldugu bildirilmistir (134). pH 7.4’ te enzim aktivitesinde % 10-30 arasinda
diisme goriiliirken daha diisilk pH’ larda enzim aktivitesinin kolayca kayboldugu
saptanmustir (70,126).

Arginaz enziminin bilinen bir ¢ok inhibitérii mevcuttur. Sigan karaciger
arginazi iizerine L- amino asitlerden ornitin, lizin, izoldsin, sistein, prolin ile
adenozin ve inozinin inhibitor etkisi acgiklanmistir (28). Bu amino asitlerden
ornitin ve lizin kompetetif, valin, 16sin, izolosin ve sistein non-kompetetif
inhibisyona neden olmustur (92). Insan eritrosit arginazi {izerine yapilan
calismalarda lizin ve homoargininin kompetetif, kanavanin, oktopin ve
argininosiiksinik asitin non-kompetetif inhibisyon yaptig1 agiklanmistir (54).

Valin, 10sin, izoldsin, ornitin, prolin, sistein gibi L- amino asitlerin sigir
rumen doku arginazini inhibe ettigi, histidin ve hidroksiprolinin enzim aktivitesine
herhangi bir etkisinin olmadig1 bildirilmistir (41). Ornitin ve lizinin koyun meme
doku arginazinda (102) ve sigir bobrek doku arginazinda (58) inhibisyona neden
oldugu yapilan arastirmalar ile ortaya konmustur.

Rat karaciger ve bobrek arginazi lizerine prolinin etkisi arastirilmis ve
prolinin pH 9.5° da bobrek arginazini (A4) kompetetif, karaciger arginazini (A;)
ise non-kompetetif inhibe ettigi tespit edilmistir (22). Bir baska ¢aligmada ise
arginazin biitin L- konfigiirasyonundaki alfa amino asitler tarafindan inhibe
edildigi, monoamino asitlerin non-kompetetif, diamino asitlerin ise kompetetif

inhibisyon yaptig1 belirtilmistir (52).
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Enzimin —SH gruplariin varhigim1 gostermek amaci ile yapilan ¢calismada
saflastirilmis sican karaciger arginaz enzimi lizerine p-kloro merkiiri benzoik asit
(p-CMBA) ve N- Etil Maleimid (NEM)’ in etkisi incelenmis, p-CMBA ve NEM’
in herhangi bir inhibisyona neden olmadigi goézlemlenmistir. Bu durum sican
karaciger arginaz enziminin fonksiyonel —SH gruplari icermedigi ile agiklanmigtir
(12). Ancak sigir rumen doku arginazi (41), koyun meme doku arginazi (102) ve
insan tiroid doku arginazi (57) lizerine p-CMBA ve NEM’ in inhibisyon etkisi
oldugu tespit edilmistir. Ozdemir ve ark. (104), p-CMBA ve NEM’ in M.
benedeni arginazi iizerinde inhibisyon etkisi yaptiklarini ortaya koymuslardir.

Reczkowski ve ark. (121), EDTA ve sitrat gibi selatorlerin rat karaciger
arginazini inhibe ettiklerini saptamislardir. Enzime EDTA ile muamele edilmesi
enzimin sublinitelerine ayrilmasina neden olur. Subiiniteler enzimatik olarak
inaktiftirler, fakat ortama Mn' iyonlarmin ilavesi, subiinitelerin ana formunu
olusturmak iizere tekrar bir araya gelerek enzimin eski aktivitesini kazanmasini
saglar. Mn " iyonlar1 enzimi subiinitelerine ayrilmaktan korur (92).

Ber ve Muszynka (13) sican karaciger arginazini, metilen mavisi ve 150 W
151k altinda fotoinaktivasyona ugratmislar, bu islemin sonucunda 32 histidil
artigindan 21’ ini tahrip ederek katalitik aktivitenin ¢ogunun kayboldugunu
gbzlemlemislerdir.

Yapilan calismalarda bazi kanser vakalarinda serum arginaz diizeyi ve
doku arginaz diizeyinin arttig1 bildirilmis (80,138,146) ve arginazin kanser
olaylarinda belirleyici enzim olabilecegi diisiiniilmiistiir (138,146,149).

Mide kanserli hastalarin mide mukozasinda arginaz enzimi ile birlikte

glukokortikoid reseptor diizeyinde de artis meydana geldigi gézlenmis ve arginaz
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enziminin de glukokortikoitler gibi immunosupressif ajan oldugu, artan
glukokortikoit reseptorleri ile birlikte arginazinda kanser etiyolojisinde rol
oynadigi ileri stiriilmiistiir (148). Baska bir mide kanserli ¢alismada da arginazin
kanser hiicrelerinin sitoplazmasinda normal hiicrelere gore daha fazla bulundugu,
lenfosit proliferasyonunu giigliice inhibe ettigi ve hiicresel immuniteyi baskiladigi
bildirilmistir (147). Kolorektal kanserli hastalarin dokularindaki arginaz aktivitesi
normal dokuda bulunan seviyeden 2 kat daha fazladir. Kanserli hastalarin
sitoplazmasinda normal hiicrelerden ¢ok daha fazla arginaz bulunur. Kanserli
hastalarda hiicre immiinitesinin zayiflamasi, artmigs arginaz aktivitesinin
immiinosupressif etkisine baglanmaktadir (73).  Yine kolorektal kanserli
insanlarin kolorektal dokularinda anyonik ve katyonik olmak iizere arginazin iki
izoenzimi tespit edilmis, bu hastalarda serum arginaz seviyesinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (114).

Prostatik karsinomali hastalarda arginaz enzim aktivitesinin yiikseldigi
aciklanarak spesifik aktivitenin tiimoriin histolojik yapisi ile ters iliskide oldugu
saptanmistir (50). Yine prostat kanserli farelerde A II’ nin eksikliginin kanserde
ilerlemeye yol actift ve bu enzimin prostat kanserinin durumu hakkinda
belirleyici bir biyomarker olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (87,88). Akciger
kanserli hastalarda yapilan arastirmada ise timor dokusundaki enzim aktivitesinin
kontrole gore arttigi, bu artisinda poliamin biyosentezindeki hizlanma ile kanser
gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi belirtilmistir (46). Arginaz aktivitesi ile
akciger hastaliklarinin ilgisi aragtirilmis ve artan arginaz aktivitesinin akcigerdeki
hava yollarinin tikanmasina sebep oldugu, bununda astim, sistik fibrosiz gibi diger

akciger hastaliklarina yol agabilecegi bildirilmistir (9,76).
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Meme kanserli hastalarin serum arginaz diizeyleri arastirilmis ve kanserli
hastalardaki serum arginaz diizeylerinin saglikli kadinlara gore dort kat daha fazla
oldugu gozlenmistir (112,113,138). Meme kanseri yoniinden yiiksek riske sahip
olan apokrin kist sivilarinda arginaz enzim aktivitesi, diisiik risk grubuna gore
daha yiiksek bulunmus ve arginaz enziminin kanser olusumunda etkili bir ajan
olarak gdsterilen poliaminlerin sentezini artirarak, ozellikle apokrin kiste sahip
kistlerde dengenin meme kanseri yoniinde kaymasina neden olabilecegi kanisina
varilmistir (36).

Eritrosit arginaz diizeyinin persiniydz anemi ve talassemia gibi
hastaliklarda, kursunlu ortamda calisanlarda ve kursun zehirlenmelerinde arttigi
tespit edilmistir (43). Miyokard enfarktiisii gegiren hastalarda ilk giin arginaz
seviyesinin yliksek oldugu, ikinci giin ilk giinden biraz daha diisiik oldugu ancak
kontrolden yine yiiksek oldugu, 10. giinde normal seviyesine geldigi goriilmiistiir
(45). Ceylan ve ark. (25), astimli hastalardan kan alarak plazma arginazina
bakmigslar ve hastalarin arginaz aktivitesinin kontrole gore daha diigiik oldugunu
gormiislerdir. Astimla ilgili bagka bir ¢aligmada ise serum arginaz aktivitesinin
arttigl, bununda L-arginin biyoyararlanimini disiirdiigiinii, bu yollada NO
yetersizliginin olustugunu, bu arginin metabolizmasininda astim tedavisinde yeni
bir strateji olusturabilecegini belirtmislerdir (85).

Serum arginaz aktivitesi; akut hepatitis, safra kanallarinin malign
timorleri, karaciger metastazlari ve siroz gibi hiicre harabiyetine yol agan
karaciger hastaliklarinda artmaktadir (138). Akut ve kronik pankreatitisli
hastalarin serum arginaz aktiviteleri kontrole gore yliksek bulunmus ve tedaviden

sonra arginaz aktivitesi diistiriilmistiir (127).
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Alkolik hepatitisli hastalarin karaciger biyopsilerinde karbamil fosfat
sentetaz ve arginaz aktivite diizeylerinin azaldigi agiklanmistir (77). Mekanik
sarilik olusturulmus ratlarda arginaz aktivitesinin arttii saptanmustir (8). Yine
safra kanali ligatiire edilerek deneysel siroz olusturulmus ratlarin karaciger
arginazinin kontrole gore azalmis oldugu tespit edilmistir (144).

Mendez ve ark. (79), karbon tetrakloriir ile karaciger hasar1 olusturduklari
ratlarin karaciger arginaz aktivitesinin kontrole gore % 33 azaldigini1 gérmiislerdir.
Baska bir ¢alismada da tiyosemid ile karaciger hasar1 olusturulan ratlarda arginaz
aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (61). Travmanin ekstrahepatik dokulardaki
etkisini incelemek amaciyla ratlarda deneysel travma olusturulmus, arastirmanin
sonunda dalak ve bobrek doku arginaz aktivitesinin kontrole gore arttig
gozlemlenmistir (95).

Major depresif hastalarda da serum arginaz aktivitesinin arttig1 goriilmiis,
antidepresan ila¢ tedavisinin bu tedaviyi goren hastalarda arginaz aktivitesini
artirdig1 saptanmistir (35). Senil kataraktli insan lenslerinde arginaz aktivitesinin
arttigi, karbamil fosfat sentetaz 1 ve argininosiiksinat sentetaz enzim
aktivitelerinin azaldig1 tespit edilmistir (119).

Witle ve ark. (145), ratlarda deneysel kolon anastomosizi olusturarak
arginaz aktivitesine bakmisglar, kolonun inen ve ¢ikan kisimlarinin anastomozlari
arasinda arginaz aktivitesi yoniinden fark bulamamiglar ancak operasyondan sonra
arginazin hizla arttigini, 10. glinden sonra ise eski seviyesine gelmeye bagladigini
saptamiglardir.

Atheroskleroz hastaliginda endotelyal arginaz II aktivitesinde artma

oldugu, bununda endotelyal fonksiyon yetersizliginin patofizyolojisinde ve
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atheroskleroz hastaliginin tedavisinde 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (125).
Kalp yetersizligi olan tavsanlarda yapilan ¢alismada ise miyokardial arginaz II’
nin kontrole gore arttig1 bildirilmistir (1).

Bachetti ve ark. (7) bildirdigine gore insan gdbek kordonu epitelyal
hiicresinin L- argininden yararlanabilmesi i¢in arginazin 6énemli bir metabolik yol
oldugu ve normal proliferasyonu i¢in gerekli oldugu anlagilmistir. Ayrica
yangi’ninda arginaz aktivitesini artirdigi belirtilmistir. Yine ayn1 bilim adamlari
endotelyal arginaz aktivitesindeki ¢esitliligin  kardiyovaskiiler fonksiyon,
angiogenez ve yara iyilesme siirecinde bir gosterge olabilecegini tahmin
etmektedirler. Glomerulonefritis vakalarinda da arginaz enzim diizeyinde artmalar
oldugu bildirilmistir (143).

Gebelikle arginaz aktivitesi arasindaki iliskiyi arastirmak amaci ile ratlarda
yapilan bir calismada gebeligin 12. ve 21. gilinlerinde diisiik aktivite, 19. giiniinde
ise en yiiksek arginaz aktivitesi saptanmistir (123). Gebe koyunlarin plesentasinda
yapilan baska bir ¢alismada da plasental kotiladonlardaki arginaz aktivitesinin
gebeligin son ii¢ ayinda arttig1 bildirilmistir (34). Diabetin doku arginaz aktivitesi
lizerine etkisini arastirmak i¢in ratlarda streptozotosin ile diyabet olusturulmus ve
diyabetik ratlarin karaciger,bobrek ve dalak dokusundaki arginaz aktivitesi
kontrole gore yiiksek bulunmustur (81). Tip II diabetik hastalarda plazma arginaz
seviyesinin kontrole gore % 50 arttig1 tespit edilmistir (62).

Paraziter enfeksiyonlarda da arginaz aktivitesi degisebilmektedir.
Fascioliosisli koyunlarin karaciger arginaz aktivitesi kontrole gore diisiik
bulunmustur (11). Yine yapilmis bir baska caligmada da T.annulata ile enfekte

sigirlarin eritrositindeki arginaz enziminin kontrol grubuna gore daha diisiik
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oldugu bildirilmistir (101). Chagas hastaligina neden olan Trypanosoma cruzi ile
enfekte farelerin kalplerindeki Th2 sitokinlerinin arginaz iiretimini artirdig1 tespit
edilmistir (30). Fasciola gigantika ile enfekte koyun karacigerinde de arginaz
aktivitesi yliksek bulunmustur (82).

Insanda arginaz1 sifreleyen iki farkli gen lokusunun oldugu bilinmektedir
(135,136). Birinci lokus eritrosit ve karacigerdeki enzim aktivitesinin % 90’ indan
bobrek, mide, bagirsak ve beyindeki aktivitenin yaklasik % 50’ sinden
sorumludur. ikinci lokus ise karaciger ve eritrositlerdeki aktivitenin % 5° inden
sorumlu iken mide, bagirsak ve beyindeki aktivitenin %50’ sinden sorumludur
(136).

Hiperarginemia, arginaz enzimi eksikligi sonucu olusan, otozomal resesif
genin neden oldugu kalitsal bir hastaliktir. Zeka geriligi, gelisim bozuklugu,
hepatomegali, konvulsiyon, elektroensefologram (EEG) da pikler, asir1 refleksler
gibi klinik bulgularla karakterizedir. Hastalikta biyokimyasal laboratuar bulgular
olarak hiperarginemia, hiperammonemia, liziniiri, sistiniiri, hiperglutaminemia
goriilmekte, idrarda orotik asit, urasil, iiridin miktar1 normalin {istiine ¢ikmaktadir
(29).

Bu calismada daha once iizerinde herhangi bir arastirma yapilmamis olan
koyun dalak doku arginazinin kinetik ozelliklerinin ilk kez ortaya konulmasi

amaglanmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

Arastirma materyali olan koyun dalagi Elazig Elkas tesislerine kesim i¢in
getirilen 2-3 yaslarindaki, yetistirme sartlar1 (barinak, bakim ve ¢evre kosullar1) ve
beslenme kosullar1 birbirine benzeyen, ayni siiriideki 20 adet Akkaraman 1rki
koyunlardan temin edilmistir. Kesimden sonra alinan dalak dokusu iizerindeki kan
ve pihtidan temizlendikten sonra %0.9” luk soguk NaCl ¢ozeltisi i¢erisinde behere
aktarilmis ve kirilmig buz igerisinde hizli bir sekilde laboratuara ulastirilmistir.
Alman dokular ya hemen analize tabi tutulmus yada daha sonra kullanilmak tizere -
18 °C’ de derin dondurucuda (Deep-freeze) saklanmustir.
4.1. Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan L-arginin, Diasetil Monoksim, Tiyosemikarbazid,
Siilfirik Asit, HCl, Mangan Kloriir, L- ornitin, L-lizin, L-kanavanin, EDTA, p-
CMBA, N- Etil Maleimid, Metilen Mavisi, Siikroz ve KCI gibi kimyasal maddeler
Sigma, Merck ve Fluka firmalarindan temin edilmistir. Arastirmada kullanilan diger
kimyasal maddeler ise analitik saflikta olup piyasadan saglanmistir.
4.2. Kullanilan Cihazlar
1- Cam-cam ve cam-teflon (Pottern-Elvehjem) homojenizator
2- UV/VIS Spektrofotometre (Shidmadzu UV 240)
3- Sogutmali1 Santrifiij (Niive NF 800 R)
4- pH metre (pH- Meter CG 810)
5- Sicak su banyosu (Benmari)
6- Vorteks
7- Mikser

8- Deep-freeze (Bosch)
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4.3. Metodlar

4.3.1. Arginaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Arginaz aktivitesi; Tiyosemikarbazid-Diasetil monoksim Ure (TDMU) ydntemi
esas almarak Ol¢iilmistiir (44). Diasetilmonoksim, iire ile direk reaksiyona
girmez. Once asit ortamda 1smin etkisiyle diasetil ve hidroksilamine hidroliz olur.
Diasetil, asit solusyonda iire ile kondanse olarak sar1 renkli bilesik olan Diazin’ i
meydana getirir. Olusan sar1 rengi kararli kilmak igin Tiyosemikarbazid ve Fe™

iyonlar1 kullanilir (60).

4.3.1.1. Kullanilan Ayragclar
1- 120 mM L-Arginin Solusyonu:

2.52 g L- arginin monohidroklorit (Mol. Ag. 210.66 g/mol) 100 ml distile
suya tamamlanarak pH’ s19.5’ a getirilmistir.
2- Ure Standarti (0.1 pmol iire/ ml):

3 mg iire (Mol. Ag. 60.06 g/mol), 100 ml 0.016 M Benzoik asit iginde
¢oziilir. Stok olarak kullanilan bu ¢o6zelti, deney sirasinda 1/5 oraninda
sulandirilarak 0.1 umol tire/ ml (0.6 mg/dl)’ lik iire standart1 elde edilir. Bu ¢ozelti
+4 °C’ de saklanmustir.

3- Asit Karisima:
a) 0.120 M FeCls / % 56.7 H3PO4

3.24 g FeCl; (Mol. Ag. 270.3 g/mol) bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra
tizerine 66.7 ml % 85’ lik H;PO,4’ den (d = 1.71, Mol. Ag. 98.0 g /mol) ilave

edilir. Distile suyla 100 ml’ ye tamamlanarak oda 1sisinda saklanir.
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b) 999 ml % 20 (v/v) ’ lik H,SO4 (d = 1.84, Mol. Ag. 98.08 g/mol) lizerine 1.0 ml
yukarida hazirlanan 0.120 M FeCls / % 56.7 H3PO4 c¢ozeltisinden ilave edilerek
oda 1s1sinda saklanir.

4- Renk Ayraci:

0.0036 M Tiyosemikarbazid (TSC, Mol. Ag. 91.14 g/mol) ve 0.0617 M
Diasetilmonoksim (DAM, Mol. Ag. 101.1 g/mol) icermektedir. 0.328 g TSC ve
6.23 g DAM bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra distile su ile litreye
tamamlanarak koyu renkli reaktif sisesinde, oda 1sisinda saklanmustir.

5- 10 mM MnCl, Cozeltisi:

0.99 g MnCl,. 4H,0 (Mol. Ag. 197.9 g/mol) bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra distile su ile 500 ml’ ye tamamlanarak +4 °C’ de saklanmustir.
Calismada bu stok c¢ozeltiden sulandirma yapilarak istenilen konsantrasyonda
kullanilmustir.

6- Karbonat Tampon Cozeltisi (200 mM NaHCO3/Na,CQO3):
a) 2.12 g Na,CO; (Mol. Ag. 105.99 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir ve 100
ml’ ye tamamlanir.
b) 1.68 g NaHCO; (Mol. Ag. 84.01 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir ve 100
ml’ ye tamamlanir.

Tampon hazirlarken 200 mM’ ik NaHCO; ¢ozeltisi behere konarak Na,COs
ile pH’ s1 9.5 a ayarlanir ve soliisyon +4 °C’ de saklanur.
7- Tris-HCI Tampon Cozeltisi (200 mM, pH 7.1-8.9)

6.07 g Tris (Mol.Ag. 121.14 g/mol) 250 ml’ ye tamamlanarak HCl ile (d=1.19,
Mol.Ag.34.46 g/mol, % 37°lik) 7.1 ile 8.9 arasinda degisen pH’ larda ¢ozeltiler

hazirlanir.
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8- Glisin-NaOH Tampon Cozeltisi (200 mM, pH 8.78-10.6)

a) 3.76 g Glisin (Mol.Ag. 75.07 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiniir ve 250 ml’
ye tamamlanir.

b) 2 g NaOH (Mol.Ag.40 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra 250
ml’ ye tamamlanmistir.

Tampon ¢6zelti hazirlanirken 200 mM’ lik Glisin ¢ozeltisi behere konmus ve
200 mM’ ik NaOH c¢ozeltisi ile pH’s1 8.78-10.6 arasinda degisen ¢ozeltiler
hazirlanmstir.

9- 40 mM’ hik L- Ornitin ¢ozeltisi:

Molekiil agirligi 168.6 g olan L- ornitinden 0.674 g alinip 100 ml’ ye
tamamlanarak 40 mM’ lik stok ¢dzelti hazirlanmugtir.
10- 40 mM’ Iik L-Lizin Cozeltisi:

Molekiil agirhigr 182.7 g olan L- lizinden 0.731 g alinip 100 ml’ ye
tamamlanarak 40 mM’lik stok ¢ozelti hazirlanarak kullanilmistir.
11- 6 mM’ hik p-CMBA c¢ozeltisi:

357.2 g molekiil agirligindaki p-CMBA’den 0.214 g alinip 100 ml’ ye
tamamlanarak 6 mM’ lik stok ¢6zelti hazirlanmistir.
12- 2 mM’ ik Metilen Mavisi Cozeltisi:

Molekiil agirligr 319.86 g olan Metilen mavisinden 0.064 g alinip 100 ml’
ye tamamlanarak 2 mM’ lik stok ¢6zelti hazirlanmustir.
13- 280 mM’ ik N-Etil Maleimid Cozeltisi:

125.13 g molekiil agirligindaki N-Etil Maleimid’ den 3.5 g alinip 100 ml’

ye tamamlanarak 280 mM” lik stok ¢dzelti hazirlanarak kullanilmigtir.
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14- 2 mM’ ik EDTA Cozeltisi:

Molekiil agirligr 292.25 g. olan EDTA’ dan 0.058 g alinip 100 ml’ ye
tamamlanarak 2 mM’ lik stok ¢6zelti hazirlanmistir.
15- 1.2 mM’ ik L- Kanavanin Cozeltisi:

Molekiil agirlig1 274.2 g olan L- kanavanin’ den 0.033 g alinip 100 ml’ ye
tamamlanarak 1.2 mM’ lik stok ¢dzelti hazirlanmugtir.
16- Siikroz Cozeltisi (0.25 mM):

Molekiil agirligi 342.30 g olan siikrozdan 21.39 g alinarak 250 ml’ ye
tamamlanmistir.
17- KCl Cozeltisi (0.16 M):

74.56 g molekiil agirhgindaki KCI’ den 3 g alinarak 250 ml’ ye
tamamlanmaistir.
4.3.1.2. Arginaz Aktivitesinin Olciimii

Alinan doku 6rnekleri tizerindeki kan ve pihtilar uzaklagtirildiktan sonra
iki stizgec kagidi arasinda kurutularak 1 g tartilmis (agirlik/hacim) ve distile su ile
6 ml’ ye tamamlanmustir (sulandirma orani 1/6). Ornekler omni-mikserde
parcalandiktan sonra Potter-Elvehjem (cam-cam) homojenizatorle homojenize
edilmistir. Homojenat + 4 °C’ de 14000 x g’ de 14 dakika Niive marka santrifiijde
santrifiigasyon islemine tabii tutulmustur. Bu islemden sonra G&rneklerin
siipernatantlar1 ve peletleri (¢Okiintii kismi) birbirinden ayrilmis, siipernatant
kismi1 enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Her bir arginaz aktivite diizeyi 3 6rnek,
2 zero time blank tlipti kullanilarak saptanmustir.

Stipernatantin her ml’ si i¢in 3 iinite Jack-Bean lireaz ilave edilerek 37 °C’

de 15 dakika inkiibasyona sokularak endojen iirenin parcalanmasi saglanmistir
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(83). Ornekler daha sonra 2 mM MnCl, ¢dzeltisi ile 1 x 40 (v/v) oraminda
sulandirilarak 58 °C’ de 13 dakika metabolik su banyosunda tutulmus ve boylece
preinkiibasyon islemi saglanmistir. Preinkiibasyondan sonra ornekler enzim
kaynagi olarak kullanilmstir.

Tiip i¢indeki enzimatik karisim 1 ml olup 120 mM’ ik L- arginin’ den (pH
9.5) 0.3 ml ve 200 mM’ lik karbonat tamponundan (pH 9.5) 0.4 ml icerecek
sekilde diizenlenmistir. Tiiplere 6nce L- arginin, sonra karbonat tamponu daha
sonra da {lizerine preinkiibasyona tabii tutulan enzim kaynagindan 0.3 ml
eklenerek 37 °C’ de 10 dakika sallantili metabolik su banyosunda tutularak
enzimatik tepkime baslatilmistir. 10 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere
3 ml asit karisimi ilave edilerek enzimatik tepkime durdurulmustur. Asit
ilavesinden sonra tliplere 2’ser ml renk ayiraci eklenmis ve tiipler vorteksle
karigtirilarak 10 dakika kaynar su banyosunda tutulmus ve renk olusumu
saglanmstir.

Kaynar su banyosundan ¢ikan tiipler sogutularak UV/VIS
Spektrofotometrede (Shimadzu UV-240), 520 nm’ dalga boyunda ornekler
okunmus, tire miktarlar1 sifir zaman korlerinin (zero time blank) absorbanslarinin
¢ikarilmasindan sonra degerlendirilmistir. Bu islemler standart ¢aligsma tiiplerine
de uygulanmis, enzim kaynagi yerine 0 ile 0.6 pmol arasinda degisen iire standart
¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 5).

Calismada, 1 iinite enzim: 1 saatte, 37 °C’ de L-argininden 1 pmol iire
olusturan enzim miktar1 olup, spesifik aktivite pmol tire / saat / mg protein olarak

ifade edilmistir.
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Sekil 5: TDMU Metodu i¢in Standart Ure Egrisi
4.3.2. Homojenatta Protein Olciimii

Calismamizda kullandigimiz homojenatta protein miktart modifiye Lowry
(75) yontemine gore Olgiilmiistiir. Alkali bakir tartarat ayiraci peptit baglar ile
kompleks yapar ve prensip olarak Bakir + protein = Bakur — protein
basit iligkisini icerir. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom bakir baglar. Fenol
ayiract, bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi renk
sekillenir. Bu renk 650 nm’ de okunur. Bu metod biiiret reaksiyonundan 100 kat
daha hassastir.
4.3.2.1. Kullanilan Ayiraglar
1-Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na,COs, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g Bakir
siilfat, 0.5 N NaOH iginde ¢oziiliir ve 100 ml’ ye tamamlanir. Hazirlanan bu

¢ozelti oda 1s1sinda 30 giin dayaniklhidir.
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2- Fenol Ayrraci : 2 N Folin-Ciocalteu-Fenol ayiracindan 3.75 ml alinarak distile
su ile 67.5 ml’ ye tamamlanir. Bu ¢alisma Ornek sayisina gore giinliikk olarak
hazirlanmalidir.

3- Protein Standarti: 50 ug BSA (Sigir serum albumin)/ ml

4- Okuma simirlarina getirilmis (sulandirilarak) 6rnek

4.3.2.2. Deney Prosediirii

Kor Standart Ornek
Alkali Bakir Ayiraci (ml) 1.0 1.0 1.0
Protein Standarti (ml) - 1.0 -
Ornek (ml) - - 1.0
Distile su (ml) 1.0 - -

Tiipler karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda beklenir.
Fenol Ayiraci (ml) 4.0 4.0 4.0
Tiipler iyice karistirtlir ve 5 dakika 55 °C” de bekletilir. Inkiibasyon sonrasi
musluk suyu altinda hemen sogutularak 6rnek ve standart tiipleri 650 nm’ de kor
tiipiine kars1 okunur.
Hesaplama

ng protein/ ml = (Ornek Abs./ Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu

30



5. BULGULAR
5.1. Preinkiibasyon Isisinin Tesbiti
Koyun dalak doku arginazi iizerine preinkiibasyon 1sisinin etkisi
arastirilmistir. 1 mM MnCl, varliginda 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 °C’
lerde enzim preinkiibasyon 1sisina tabii tutulmustur. En yiliksek enzim aktivitesi
55-58 °C arasinda saptanmis ve bundan dolayr enzimin aktivasyonu igin

preinkiibasyon 1s1s1 58 °C olarak kabul edilmistir (Sekil 6).

Unite
(0')
1

0 T T T T T T T T T 1

0 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Preinkiibasyon Isis1 (°C)

Sekil 6: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Isisina
Bagli Olarak Degisimi
5.2. Preinkiibasyon Siiresinin Tesbiti

Koyun dalak doku arginazinin preinkiibasyon zamanina bagli olarak
aktivitesi aragtirilmis, I mM MnCl, varliginda ve 58 °C preinkiibasyon 1sisinda, 0-

30 dakikalik zaman araliklarinda enzimin aktivitesi incelenmistir. Enzimin
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maksimum aktiviteye 13 dakika’da ulastig1 goriilmiis ve preinkiibasyon stiresi 13

dakika olarak kabul edilmistir (Sekil 7).

Unite
B
w
|

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Preinkiibasyon Zamani (dakika)

Sekil 7: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon
Zamanina Bagl Olarak Degisimi
5.3. Inkiibasyon Siiresinin Tesbiti

Koyun dalak doku arginazi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin
saptanmasinda enzim kaynagi 0-30 dakikalik zaman dilimlerinde inkiibasyona
tabi tutulmus ve bunu argininin hidrolizi izlemistir. Reaksiyon sonunda meydana
gelen lirenin zaman faktoriine bagli olarak miktarlar1 belirlenmistir. Sekil 8 de
goriildiigi gibi ilire sentezindeki artis zamana bagl olarak 10. dakikaya kadar

dogrusalligin1 korumus, bu silirenin sonunda lineerlik yerini hiperbolik bir

32



goriiniime birakmistir. Bundan dolay1 enzim i¢in optimum inkiibasyon stiresi 10

dakika olarak belirlenmistir.

Unite

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Inkiibasyon Zamam (dakika)

Sekil 8: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zamanina

Bagli Olarak Degisimi

5.4. Mangan Iyonlarimin Etkisi

Mangan iyonlar1 arginaz enzimi i¢in gereklidir. Bu yilizden arginaz
aktivitesi {lizerine mangan iyonlarmin etkisini aragtirmak i¢in 0-§ mM
konsantrasyonlar1 arasinda degisen MnCl,, preinkiibasyon ortamina ilave edilmis
ve enzim aktivitesi incelenmistir. Preinkiibasyon ortamina Mn" katilmadig
kontrol grubunda enzim aktivitesi cok diisiiktiir. Ortama Mn'" iyonlar: ilave
edildiginde aktivitenin belirgin bir sekilde arttigi gozlenmistir. Enzim aktivitesi

ozellikle 1.5-2 mM konsantrasyonlart arasinda yiikselmis, 2 mM’ ik MnCl,
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konsantrasyonundan sonra aktivite diismiistiir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi 2
mM’ lik MnCl, konsantrasyonunda gostermesinden dolayr koyun dalak doku
arginazi i¢in en uygun MnCl, konsantrasyonu 2 mM olarak kabul edilmistir (Sekil

9).

+MnCl2

Unite
ES
(9]
1

0 L L L L L ) ) 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

MnCl2 (mM)

Sekil 9: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin MnCl, Konsantrasyonuna

Bagli Olarak Degisimi

5.5. Mangan Iyonlarimin ve Preinkiibasyon Isistmin Koyun Dalak Doku
Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Preinkiibasyon 1sistmin Mn"" iyonlarinin varligma bagli olup olmadigim
tespit etmek icin MnCly” i ve MnCl,’ siiz (distile su ile) enzim kaynagi

preinkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Sonucta MnCl, varliginda uygulanan
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preinkiibasyonla enzim aktivitesinin ¢ok daha fazla oldugu gézlenmistir. MnCl,’
siiz preinkiibasyona tabi tutulan enzim kaynagindan elde edilen aktivite , MnCl,’
li preinkiibasyona tabi tutulan enzim kaynagindan elde edilen aktivitenin sadece

1/3’ i kadar oldugu tesbit edilmistir (Sekil 10).

5,5 +MnCl,

Unite
(9]
|

-MnCl,
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Preinkiibasyon Isis1 (°C)

Sekil 10: Mangan Iyonlarinin ve Preinkiibasyon Isisinin Koyun Dalak

Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

5.6. Koyun Dalak Doku Arginazi Uzerine pH’ min Etkisi

Koyun dalak doku arginazinin optimal pH’ sini1 tespit etmek i¢in pH 7.5’
dan pH 11’ e kadar olan sinirlar i¢inde ¢esitli tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
tamponlardan pH 7.1-8.9 arasinda aktivite gosteren Tris-HCI tamponu, pH 9.2-
10.2 arasinda aktivite gosteren Sodyum bikarbonat- Sodyum karbonat tamponu ve

8.78-10.6 pH’ larinda aktivite gosteren Glisin-NaOH tamponu kullanilarak
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belirtilen pH smirlar1 iginde en yiiksek aktivitenin alindigi pH ortami tespit
edilmeye calisgilmistir. En yiiksek aktivite pH 9.5 da karbonat tamponu varliginda
elde edildigi i¢in koyun dalak doku arginaz aktivitesi i¢in gerekli olan tamponun

karbonat tamponu, optimal pH’ nin da 9.5 oldugu kabul edilmistir (Sekil 11).

Unite

0 T T T T T T T 1
7 75 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11
pH

—— Tris- HCl tamponu - - -@- - - Glisin- NaOH Tamponu —a— Karbonat Tamponu

Sekil 11: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi igin Optimal pH’ nin

Tesbiti (Argininin pH’ s1 tamponlarin pH’ lar1 ile ayni1 tutulmustur)

5.7. Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Arginin Konsantrasyonuna
Bagh Degisimi

Koyun dalak doku arginazi i¢in optimal sartlar tesbit edildikten sonra,
arginazin substrat1 olan argininin degisik konsantrasyonlarindaki (0-50 mM) V,
hizlart Michaelis-Menten grafigi ile degerlendirilmistir. Reaksiyon hiz1 2 mM’ a
kadar lineerlik gosterirken (I. Mertebe Kinetigi), daha sonra yerini hiperbolik bir

goriinimiine (Karisik Mertebe Kinetigi) birakmis, enzim 35 mM’ lik substrat
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konsantrasyonunda ise enzim doygunluga (Sifir Mertebe Kinetigi) ulasarak

reaksiyon sabit hizla devam etmistir (Sekil 12).

O T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
L-arginin (mM)

Sekil 12: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin L-Arginin
Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisiminin Michaelis-Menten Grafigi ile
Gosterilmesi

Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonuna bagli degisimi Lineweaver-
Burk Egrisi’ne gore degerlendirildiginde koyun dalak doku arginazinin L-arginine

karst Km’ inin 6 mM sinirlari igerisinde oldugu belirlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin L-Arginin
Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisiminin Lineweaver-Burk Egrisi ile
Gosterilmesi
5.8. Koyun Dalak Doku Arginazi Uzerine Bazi Metallerin Etkisi

Koyun dalak doku arginaz aktivitesine farklt metal iyonlarinin etkisini
arastirmak icin Mnﬂ, Ni +2, Cd+2, Co+2, Naﬂ, KH, Liﬂ, Al+3, Mg+2, Mo "¢ , Ca+2,
Ba+2, Hg+2, Fe+3, Cr+3, Cu+2, Zn+2, Snﬂ, Pb™ ve Ag+2 metal iyonlar1 2 mM’ lik
konsantrasyonlarda preinkiibasyon ortamina ilave edilmis ve elde edilen sonuglar
kontrole (hi¢bir metal iyonu icermeyen) gore degerlendirilmistir.

Arginaz en yiiksek aktiviteyi Mn metal iyonu varhginda gostermistir. %
arginaz aktivitesi Ni +2, Cd+2, Coﬂ, Naﬂ, KH, LiH, A1+3, Mg+2 metal iyonlarinda
artmistir. Buna karsin M0+6, Ca+2, Ba+2, Hg+2, Feﬂ, Cr+3, Cu+2, Zn’, Sn*? metal
iyonlar1 varliginda arginazin % aktivite olarak azaldig: tespit edilmistir. Arginaz,

Pb** ve Ag™ metal iyonlari varhginda ise aktivite gdstermemistir (Tablo 1).
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Tablo 1: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Farkli Metal

Iyonlarinmn Etkisi

Metal Iyonlar % Aktivite
Kontrol 100
MnCl, 1645
NiSOy4 1193
LiSO4 1080
CdCl, 603
CoSOy4 383
KCI 213
Al,O; 193
NaCl 151
MgCl, 112
MoO; 93
Hg2C12 80
CuSOy4 74
CaCb 67
FeCl; 64
BaCb 58
ZnSOy4 48
SnClz 45
CrO; 6
AgNO3 0
Pb(NO3), 0

5.9. Koyun Dalak Doku Arginaz1 Aktivitesi Uzerine Etki Eden Bazi Kimyasal

Maddeler

5.9.1. L- Ornitinin Etkisi:

L- ornitinin 0 ile 20 mM’ kadar degisen konsantrasyonlardaki varliginda

koyun dalak doku arginaz aktivitesi incelenmistir. 5 mM konsantrasyonda enzim

aktivitesi % 15, 10 mM konsantrasyonda % 27, konsantrasyon 15 mM’

ulastiginda ise enzim aktivitesinin %34’ {inii kaybetmistir (Sekil 14).
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Sekil 14: L- Ornitinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkisi

L- ornitinin koyun dalak doku arginaz aktivitesi {izerine yaptig1 inhibisyon

tiriini belirlemek i¢cin 15 mM L- ornitin kullanilmistir. Sonuglar Michaelis-

Menten grafigine gore degerlendirilmis ve L-ornitinin enzimi non-kompetetif

olarak inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15: L-Ornitinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi

Veriler Lineweaver- Burk egrisi (Sekil 16) ile degerlendirilerek Vmax

PR

degerinin degistigi, Km degerinin ise degismedigi saptanmustir.

g
E 3.5 1
2 4
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Sekil 16: L-Ornitinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Degerlendirilmesi.
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5.9.2. L- Lizinin EtKkisi:

L-lizinin 20 mM’ a kadar farkli konsantrasyonlarda koyun dalak doku
arginaz aktivitesi iizerine inhibitdr etkisi incelendiginde 5 mM L- lizin
konsantrasyonunun enzim aktivitesinin % 17, 10 mM konsantrasyonunda % 28’ i,
konsantrasyon 15 mM’ a ulastiginda ise aktivitenin % 36’ smin kayboldugu

gozlenmisgtir (Sekil 17).

Unite

O T T T 1
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L-lizin (mM)

Sekil 17: L- Lizinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkisi

15 mM L- lizin varliginda ve farkli L- arginin konsantrasyonlarinda koyun
dalak doku arginaz aktivitesi iizerine inhibisyon tipi belirlenmistir. Veriler
Michaelis-Menten (Sekil 18) ve Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 19) ile

degerlendirildiginde inhibisyon tipinin non-kompetetif oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 18: L-lizinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Inhibisyon Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi
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Sekil 19: L-lizinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Degerlendirilmesi
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5.9.3. L- Kanavaninin EtKkisi:

Koyun dalak doku arginaz aktivitesi lizerine L-kanavaninin etkisini
incelemek icin 0 ile 0.6 mM L-kanavanin preinkiibasyon ortamina ilave edilmis
ve Dbulgular kontrole gore degerlendirilmistir. 0,1 mM kanavanin
konsantrasyonunda enzim aktivitesinin % 18’ i, 0.3 mM konsantrasyonda % 38’ i,
0.5 mM konsantrasyonda % 89’ u ve 0.6 mM konsantrasyonda % 100’ i

kaybolmaktadir (Sekil 20).

O 1 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
L-kanavanin (mM)

Sekil 20: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine L-Kanavanin’ in
Inhibisyon Etkisi
L-kanavaninin koyun dalak doku arginaz aktivitesi {iizerine yaptigi

inhibisyon tipini belirlemek i¢in degisik arginin konsantrasyonlarinda ve 0.45 mM
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L-kanavanin varli§inda enzim aktiviteleri incelenerek veriler Michaelis-Menten
(Sekil 21) ve Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 22) ile degerlendirilmis, L-
kanavaninin koyun dalak doku arginaz aktivitesini non-kompetetif inhibisyona

ugrattigl saptanmistir.

9 Kontrol
E 351
3 .
2.5 - Kanvanin

(0.45 mM)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
L-arginin (mM)

Sekil 21: L-Kanavaninin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Inhibisyon Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi
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Sekil 22: L-Kanavanin’ in Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Inhibisyon Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Gosterilmesi

5.9.4. p-Kloromerkiiri Benzoik Asidin (P-CMBA) EtKkisi:

P-CMBA 0 ile 3 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda preinkiibasyon
ortamina ilave edilerek inhibitdr etkisi kontrole gore degerlendirilmistir. 0.5 mM
p-CMBA konsantrasyonunda enzim aktivitesinin % 17’ si, 1 mM” da % 42’ si, 1.5
mM’ da % 53> 4, 2 mM’ da % 61’ 1, 25 mM’ da % 69’ u ve 3 mM
konsantrasyonda enzim aktivitesinin % 72’ sinin kayboldugu goriilmiistiir (Sekil

23).
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Sekil 23: p-CMBA’ in Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkisi

25 mM p-CMBA varliginda, inkiibasyon ortamindaki arginin
konsantrasyonlart degistirilmis ve koyun dalak doku arginaz aktivitesi {izerine p-
CMBA’ in inhibisyon etkisi kontrole gére hem Michaelis-Menten (Sekil 24) hem
de Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 25) ile incelenmis, p-CMBA’ in non-kompetetif

inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir.

47



Kontrol

Unite

0 T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
L-argmnin (mM)

Sekil 24: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine P-CMBA’ in
Inhibisyon Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi
4 -
>
=35
3 -
2.5 +p-CMBA

2_

11 Kontrol

04 03 02 -01 0 01 0,2 03 04 05 06
-1/Km 1/18]

Sekil 25: p-CMBA’ in Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi

Uzerine Inhibisyon Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Gosterilmesi
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5.9.5. Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)’ in Etkisi:

Koyun dalak doku arginaz aktivitesi lizerine EDTA’ nin inhibisyon
etkisini arastirmak icin, 0 ile 1 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda EDTA
preinkiibasyon ortamina ilave edilmis ve inhibitor etkisi kontrole gore
degerlendirilmistir. 0.2 mM EDTA konsantrasyonunda enzim aktivitesinin % 16’
s;, 0.4 mM’ da % 43’ 4, 0.6 mM’ da % 79’ u, 0.8 mM’ da % 100’ {iniin

kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 26).

Unite
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0 0,2 0,4 0,6 0,8
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Sekil 26: EDTA’ nin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Inhibisyon Etkisi

EDTA’ nin yaptig1 inhibisyon tipini belirlemek amaci ile 0.6 mM EDTA

varliginda ve degisik arginin konsantrasyonunda enzim aktivitesi kontrole gore
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degerlendirilmis ve sonuglar Michaelis-Menten (Sekil 27) ve Lineweaver-Burk
(Sekil 28) egrisi ile incelenmis, EDTA’ nin kompetetif inhibisyona neden oldugu

tespit edilmisgtir.
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Sekil 27: EDTA’ min Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine

Inhibisyon Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi.
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Sekil 28: EDTA’ nin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Gosterilmesi
5.9.6. N-Etil Maleimidin (NEM) EtKkisi:

NEM’ in koyun dalak doku arginaz aktivitesi {izerine inhibitor etkisini
arastirmak i¢cin 0-140 mM konsantrasyonlarda NEM preinkiibasyon ortamina
ilave edilmis ve sonuglar kontrole gore degerlendirilmistir. 20 mM’ da enzim
aktivitesinin % 36 s1, 60 mM’ da % 62’ si, 100 mM’ da % 80’ i ve 140 mM’ da

ise % 94’ i kaybolmustur (Sekil 29).
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Sekil 29: Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine NEM’ in
Inhibisyon Etkisi

Farkli arginin konsantrasyonlarinda ve 100 mM NEM varliginda koyun
dalak doku arginaz aktivitesi bulunarak kontrole gore degerlendirilmistir.
Bulgular Michaelis-Menten (Sekil 30) ve Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 31) ile
incelenmis ve NEM’ in koyun dalak doku arginaz aktivitesini non-kompetetif

inhibe ettigi saptanmistir.
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Sekil 30: N-Etil Maleimidin’ in Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi

Uzerine Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi.
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Sekil 31: N-Etil Maleimidin’ in Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi

Uzerine Inhibisyon Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Gosterilmesi
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5.9.7. Metilen Mavisinin Fotoinaktivasyon EtKkisi:

Koyun dalak doku arginaz aktivitesi tiizerine metilen mavisinin
fotoinaktivasyon etkisini incelemek amaciyla enzim degisik metilen mavisi
konsantrasyonlarina ve 150 watt’ lik 1s18a maruz birakilmistir. Enzim, 0,3 mM
Metilen mavisi konsantrasyonunda %72, 0,6 mM’ da % 85, 0,9 mM’ da % 92

aktivite kaybina ugramistir (Sekil 32).

4_
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Sekil 32: Metilen Mavisinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi
Uzerine Inhibisyon Etkisi

Metilen mavisinin koyun dalak doku arginaz aktivitesi iizerine yaptigi
inhibisyon tipini belirlemek i¢in farkli L-arginin konsantrasyonlarinda ve 0,3 mM

metilen mavisi varliginda enzim aktiviteleri incelenerek veriler Michaelis-Menten
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(Sekil 33) ve Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 34) ile degerlendirilmis, sonug olarak

metilen mavisinin enzimi non-kompetetif inhibisyona ugrattigi saptanmustir.

4 -
2 Kontrol
5 3,5 1
3 -
Metilen Mavisi
2,51 (0,3 mM)
5 | +150 Watt
Projeksiyon
1,5 1 Isig1
1 -
0,5 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
L-arginin (mM)

Sekil 33: Metilen Mavisinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi

Uzerine Etkisinin Michaelis-Menten Grafigi ile Degerlendirilmesi
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Sekil 34: Metilen Mavisinin Koyun Dalak Doku Arginaz Aktivitesi
Uzerine Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Degerlendirilmesi.

Koyun dalak doku arginaz aktivitesi lizerine metilen mavisinin etkisi farkl
ortamlar (oda 15181, karanlik, 150 watt 151k) altinda incelenmistir. Buna gére enzim
oda 15181nda % 66, karanlikta % 60, 150 watt 151k altinda ise % 72 aktivite kaybina
ugramistir (Tablo 2).

Tablo 2: Degisik Isik Kosullarinda Metilen Mavisinin Arginaz Aktivitesi

Uzerine Olan Etkisi.

AKTIVITE % (Kaybedilen )
KOSULLAR Kontrol + Metilen Mavisi
Oda Isig1 100 66
Karanhk 100 60
150 Watt Isik 100 72
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Metilen mavisi ilave edilmemis ornekler kontrol olarak kabul edilmis ve
aktivite %100 olarak tanimlanmistir. Metilen mavisi ilave edilmis 6rneklerdeki
aktivite kaybedilen aktiviteyi gostermektedir. Degisik 1siklandirmalar, MnCl, ve
% 0,3’ lik metilen mavisinin I. ve II. preinkiibasyon ortamina eklenmesiyle elde
edilen veriler degerlendirilmistir (Tablo 3).

I. preinkiibasyona sadece MnCl, eklenmis ve bu kontrol olarak kabul
edilmistir (A). MnCl, ve % 0,3’ liik metilen mavisi 150 watt 151k altinda 1.
preinkiibasyonda uygulanmis ve enzimin % 63 aktivite kaybina ugradigi
goriilmistiir (B). I. preinkiibasyonda MnCl, , II preinkiibasyonda ise % 0,3’ lik
metilen mavisi eklenmis ve enzim 150 watt 1518a maruz birakildiginda % 51
aktivite kaybmin oldugu saptanmistir (C). % 0,3 lilk metilen mavisi I
preinkiibasyonda, MnCl, ise II. preinkiibasyonda ortama eklenmis ve enzimin 150
watt 151k altinda aktivitesi incelendiginde % 81’ lik aktivite kaybina ugradigi
tespit edilmisgtir.

Tablo 3:

Metilen Mavisi, MnCl, ve Isigim Koyun Dalak Doku

Arginazinin Fotoinaktivasyonuna Olan Etkileri.

ISIKLANDIRMA
%0,3’lik | 9%0,3’lik Kalan
MnCl, | Metilen | Metilen | MnCl, 150 W Oda Aktivite
Mavisi Mavisi Isik 15181 %
+ - - - - + 100
+ + - - + - 37
+ - + - + - 49
- + - + + - 19
I.Preinkiibasyon II.Preinkiibasyon
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5.10. Koyun Dalak Doku Arginazinin Hiicre ici Yerlesimi

Koyun dalak doku arginazinin hiicre i¢i yerlesimini saptamak amaciyla 4’
er g iki adet doku alinmis, bunlarin biri 0,25 M siikroz ¢ozeltisi ile, digeri ise 0,16
M KCl ile 1/5 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilmis, daha sonrada 1/8 oraninda
(hacim/hacim) MnCl,” li slikroz ve KCI ¢ozeltileri ile sulandirilarak
homojenatlar hazirlanmistir (1/40). Bu homojenatlardan 3’ er ml alinarak enzim
aktivitelerine ~ bakilmistir. Daha sonra homojenatlar normal hacimlerine
tamamlanarak 50 x g’ de 10 dakika santrifiij edilmis, siipernatant (S1)’ tan 3 ml
alinarak arginaz aktivitesine bakilmistir. Geriye kalan kisim tekrar normal hacime
tamamlanmis 600 x g’ de 10 dakika santriflij edilmistir. Pelet (P2) kisimlarinin
hacimleri tamamlanarak, siipernatantlardan ise 3° er ml alarak arginaz
aktivitelerine bakilmistir. Geriye kalan siipernatant tekrar normal hacime
tamamlanarak 16000 x g’ de 20 dakika santrifiij edilmis pelet ve siipernatantta
aynt sekilde arginaz aktivitesi incelenmistir. Siipernatantlar tekrar alinarak
100.000 x g’ de 40 dakika santrifiij edilmis ve silipernatantinda enzim aktivitesi
Olctilmiistiir (Sekil 35). 50 x g’ deki aktivite homojenatin aktivitesine yakindir.
600 x g’ nin siipernatantinda toplam aktivitenin % 30’ min bulunmasinin nedeni
su sebeplerden kaynaklanabilir:

a- Cekirdeksel kismin tam ¢okmemis olabilir.

b- Santrifiigasyon sirasinda ¢ekirdekler parcalanmis ve enzim sitoplazmik

kisma ge¢mistir.
c- Arginazin bir izoenzimi olabilir.
600 x g’ nin peletinde toplam arginaz aktivitesinin yaklasik % 50 si

bulunmaktadir ve bu pelet cekirdekleri icermektedir. Iyonik gii¢ artirildiginda
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(ayn1 deney KCI ile yapildiginda ) ¢ekirdekteki arginazin siipernatanta gecmeye
basladig1 goriilmiistiir (Tablo 4). 100000 x g’nin siipernatantinda toplam enzim
aktivitesinin % 50’ ye yakin bir kismi bulunmaktadir ve bu siipernatant
sitoplazmay1 kapsamaktadir. Sonu¢ olarak koyun dalak doku arginazinin % 50’
lik kisminin ¢ekirdekte, diger % 50° lik kisminin ise sitoplazmada lokalize oldugu
kanisina varilmistir.

Tablo 4: Santrifiigasyon Yontemi ile Koyun Dalak Doku Arginazinin

Hiicre I¢i Yerlesimi

‘ . ONITE ONITE
NO DEVIR ENZIM (0,25 M siikrozlu) | (0,16 M KCI’ 1i)
KAYNAGI
A - Homojenat 4.4 4,8
B S50x g Siipernatant 4,2 4,5
C 600x g Pelet 2,1 1,5
D 600x g Siipernatant 1,7 2,4
E 16000 x g Pelet 0,9 0,6
F 16000 x g Stipernatant 3,1 3,6
G 100.000 x Stipernatant 1,8 2,2
g
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HOMOIENAT

50 xg de 10 dakika santrifij (C1)

' |
Pelet (P13 Slpernatant (51)
600z g' de 10 dakika santnfiy (C2)

| |
} |
Pelet (P2) Sipemnatant (32)

16000 x g' de 20 dakika santrifiyj (C3)

}
' |

Felet (F3) Slpernatant (53)

100.000 x g' de 40 dakilea santrifisj (C4)

}
' '

Pelet (P4) Supernatant (543

Sekil 35: Differansiyel Santrifligasyon Yontemi (18).
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6. TARTISMA

Koyun dalak doku arginaz enzimi ile daha once ¢alisildigina dair higbir
literatlir bilgiye rastlanilmamis ve bu calismada enzimin bazi Ozellikleri ortaya
konulmustur.

Enzimlerin genel yapisinin protein kaynakli olmasi nedeniyle 1siya
dayanikli degildirler. Maksimum aktivite gosterdigi 1sinin {izerine ¢iktig1 zaman
enzim aktivitesi diigmektedir. Koyun dalak doku arginazinin preinkiibasyon 1sisin1
saptamak icin farkli 1silarda (30-70 °C) enzim aktivitesine bakilmis ve en uygun
preinkiibasyon 1sisinin 58 °C oldugu, bu sicakliktan sonra enzim aktivitesinde
diisme meydana geldigi tespit edilmistir. Preinkiibasyon 1sist farkli tiir ve
dokularda arastirilmis ve tim metodlarda kullanildig1 goriilmiistiir. Preinkiibasyon
1s1s1 koyun gozii vitreusu i¢in 40 °C (48), koyun meme doku arginazi i¢in 52 °C
(102), insan tiikiirik arginazi (67), tiroid doku arginazi (57), eritrosit ve uterus
arginazi (49), brons lavaj sivisi arginazi (2) i¢in 55 °C, diabetik rat karacigeri i¢in
68 °C (38), sigir rumen doku arginazi i¢in 60 °C (41), domuz karaciger arginazi
icin 45 °C (133), teleskop balig1 karacigeri i¢in 37 °C (131), fascioliosisli koyun
karaciger arginazi i¢in 65 °C (11), M. benedeni arginazi i¢in 53 “C (107) olarak
bildirilmistir.

Preinkiibasyon 1sisnim Mn ** iyonlarma gereksinimini tespit etmek igin
enzim kaynagi MnCl,” lii ve MnCl,’ siiz (distile su ile) preinkiibasyona tabii
tutulmustur. MnCl,’ 1i preinkiibasyon uygulanan enzim kaynaginin, MnCl,’ siiz
preinkiibasyon uygulanan enzim kaynagindan yaklasik 3 kat daha fazla aktivite
gosterdigi saptanmistir. Mn™  iyonlar1 preinkiibasyon i¢in gereklidir. Mn"™

. . . . . . - . +
iyonlarinin enzim ile substrat arasinda metal bir koprii kurdugu ve enzim- Mn -
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arginin kompleksinin meydana gelmesinde etkili oldugu bildirilmistir (116).
Yapilan calismalarda preinkiibasyon ortammna Mn™®’ min ilavesinin enzim

+2,

aktivitesini artirdigr goriilmistiir (41,102). Mn ~° nin preinkiibasyon sirasinda
arginaza baglanarak enzim aktivitesini ve dayanikliligini artirdigi agiklanmigtir
(83). Sigir tiikiiriik arginazi (96), koyun meme doku arginazi (102) ve sigir rumen
doku arginazi (41) igin preinkiibasyon 1sismm ve Mn'? iyonlarinin gerekli oldugu
ve aktiviteyi artirdigi yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur. Sican karaciger
doku arginazinin Mn"? iyonlar1 varliginda 55 °C’ de preinkiibasyonunun enzim
aktivitesini yaklasik % 110 artirdigi, 5 mM MnCl,’ varliginda ve 55 °C’ de 20
dakika preinkiibasyonla eritrosit arginaz aktivitesinin 2-6 kat, karaciger arginaz
aktivitesinin 4-5 kat arttig1 saptanmistir (28,126).

Koyun dalak doku arginaz enziminin en uygun preinkiibasyon siiresini
tespit edebilmek icin enzim 58 °C’ de 0-30 dakikalar arasinda preinkiibasyona
tabii tutulmus ve en uygun preinkiibasyon siiresinin 13 dakika oldugu tespit
edilmistir. Preinkiibasyon siiresi koyun meme doku arginazi (102) ve insan tiroid
doku arginazi1 (57) i¢in 12 dakika, koyun gozii vitreusu i¢in 9-10 dakika (48),
insan tiikiirik arginazi (67), brons lavaj sivist arginazi (2) ve diabetik rat
karacigeri (38) i¢in 20 dakika, sigir rumen doku arginazi (41), eritrosit arginazi
(49) ve domuz karaciger arginazi (133) i¢in 5 dakika, uterus arginazi igin 35
dakika (49), fascioliosisli koyun karaciger arginazi i¢in 15 dakika (11) , M.
benedeni arginazi i¢in 10 dakika olarak belirlenmistir (107).

Enzimatik reaksiyonlar viicut 1sisinda olustugu i¢in enzim kaynagi 37 °C’
de 0-30 dakikalar arasinda inkiibasyona birakilarak optimum inkiibasyon siiresi

tespit edilmeye calisilmig, 10. dakikaya kadar lineerligin devam ettigi, 10.
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dakikadan sonra lineerligin yerini hiberbolik bir goriinimiin  aldig1
gozlemlenmistir. Bu nedenle koyun dalak doku arginazi i¢in optimum inkiibasyon
stiresi 10 dakika olarak kabul edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda farkli dokular igin
farkl1 inkiibasyon siireleri tesbit edilmistir. Inkiibasyon siiresi insan tiroid arginaz
icin 30 dakika (57), rat karacigeri (38), insan karaciger ve uterusu (49) igin 20
dakika, koyun gozii vitreusu (48) ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi (11)
icin 10 dakika, sigir rumen doku arginazi i¢in 13 dakika (41), M. benedeni
arginazt (107) ve koyun meme doku arginazi i¢in 15 dakika (102) olarak
bulunmustur. Unitenin tamim1  inkiibasyon siiresine gore yapildigindan
aragtirmacilar bulduklar farkl: siirelere gore {liniteyi tanimlamiglardir.

Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve tetramerik yapinin
olusmas1 i¢in Mn" katyonlarmm gerekli oldugu Muszynska (91) tarafindan
belirtilmistir. Mn™ iyonlarinin enzime baglanmasi 1siya dayanikliligi artirmakta
ve enzimi inaktivasyonlara karsi daha dayanikli hale getirmektedir (74). Bu
nedenle koyun dalak doku arginaz aktivitesi lizerine MnCl, konsantrasyonunun
etkisi arastirilmis ve arginaz enziminin 2 mM MnCl, konsantrasyonunda en
yiiksek aktiviteyi verdigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda farkli dokular igin
gerekli olan MnCl, konsantrasyonu farkli olup rat karacigeri (38) ve sigir rumen
doku arginazi (41) i¢in 2 mM, M. benedeni arginazi i¢in 0.5 mM (107), Xenopus
leavis karaciger arginazi i¢gin 50 mM (111), insan tiroid arginazi (57) ile karaciger
ve eritrosit arginazi (49) i¢in 2.5 mM, insan tikiiriikk arginazi (67) ve vitreus
arginazi (48) i¢in 5 mM, koyun meme doku arginazi i¢in 0.75 mM (102), insan

uterusu i¢in 0.8 mM (49), domuz karaciger arginazi i¢in 10 mM (133),
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fascioliosisli koyun karaciger arginazi i¢cin 1 mM (11), diabetik rat karaciger
arginazi i¢in 1-2 mM, bobrek arginazi i¢in 2 mM olarak bulunmustur (38).

Arginaz enzimi iizerine yapilan caligmalarda farkli tampon sistemleri
kullantlmigtir  (11,28,38,41,48,49,57,99,102,107). Bu nedenle arastirmamizda
uygun tampon se¢imi ve optimal pH arastirilmis, bu amagla Tris-HCI1 (pH 7.1 ile
10.6), Glisin-NaOH (pH 8.6-10.6) ve Sodyum bikarbonat- sodyum karbonat (pH
9.2-10.0) tampon sistemleri kullanilmistir. Caligmalar sonucunda koyun dalak
doku arginaz1 i¢in en uygun tampon ¢ozeltisinin karbonat tamponu, optimum pH’
ninda 9.5 oldugu saptanmistir. Calismamizla paralel olarak karaciger ve eritrosit
arginazi (28), M. expensa arginazi (99), koyun meme doku arginazi (102), M.
benedeni arginazi (107) i¢in pH 9.5 deki karbonat tamponu, sigir rumen doku
arginazi (41) ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi (11) icin pH 10° daki
karbonat tamponu, diabetik rat karacigeri (38) i¢in pH 10.1° deki karbonat
tamponu, insan karaciger ve eritrositi i¢cin pH 9,7’ deki, insan uterusu i¢in ise pH
9.6’ daki karbonat tamponunun kullanildig1r bildirilmistir (49). Koyun gozii
vitreusu i¢in pH 8.8” deki Glisin-NaOH tamponunun kullanildig1 (48), insan tiroid
arginazinin optimum pH’ sinin 9,6 (57), domuz karaciger arginazinin pH’ sinin
10.5 (133) oldugu, Genypterus maculatus tiirlinden baliklarin karaciger
arginazinin (23) ve Sea molluse (Concholepas Concholepas) arginazinin (21) pH
9.5’ de yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Koyun dalak doku arginaz aktivitesinin L-arginine karsi olan Km’ i
aragtirtlmig, bu nedenle enzim miktar1 sabit tutularak L-argininin degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve Km degeri 6 mM olarak

bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda farkli tiirden enzim kaynaklarindaki arginazin
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L-arginine karsi olan Km’ inin genis sinirlar i¢inde degistigi goriilmiistiir. Km
degerleri sigir rumen doku arginazi (41) ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi
(11) i¢in 4 mM, M. benedeni arginazi i¢in 12.5 mM (107), insan eritrositi i¢in 3.2
mM, karacigeri i¢in 4.1 mM, uterusu i¢in 5.9 mM (49), tiroid arginazi i¢in 2 mM
(57), vitreus arginazi i¢cin 6 mM (48), koyun meme doku arginazi i¢in 1.35 mM
(102), Sea molluse (Concholepas Concholepas) arginazi i¢in 25 mM (21), diabetik
rat karaciger arginazi i¢in 3.2 mM, bobrek arginazi i¢in 6.7 mM (38), Mus
booduga karaciger arginazi i¢in 8.3 mM (118), Xenopus leavis karaciger arginazi
icin 29 mM (111), domuz karaciger arginazi i¢in 19.6 mM (133) olarak
bulunmustur. Koyun dalak doku arginazi i¢in buldugumuz Km degeri yapilan
calismalarda elde edilen Km degerleri sinirlar1 igerisindedir.
Koyun dalak doku arginaz aktivitesi {izerine Mn*?, Ni 2, Cd*?, Co™, Na'',
K™, Li™, AL, Mg™, Mo™, Ca™, Ba™, Hg?, Fe™, Cr™, Cu™, Zn™, Sn™, Pb™ ve
Ag™ metal iyonlarmin etkisi arastirilmis ve enzim en yiiksek aktiviteyi MnCl,
varliginda vermistir. Enzimi aktive eden metal iyonlar: siralamaya gére Mn'”
(%1645) > Ni 2 (%1193) > Li™ (%1080) > Cd™ (% 603) > Co™ (% 383) > K"
(% 213) > Al™ (% 193) > Na™ (% 151) > Mg™ (% 112) olarak bulunmustur.
M0+6, Ca+2, Ba+2, Hg+2, Fe+3, Cr+3, Cu+2, Zn’, Sn"? iyonlar1 varliginda enzim
aktivitesinde diisme goriilirken Pb™ ve Ag™ iyonlari varhgmnda enzim hig
aktivite gostermemistir.
Metal iyonlar1 bir dokudaki enzimi aktive ederken diger dokudakini
inhibe edebilmektedir. Spektor ve ark. (135) , yetiskin ve fotal insan karaciger,
eritrosit, bobrek, beyin ve gastrointestinal sistem dokularinda metal iyonlarinin

e + + +2 . .. . eee . +
etkisini arastirmislar, Mn ™ > Co ™ > Mg 2 iyonlarinin enzimi aktive ettigini, Ca 2
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iyonunun ise enzimi inhibe ettigini bulmuslardir. Koyun meme doku arginazi
lizerine farkli metal iyonlarinin etkisi arastirilmig, enzim en yiiksek aktiviteyi

Mn*? metal iyonlar1 varhiginda gostermistir. Cd™ ve Ni ™

metal iyonlarinin
enzim aktivitesini Ca"™ ,Mg™*, Ba™ ve Cu"? iyonlarma gére daha fazla artirdigs,
Hg™ iyonlarinin aktiviteyi degistirmedigi, Co™, Zn™, Ag™ ,Sn™ iyonlarmin
enzim aktivitesini inhibe ettigi, Pb"> ve Cr" iyonlari varhginda ise enzimin hig
aktivite gostermedigi tespit edilmistir (102). Sigir rumen doku arginazi iizerine
farkli metal iyonlarinin etkisi arastirilmis Mn™ metal iyonu varliginda enzimin en
yiiksek aktiviteyi verdigi, Ni %, Cd™, Co™, Li"' iyonlarinin ise enzim aktivitesini
Mn™ a gore daha az artirdigy, K™, A, Mg™, Ca™, Ba™ Fe™, Cu™, Cr” , Zn",
Pb", Sn™ iyonlarmm varhginda enzim aktivitesinin azaldigi, Hg ve Ag™
varliginda ise enzimin hig aktivite gdstermedigi tespit edilmistir (41). Insan tiroid
arginaz aktivitesi ilizerine bazi metal iyonlarinin etkisi arastirilmis, enzimin en
yiiksek aktiviteyi Mn™ metal iyonu varhiginda verdigi Cd™ ,Mg™, Ca™ , Ni 2,
Co™* metal iyonlarmimn enzim aktivitesini Mn"* iyonlarina gére daha az aktive
ettigi ve Hg™, Ag™* iyonlart varliginda enzim aktivitesinin diistiigii gorilmiistir
(57). Koyun gozii vitreus arginaz aktivitesi iizerine yapilan ¢alismada enzimin en
yiiksek aktiviteyi Mn'? metal iyonu varliginda verdigi, Ni 2.Cd”, Co®, Mg+2,
Ca+2, Ba+2, Hg+2, Fe+3, Cr+3, Cu+2, Sn+2, ve AgJr2 metal iyonlarinin enzim
aktivitesi diisiirdiigii, Pb™ metal iyonlar: varhginda ise enzimin hi¢ aktivite
gostermedigi tesbit edilmistir (48). Fare makrofaj arginazi tlizerine metal
iyonlarinin etkisi arastirilmis ve enzim aktivasyonunun metal iyonlari tarafindan

sirastyla. Mn™>> Co™™> Ni "> Zn™> Fe'> Na"'>K"' scklinde artirildig:

saptanmustir (27). Sea molluse (Concholepas Concholepas) arginazi igin Mn ",
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Co™, Ni " iyonlarmin gerekli oldugu bildirilmistir (21). Yukarida yapilmis olan
calismalar bizim sonuglarimizi teyit etmektedir.

L-aminoasitlerden L-ornitin ve L-lizinin koyun dalak doku arginaz
aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilmis, L-ornitin 5 mM konsantrasyonda
enzimi % 15, 10 mM konsantrasyonda % 27, 15 mM konsantrasyonda ise % 34
inhibisyona ugrattig1 saptanmistir. L-lizininde 5 mM konsantrasyonda enzimi
%17, 10 mM konsantrasyonda % 28, 15 mM konsantrasyonda %36 oraninda L-
ornitine benzer bir sekilde inhibisyona ugrattig1 tesbit edilmistir. inhibisyon tipini
belirlemek i¢in 15 mM L-ornitin ve L-lizin kullanilmis, veriler Michaelis-Menten
ve Lineweaver-Burk grafikleri ile degerlendirilerek her iki amino asit i¢in Km
degeri 6 mM olarak bulunmus ve bu amino asitlerin enzimi non-kompetetif
inhibisyona ugrattig1 gézlemlenmistir. Farkli tiir ve dokularda L-ornitin ve L-
lizinin enzime yaptig1 inhibisyon tipleri belirlenmeye c¢alisilmig ve degisik
inhibisyon tipleri elde edilmistir.

Rat beyin mitokondrisinde yapilan ¢alismada 25 mM L-arginin
kullanilarak L-ornitin ve L-lizinin enzimi 20 kat inhibe ettigi bildirilmistir (33).
M. expensa arginazi (106), laktasyondaki rat meme bezi arginazi (42), sigan
karaciger arginazi (92), M. benedeni arginazi (107), Xenopus leavis karaciger
arginazi (111), sigir karaciger arginazi (108,139), insan tiroid arginazi (57), Mus
booduga arginazi (118), domuz karaciger arginazi (133), Genypterus maculatus
karaciger arginazi (23), Sea molluse (Concholepas Concholepas) arginazi (21)
lizerine L-ornitin ve L- lizin amino asitlerinin etkisi incelenmis ve bu amino

asitlerin enzimi kompetetif inhibisyona ugrattigi ortaya konmustur.
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Kaysen ve Strecker (63) bdbrek dokusunda yiiksek arginin
konsantrasyonlartyla enzim aktivasyonunun prolin ve lizin amino asitlerinin
belirli konsantrasyonlari ile engellenebildigini belirtmiglerdir. Koyun beyin doku
arginazi lizerine bazi L-amino asitlerden L-lizin, L-ornitin, L-valin ve L-16sinin
kompetetif tipte inhibisyona neden oldugu bulunmustur (122). Ornitin, lizin ve
prolinin koyun karaciger arginazi iizerinde kompetetif inhibisyona neden oldugu
belirtilmistir (65). L-ornitinin buzagi karaciger arginazint (15) ve vitreus
arginazini (48) kompetetif inhibisyona ugrattig1 gézlemlenmistir. Insan karaciger
arginazi lzerinde ornitinin non-kompetetif, lizinin ise kompetetif inhibisyon
etkisinin oldugu ortaya konmustur (24).

Koyun karaciger dokusunda 55 mM’ lik lizinin arginaz aktivitesini % 74
oraninda inhibe ettigi ve inhibisyon tipinin karigik inhibisyon oldugu tesbit
edilmistir (10). Yine sigir bobrek doku arginazi lizerinde de L-ornitin ve L-lizin
amino asitlerinin karigik tipte inhibisyona neden oldugu saptanmistir (58). Ameen
ve Palmer (3) lizinin karaciger arginazini karigik tipte inhibisyona ugrattigini
bildirmislerdir.

Si1g1r rumen doku arginazi (41), koyun meme doku arginazi (102) ve insan
tiroid doku arginazi iizerinde L-ornitin ve L-lizin amino asitlerinin non-kompetetif
inhibisyona neden oldugu belirtilmistir. Bulgularimiz literatiirler ile (41, 57,102)
uyusmaktadir.

Bond (16), non-kompetetif inhibisyona neden olan inhibitorlerin
substrattan farkli bir noktada enzimle reversible olarak birlestigi ve ligantlarin

muhtemelen enzim substrat kompleksinin turnover’ 11 bozan konformasyonel
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degisime sebep oldugu ve enzimin proteolitik inaktivasyona duyarliliginin
arttigini bildirmistir.

Koyun dalak doku arginaz aktivitesi iizerine guanidino bilesiklerinden olan
L- kanavaninin etkisi arastiritlmis ve L- kanavaninin enzim iizerinde non-
kompetetif inhibisyona neden oldugu saptanmistir. Kanavanin ile arginaz arasinda
yapisal benzerlik bulundugundan bu bilesigin enzimin aktif merkezi diginda bir
yere baglanip enzimin {i¢ boyutlu yapisini bozarak inhibisyona neden oldugu ileri
striilmistiir (41). Konu ile ilgili yapilmis ¢alismalarda ¢esitli sonuglar elde
edilmigtir. Saflastirllmis insan karaciger arginazi i¢in substrat olarak L- arginin
yerine L- kanavanin kullanilmis ve Km’ in 10.5 mM’ dan 50 mM’ a ¢iktig1 tespit
edilmigtir (14). Sigir rumen doku arginazini guanidino bilesiklerinin (41),
saflagtirllmis eritrosit arginazini ise kanavaninin non-kompetetif inhibe ettigi
saptanmistir (54). Baska bir ¢alismada da kanavaninin karaciger arginaz enzimini
kompetetif inhibe ettigi, buna karsin eritrosit ve uterus arginazlarini etkilemedigi
tespit edilmis, kanavaninin arginin yerine substrat olarak kullanilamayacagi
bildirilmistir (49). Muszynska ve ark. (90) ise kanavanin kullanildiginda ac1 bakla
ve sigir karaciger arginaz aktivitelerini saptayamadiklarini, buna karsin tavuk
karacigerinde diisiik diizeyde arginaz aktivitesi elde ettiklerini belirtmislerdir.

Koyun dalak doku arginaz tizerine p-CMBA ve NEM” in inhibisyon etkisi
arastirilmis ve inhibisyon tipi belirlenmeye calisilmistir. p-CMBA ve NEM,
enzimlerin aktif merkezinde —SH grubu iceren amino asitler olup olmadigin
belirlemek i¢in kullanilan kimyasal maddeler olup bu maddeler —SH gruplarini
bloke ederek enzimin inhibisyonuna neden olmaktadir (41). 0.5 mM p-CMBA

konsantrasyonunda enzim aktivitesinin % 17’ si, 1 mM’ da % 42’ si ve 2.5 mM’
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da % 69’ u kaybolmaktadir. 20 mM NEM konsantrasyonunda ise enzim
aktivitesinin % 36’ s1, 60 mM’ da % 62’ si, 100 mM’ da ise % 80’ inin azaldig1
goriilmiistiir. Farkli L- arginin konsantrasyonlarinda 2.5 mM p-CMBA ve 100
mM NEM varliginda bu maddelerin enzime olan inhibisyon etkileri aragtirilmas,
her iki kimyasal maddenin de enzimi non-kompetetif inhibisyona ugrattig
gorlilmiistiir. Bu sonuca goére koyun dalak doku arginaz enziminin aktif
merkezinde fonksiyonel —SH gruplarinin var oldugu ve katalitik faaliyetin
baslamasi i¢in —SH gruplarinin gerekli oldugu kanitlanmig olmaktadir. Konuyla
ilgili farkli caligmalar yapilmistir. p-CMBA ve NEM’ in rat karaciger arginazini
etkilemedigi (12), insan karaciger, uterus ve eritrositi lizerinde p-CMBA’ in
herhangi bir inhibisyon etki gostermedigi (49), NEM’ in ise sigir karaciger
arginazi lizerinde inhibisyona neden olmadig1 saptanmugtir (141).

M. Benedeni arginazi (104), ac1 bakla arginazi ile tavuk karaciger arginazi
(90) ve koyun gozii vitreusu arginazi (48) lizerine p-CMBA ve NEM’ in
inhibisyon etkisi tesbit edilmistir. Insan tiroid arginazi (57), koyun meme doku
arginazi (102) ve sigir rumen doku arginazi (41) lizerinde p-CMBA ve NEM’ in
non-kompetetif inhibisyona yol actigi bildirilmis ve bu sonuglar bizim
bulgularimizla paralellik gostermistir.

EDTA’ nin koyun dalak doku arginaz aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi
arastirilmis, 0.2 mM EDTA varliginda enzim aktivitesinin % 16’ s1, 0.4 mM’ da
% 43’ 14, 0.6 mM’ da ise % 79’ u kaybolmustur. 0.8 mM EDTA varliginda ise
enzim aktivitesinin hepsini kaybetmistir. 0.6 mM EDTA kullanarak inhibisyon
tipi belirlenmeye ¢aligilmis, veriler Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrisi

ile degerlendirilmis ve EDTA’ nin koyun dalak doku arginazini kompetetif
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inhibisyona ugrattig1 tespit edilmistir. Kontrolin Km” i 6 mM iken EDTA
varliginda Km degeri 11 mM olarak saptanmistir. Koyun meme doku arginaz
aktivitesi lizerine yapilan bir ¢alismada enzim aktivitesi tizerinde 0.5 mM EDTA’
nin % 44, 1 mM EDTA’ nin ise % 80 civarinda inhibisyona neden oldugu ve
bizim bulgularimizla paralel olarak EDTA’ nin koyun meme doku arginazini
kompetetif inhibisyona ugrattigi agiklanmigtir (102). Yapilan bir c¢aligmada
EDTA’ nin rat karaciger arginazini inhibe ettigi bildirilmistir (51). Gen¢ koyun
yemlerine Ca">-EDTA-Cu” kompleksi katildiginda ilk 24 saatte arginaz
aktivitesinin artt1ig1, sonra ise diistiigii goriilmiistiir (56). Insan karaciger arginazi
farkli pH’ larda EDTA ile reaksiyona sokuldugunda enzim aktivitesinde siirekli
azalma oldugu ortaya konulmustur (71).

Koyun dalak doku arginaz aktivitesi tiizerine metilen mavisinin
fotoinaktivasyon etkisini incelemek ic¢in enzim kaynagi 150 watt 151k altinda,
degisik metilen mavisi konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. 0.3 mM metilen
mavisi varliginda enzim aktivitesinde %72, 0.6mM konsantrasyonda ise % 85’ lik
bir azalma tesbit edilmistir. inhibisyon tipini belirlemek icin 0.3 mM metilen
mavisi varliginda enzim aktivitesi incelenmis ve metilen mavisinin enzimi non-
kompetetif inhibisyona ugrattigi saptanmistir. Caligmamizla paralel olarak koyun
meme doku arginazi (102), M Benedeni arginazi (103), manda karaciger ve
bobrek doku arginazi (105) ve insan tiikiiriik arginazinin da (98) metilen mavisi
tarafindan non-kompetetif inhibisyona ugratildig1 belirtilmistir. Metilen mavisinin
inhibisyon etkisi farkli ortamlarda incelenmis, oda 1s1ginda aktivitenin % 66’

siin, karanlikta % 60’ min ve 150 watt 1g1k altinda ise % 72’ sinin kayboldugu
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goriilmiistiir. Koyun dalak doku arginaz enzimini 150 watt 11k altinda ve metilen
mavisi ile birlikte daha gii¢lii inhibisyona ugrattig1 saptanmistir.

Fotoinaktivasyon, enzimdeki histidil artiklarinin imidazol gruplarinin
parcalanmasiyla olusmaktadir. Cesitli dokularda arginaz enziminin histidil
artiklarmin imidazol gruplarma Mn"? katyonlarimin baglanmasi ile enzimin
tetramerik yapiya gectigi belirtilmektedir. 150 watt 151k ve metilen mavisi
varliginda enzim histidil artigimn imidazol gruplarmin pargalanmasi ile Mn"
katyonlarinin tetramerik yapiy1 olusturamadigi ve bu nedenle fotoinaktivasyonun
meydana geldigi bildirilmistir (97, 98, 102,103,105).

Koyun dalak doku arginaz enzimine farkli ortamlarda iki preinkiibasyon
uygulanmis, oda 1s1ginda I. preinkiibasyona sadece MnCl, konularak yapilan
calisma kontrol kabul edilmis ve diger ¢alismalar bununla kiyaslanmistir. Bu
calisma sonucunda en az aktivite kaybmmn Mn™ ile preinkiibasyona sokulduktan
sonra metilen mavisi uygulanan grupta oldugu gozlemlenmistir. Mn"* katyonlar1
enzimi oligomerik yapiya kavusturduktan sonra histidil artiklarinin yikimi ve
oligomerik yapinin degisimi ancak belli miktarda etkilenmektedir. Bu yilizden en
az aktivite kayb1 bu grupta olmustur.

Koyun dalak doku arginaz enziminin hiicre i¢i yerlesimini saptamak igin
enzim kaynagit degisik santrifiigasyon islemine tabii tutulmustur. Degisik
santrifiigasyon islemleri sonucunda koyun dalak doku arginazinin % 50’ ye varan
bir bolimiinlin hiicre ¢ekirdeginde, diger % 50’ lik kismimninda sitoplazmada
lokalize oldugu saptanmistir (Tablo 4). 600x g’ de santrifiij edilen enzim
kaynaginin peleti hiicre ¢ekirdegini icermektedir ve toplam aktivitesin yaklasik

yarist bu pelette elde edilmistir. 100000x g’ nin siipernatantinda da toplam
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aktivitenin yarisina yakin bir kismi1 bulunmustur ve bu siipernatant sitoplazmay1
icermektedir.

Enzimin hiicre ¢ekirdegine bagli olmasinin metabolik denetim agisindan
onemi Moss (86) tarafindan belirtilmektedir. Buna gore enzimin hiicre
¢ekirdeginde bulunmast Mn" iyonlarinin daha ¢ok hiicre ¢ekirdeginde bulunmasi
ve bunlarin ¢gekirdekten sitoplazmaya gecisleri ile arginaz aktive edilirken arginin
diizeylerinin degisim gostermesine, bunun sonucunda da protein sentezinin
denetim altina alinmasina baglanmistir .

Domuz yavrularinin ince bagirsaginda yapilan calismada arginaz
izoenzimlerinin hem mitokondriye hem de sitoplazmaya yerlesik oldugu
bulunmustur (31). Yine rat bobreginde arginin metabolizmasinda rol oynayan
enzimlerin bobregin i¢ korteks ve dis medulla kisminda (32), Geypterus
maculatus karaciger arginazinin ise mitokondrial matrixte lokalize oldugu
bildirilmistir (23).

Koyun meme doku arginazi (102) ve M. benedeni arginazinin da (107)
hiicrenin ¢ekirdegine lokalize oldugu belirtilmis ve bu sonuglar bulgularimizi
desteklemistir.

Bugiine kadar koyun dalak doku arginaz enziminin kinetik 6zellikleri ile
ilgili bir caligmanin yapilmadig literatiir taramalarindan anlasilmaktadir. Bu
nedenle aktif tire dongilisii bulunmayan koyun dalak dokusunda arginaz enzimi
saptanmis ve bu enzimin bazi kinetik 6zellikleri ilk kez laboratuarimizda optimize
edilmistir. Elde edilen verilerin bu konu ile ilgili yapilacak arastirmalara 151k

tutacagi kanaatindeyiz.
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