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1. ONSOz

Ruminantlarda amonyagin bGyidk miktarlan ruminal mikroorganizmalar
tarafindan olusturulmaktadir. Gerek proteinlerden gerekse protein
yapisinda olmayan nitrojenli maddelerden olugsan amonyagin buyUGk bir
kismi rumenden absorbe edilerek portal kan yolu ile karacigere taginmakta
burada ureye donustirilmektedir. Sentez edilen Urenin %50'si basta tukdruk
bezleri yolu ile olmak (izere rumene geri gelerek burada tekrar amonyak ve
karbondioksite pargalanmaktadir. Rumen ve karaciger arasindaki bu azot
dolagimina "Rumino-hepatik azot dolagimi® denilmektedir.

Arginaz (E.C. 3.5.3.1) Krebs-Henseleit Gre déngulsinin son basamagini
katalize eden bir enzim olup, arginini Gre ve ornitine pargalamaktadir.
Enzim en aktif sekilde karacigerde bulunurken karaciger digindaki
dokularda daha disik aktivite godstermektedir. Ureotelik hayvanlarin
karacigerindeki arginazin ana fonksiyonu amonyagin detoksifikasyonu
amaciyla urenin dretimidir.

Ruminantlarin 6n midelerinde higbir sindirim fermenti salgilanmadigi
halde sindirim olaylarinin en &énemli bélimi 6n midelerde cereyan
etmektedir. Ruminantlarda sindirim sisteminin hem hacim hem de
fizyolojik olarak onemli bir bélimind rumen olusturdugundan ve diger mide
kompartmanlarina gore rumen dokusunda daha yuksek dizeyde arginaz
aktivitesi tespit ettigimizden sunulan g¢aligmada rumen doku arginazinin
kinetik ozellikleri ile bazi biyokimyasal kosullarini optimize etmeyi ayrica
rumen doku arginazinin bazi molekullere (inhibitorler ve aktivatorler) kargi
ilgisini arastirmayir amagladik. Rumen doku arginazinin kinetik 6zellikleri
ve bazi biyokimyasal o6zellikleri konusunda yapilan taramalar sonucu higbir
literattir. bilgiye rastlanamamistir. '

Karaciger digindaki birgok dokuda ve Ureotelik olmayan bazi canlilarda

da aktif arginaz enzimi bulunmasi arginaz enziminin amonyagin
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detoksifikasyonu digsinda da bazi goérevleri olabilecegi dislncesini
gundemde tutmaktadir. Calismada ayrica rumen dokusundaki arginazin

muhtemel fonksiyonu da tartisilacaktir.

Bu tezin, rumen doku arginazi ile ilgili yapilacak olan bundan sonraki

biyokimyasal calismalara igik tutacadina inaniyoruz.



2.GIRIS

2.1. Ruminant Mideleri

Ruminantlarin mideleri oldukga hacimli olup, dért kompartmandan
meydana gelmistir. Bu kompartmanlar sirasi ile rumen, retikulum, omasum
ve abomasumdur.

Rumen, retikulum ve omasum nonglandular, abomasum ise glandular
tabiattaki .mide kismini olusturur. Abomasum yapi ve fonksiyon bakimindan
genellikle ruminant olmayan hayvanlarin midelerine benzemektedir.
Yetigkin bir inegin tim midesi, hayvanin irkina bagh olarak 100 ile 235
litrelik bir hacim kaplamaktadir. Bu hacimin yaklasik %85'ini rumen ve
retikulum olusturmaktadir. Rumenin kapasitesi 102 ile 148 litre iken
omasum 7-18, abomasum 10-20 litrelik bir hacime sahiptir. Rumen,
retikulum, abomasumun normal icerigi sivt iken, omasumun ki kismi olarak
katidir (6).

2.2. Ruminantlarda Nitrojenin Muhafazasi

Ruminantlarda, protein metabolizmasi tek midelilerinkinden g¢ok
daha dedgigiktir (Sekil 1). Cunkl tek midelilerde ancak gergek proteinlerin
sindirilebilir ve vucutta kullanilabilir olmasina kargilik, ruminantlarda
batdn nitrojenli bilesikler degerlendirilmektedir.

Rumen sivisi, cesitli bakteri ve protozoonlardan ileri gelen yilksek
bir proteinaz aktivitesine sahiptir. Bu bakimdan gevis getiren hayvanlarda
proteinierin %70-80'i rumende yikilir.

Gercek proteinler mikrobiyal proteinaz etkisiyle polipeptidlere,
polipeptidler aminopeptidaz ve karboksipeptidazlar etkisiyle 6nce
péptidlere sonra da amino asitlere ayrilirlar. Bu amino asitlerin bir bélimu
yine mikroorganizmalarca yeniden protein sentezinde kullanilirken, diger
bir kismi daha fazla parcalanarak organik asitleri, amonyak ve

karbondioksiti meydana getirmektedirler.
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Sekil 1:Ruminantlarda Nitrojenin Kullaniimasi (Rumino-hepatik

azot dolagsimi, Protein rejenerasyon déngusii) (75).

Protein yapisinda olmayan nitrojenli maddeler [ NPN (nonprotein
nitrogen)=ndkleik asitler, purin ve pirimidin bazlari, alkaloitier, kolin,
betainler, nitrat, amonyak ve (re] rumende mikroorganizmalarin etkisi ile
kisa zincirli yag asitlerine, amonyaga ve karbondioksite pargalanirlar.

Her iki kaynaktan gelen amonyagin bir kismini, rumen mikro-
organizmalari ureyebilmeleri i¢cin kendi vicut proteinlerinin sentezinde
kullanirlar. Amonyagin buaylk bir kismi ise rumenden absorbe edilerek kan
yolu ile karacigere taginir ve burada Ureye donuslr. Sentezlenen (renin
yaklagik % 50'si bébrekler yolu ile digan atiir, % 50'si ise basta

tokirdk bezleri yoluyla olmak Uzere, NPN olarak tekrar rumene geri gelir.



Burada tekrar bakteriyal (reaz ile karbondioksit ve amonyaga ykilir.
Parotis bezinin tukirik sekresyonundaki total nitrojenin % 60-70'i Ure
nitrojenidir. Rumen ve karaciger arasindaki bu azot dolagsimina
"Rumino-hepatik azot dolasimi" denir (Sekil 1) (6,14,52,75).

Gerek sindirilemeyerek rumeni gegen gergek proteinler ve gerekse
rumende sentezlenen mikrobiyal proteinler, abomasum ve ince bagirsakta
tek midelilerdeki gibi sindirilmektedir. Agiga ¢ikan amino asitler, absorbe
edilerek vacut proteinlerinin yapimi, doku yenilenmesi ve baylime igin
kullanihr.

Urenin, mikrobiyal proteinlerin yapiminda kullaniimasi, daha sonra
mikrobiyal proteinlerin gastrointestinal kanaldan absorbe edilebilen amino
asitlere yikimi, dokular tarafindan bu amino asitlerin metabolizmast ile
Grenin meydana gelmesi, mikrobiyal proteinlerin olusumunda kullaniimak
Gzere Urenin tekrar rumene donlsine "Protein rejenerasyon déngisi®
de denir (6).

2.3. Karacigerdeki Amonyadin Kaynaklar ve Ure Sentezi

Hayvanlar, amino asit ve diger kaynaklardan gelen azotu, su U¢ son
drinden bir tanesine cevirirler; amonyak, Grik asit veya Gre. Bagka bir
degisle canlilar azot metabolizmas!i son Uurlnlerine gére UG¢ grupta
toplanmaktadiriar;

a-Amonotelik organizmalar; Kemikli baliklar nitrojeni amonyak
halinde atarlar. Baliklarin bulundugu sulu ortam nedeniyle baliklar devamii
olarak suyu disari atmaya zorlanirlar. Bu sirada oldukg¢a toksik bir bilegik
olan amonyagdin devamli olarak ekskresyonu da saglanmig olur.

b-Urikotelik organizmalar; Kuglar ve slringenler, su almalarn
gayet lelﬂl/A:UQU icin amonyagi, Ureye gére suda daha az ¢6zlinen Urik

asit halinde atarlar.



c-Ureotelik organizmalar; Kara hayatina uyum saglamis pek ¢ok
omurgali da amonyagl, suda kolay ¢éziinen ve nontoksik bir bilesik olan Ure
halinde atar (20,43,56).

Amonyak, fizyolojik pH'da hemen tamamen (%98) amonyum iyonu
(NH4*) halinde bulunur ve iyonize haldeyken mitokondria ve hlcre zarlanni
gecemez (43,56).

Karacigerdeki amonyagin kaynaklarini gésteren enzimatik
reaksiyonlar Tablo 1'de listelenmisgtir.

ilk G¢ reaksiyon deamidasyon reaksiyonu olup, amonyak; glutaminin
(No:1), asparajinin (No:2) veya bu iki amino asidin a—keto analoglarinin
(No:3) amid grubundan aynilabilir.

Piridoksal fosfat bagimli deaminasyon reaksiyonlari amonyak Ureten
reaksiyonlarin diger bir sinifini olusturur. Bdylece amonyak; serin, treonin,
sistein, sistationin ve homoserinden ayrilir (No:4-6). |

Amonyak nonoksidatif deaminasyonla histidinden salinir (No:7).

Oksidatif deaminasyon reaksiyonlarini katalize eden flavin bagimh
D-aminoasit oksidaz, glisin ve diyetsel D-aminoasitleri yikarak amonyak
olugturur (No:8).

Amin oksidazlar, epinefrin, norepinefrin, serotonini kapsayan mono ve
diaminlerin bir kismini deamine ederler (No:9).

Amonyak veren reaksiyonlarin diger kategorisi nikleik asit bazlar ve
onlarin tdrevlerinin hidrolitik deaminasyonudur (No:10-13).

Amonyak gastrointestinal kanalda uGrenin bakteriyal yikimindan da

meydana gelebilir (43,54).



Tablo 1: Karacigerde amonyak Ureten enzimatik reaksiyonlar (43,54).
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lll: II‘-JH3+ MWHz*+
! -
HgH—C-CHz—CHZ-CH-CUU'———}'UDE-CHQ—CHZ—EH-CDD + MNH4t
Glutamin Glutamat
No:2. Asparaginaz
0 NHz+ HHz*
1 i - 1 -
HoN-C~CHo-CH-CO00 ——3"00C-CH>-CH-COD + NHgt
Asparajin Aspartat
No:3. o~ Amidaz
i N "
il 1
HZN-C—CHZ—CHZ-C—CDU'+ Hzﬂ————e»“DUC—CHz-CHz—C-CDD' + MHq*
o~ Ketoglutaramat o~ Ketoglutarat
0 0 0

I 1] 1
HoN-C-CH-C-COT + Hpll——3700C-CHp-C-COT + NH4+

o~ Ketosiiksinamat Okzaloasetat

No:4. Serin, treonin dehidraziar

l';JH3+ |
- il

‘ODB-CH-CHZDH ———3 00C-C-CHz + HH4t

Serin Pirlivat

NH3+ 0

1 1l

'DUC-CH-EIIH-CHS __§DDC-C—CH2—CH3+ MH4t
OH

Treonin o-Ketobdtirat

Mo:5. Sistein desulfidraz
NH3+ 0

1
HS~CHo-CH-CO0™ + Hol) ———3CHz-C-C00™ + NHg* + HoS

Sistein Piruvat



No:6. Sistationin +y-Liyaz

rI-IH3+ HHz+ H
- 1
00C-CH-CH2-CH2-5-CH2-CH-C00™ + He0——00C-C-CHz-CHz + HS"‘CHZ‘?H-CQG-+HH4+
HH3+
Sistationin o-Ketobditirat Sistein
i 0
'DDC-CH-EHQ—CHz—DH —A'UDC—C-CHz-CH3+ NH4*
Homoserin o - Ketobitirat
No:7. Histidin amonyak-liyaz
NH3+
| _
HQ C-CHy-CH-CO0™ HC =———= C-CH=CH-C0O + NH4*
— |
N HWH N v MH
N S NS
C C
H H
Histidin Urokanat

No:8. D-Amino asit oksidaz
n

]
HZN-CH>-CO0™+ 142 02— H-C-COD™+ NH4*

Glisin Gliokzalat

No:9. Amin oksidaz
RCHMNHz* + Op+ HaD——> RCHO + NH4'+ Hy0z

No:10. AMP deaminaz
AMP + Hy0 ——31MP + NH4"



No:11. Adenozin deaminaz

NHz* 0

| Il
YV SANIEAN /5N /N
M C CH HN C CH
| i + Hpd———— | I + NHgq*
HC C / HC C /
NN NN,

\Riboz \ Riboz
Adenozin inozin

No:12. Guanin deaminaz

0 0
Il 1l

C N, C l'-.l\
NN\, SN,

HH C
|

I I + Hol ————— I ” + NHat
+HzN-C C / /C C /
NN SSNVAN
H H H

Guanin Ksantin

No:13. Sitozin deaminaz

NHz* 0
¢ ;
mﬁf \\CH HH// \\CH
| |+l —— | | et
0=C CH 0=C CH
N N
H H

Sitozin Urasil
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Hepatik amonyadin en 6nemli miktar, glutamat dehidrogenazla
katalize olan glutamatin, oksidatif deaminasyonundan olusgur.
. Transaminasyona ugrayabilen amino asitlerden gelen amino azotunun hepsi

“glutamat i¢inde toplanabilir.

0 hHg* 3" i
'UDC—C-CHE-CHz-CDEI + 00C-CH-R =OGC—CH-CH2-CH2—CUD + 00C-C-R
o.-ketoglutarat amino asit glutamat o.—keto asit

Cinkd; L-Glutamat memeli dokularinda bulunup, 6nemli bir hizda
oksidatif deaminasyona ugrayan tek amino asittir. Bu nedenle L-glutamat
dehidrogenaz azot metabolizmasinda merkezi konumda bulunur (43).

Karacigerdeki bu amonyak kaynaklarinin kisaca o6zetlenmis semast

Sekil 2'de godsterilmistir.
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Nikleik asitler

|
Aminl I
miner I Amino asitler
N A
7
N I _ N
Glutaminaz N I _~ N\
e RSN Y 7 Glutamat N\
Glut . > NH . <— _dehidrogenaz__ _
utamin
< Giutamin 3 > Glutamat
sentetaz / Oksalasetat
Transaminase
l o(-ketoglutarat
@akteriyal Karbamoil fosfat Aspartat
Ureaz
Ve
7/
7/
Ure
Ormtm Sitrilin
URE DONGUSU
Arginin
?_{fgmmosuksmat
Fumarat

Sekil 2: Karacigerdeki Amonyak Metabolizmasinin Genel Semasi (54).
(----; Amonyadin meydana geldigi kaynaklar. Amonyagin

kullanim yollart.)

Amonyaktan {re olugumu bir dizi reaksiyon sonucu olusur ki buna "Ure
Dénglisii" denir. ilk defa 1932 yihinda H.A. Krebs ve K. Henseleit tarafindan

kesfedilmis olup,Krebs-Henseleit déngiisi olarak da bilinmektedir ($ekil 3).
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2Mg-ATP | KARBAMIL FOSFAT
| SENTETAZ

M-Asetil glutamat

A Ho0
2Mg-4DP+ P {@ CH Lt 5) .
S
il':lr-l2 - C=MH
c . CHo-NH
¢ tHy EHz
o o H-C-NH CH,
Hoy N-C-0-P-0 Coo CHy
-C-0-P-0" = - v
2 I L-Ornitin H-C-MHz*
Karbamoil fosfat . . . coo-
Pi ORNITiN TRANSK ARBAMOILAZ L-Arginin *
g - HE-CO0™
@ Rt T
'l‘Hz lf.:':tl’ll TCHIC-CH
s ARGININD SIIIP:sir-mz/g',- Furnarat
CH,~ NH
| 2 /
CH HH e —
C C~NH-CH
[H2 \ . e o . . . e 1 1
H-C-NH + ARGIHING GUESINIK ASID SEMT A2 CH_-MH CHe
|3 - — [ 2
coo~ CH, coo-
L-Sitriilin '%'Hﬂ::

Mg-ATP 4. _pp:
? AMPHIPPT  combgt Argining silksinat

1 =t
coo- o0~
MITOKONDRI

|2
coo”
L-Aspartat
STOFLAZMA

. Sekil 3: Ure Déngiisi (43),
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Ure sentezine ilk giren amino grubunun kaynagi, karaciger hcrelerinin
mitokondrilerinde bulunan glutamat dehidrogenaz enziminin faaliyeti
sonucu, glutamatin oksidatif deaminasyonu ile ortaya c¢ikan serbest
amonyaktir.

Glutamat + NAD™* + H,0 -Glutamat dehidrogenaz ,, -KGA + NH,* + NADH + H+

‘Bu reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan amonyum iyonu (NH,*) ve

mitokondride solunum sonucu meydana gelen COj'den, matrikste ATP

bagimh bir enzim olan karbamoil fosfat sentetaz | enzimi aracilig ile
karbamoil fosfat meydana gelmektedir ( Sekil 3, R-1). Karbamoil fosfat
sentetaz | enzimi regulasyonu saglayan bir enzim olup N-Asetil glutamat,
enzimin pozitif modulatéradar.

Karbamoil fosfat yliksek enerjili bir bilesiktir. iki molekil .ATP'nin
son fosfat gruplari bir molekil karbamoil fosfat elde etmek igin
kullaniimaktadir. Ure déngiisinin bir sonraki basamaginda karbamoil
fosfat, karbamoil grubunu ornitine vermekte ve sitriilin meydana gelirken
fosfat grubu serbest hale gegcmektedir. Reaksiyon, Mg*+'a gereksinim duyan
mitokondrial ornitin transkarbamoilaz tarafindan kataliz edilmektedir
(Sekil 3, R-2).

Mitokondri igcinde meydana gelen sitrilin buradan stoplazmaya
gegmekte, stoplazmada aspartatin amino grubu ile sitrilinin karbonil
karbonu arasinda 1 mol ATP harcanmasi ile bir kondensasyon meydana
gelmekte ve argininosiiksinat olugsmaktadir. Bu reaksiyon stoplazmada
bulunan ve Mg**'a ihtiyag duyan argininosiiksinat sentaz enzimi
tarafindan katalizlenmektedir. L-aspartat ikinci amino grubu vericisidir
(Sekil 3, R-3). Enerji dengesi ATP'nin ve ondan olusan pirofosfatin hidrolizi
ile Orinler lehine ceuvrilir.

Bir sonraki basamakta argininosiksinat geriye donugumliu olarak
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argininosiiksinat liyaz (Arginino siiksinaz) tarafindan koparilmakta
arginin ve fumarat olugmaktadir (Sekil 3, R-4). Bu noktaya kadar olan
reaksiyonlar birgok canlilarda arginin biosentezinde kullaniimaktadir.

Buradan meydana gelen fumarat, sitrik asit déngisiine girmekte ve bu
noktada sitrik asit donglsi ile Gre donglsi birbirine baglanmaktadir.

Ure dénglsiinin son reaksiyonunda ARGINAZ, arginini hidrolize eder,
lire ve ornitin meydana gelir (Sekil 3, R-5). Meydana gelen ornitinin tekrar
mitokondriye girmesi ile Ure dénglsinlin birinci basamagi tamamlanmig

olur.

Ure déngisiinin stokiyometrik denklemi soyle 6zetlenebilir;

Uig B8

'

IATP Y+ 2NHG + HED;————H:::n + 2H,0 + HY+ 28DF %4 aMp 24 gpi72

MH5
Ure

Ure déngish ile iki artik madde olan amonyak ve bikarbonattan olugan
Gre vicut digina atiimaktadir ( 20,43,56).

Karaciger hicrelerinde meydana gelen Urenin %95'i boébreklerle, %5'i
feces ile digar atilir (43).

Bir mol drenin sentezi i¢in 3 ATP molekGlinin harcanmasi
gerekmektedir. Ure sentezi ekonomik agidan pahali bir metabolik yoldur.
Memelilerin ve diger canlilarin amonyak yerine dre atmalar, amino asit
katabolizmasi sonucu elde ettikieri enerjinin %15'ini harcamalarina neden
olmaktadir. Gevis getirenlerde bu enerji kaybinin kismen o6nlendigine
inamimaktadir. Ornegin sigirlar, sentez ettikleri Grenin %50'sini takarik ve
kan yoluyla tekrar rumene géndermekte, rumende bakterilerin ¢ikardigi
Ureaz ile Ure amonyaga doénusmekte ve amonyak rumen bakterileri
tarafindan tekrar amino asit sentezinde kullaniimaktadir. Bu amino asitler

ise bagirsaktan tekrar absorbe edilerek hayvan tarafindan yeniden

kullantimaktadir.
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Develer de ayni yola basgvururiar. Bu sistemin en biyUk avantaji, Ureyi
rumene goéndererek su israfinin onine gegmektir. Boylece drenin
bébreklerden atilimi icin daha az su gerekir (20).

2.4. Arginaz Enzimi ve Ozellikleri

Arginaz (L-arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1), dre dénglstnin son
enzimi olup, agsagidaki reaksiyon ile L-arginini Gre ve ornitine hidrolize
eder. Varligi ilk defa 1904 yihinda Kossel ve Dakin tarafindan

go6sterilmigstir  (46).

NH.,
I
C=NH
|
MH NH,
L | MH 5
CHz Arginaz CH2 I
| > | + C=0
CHs +H,0 : CHo l
| | NH,,
CH= CH2
I I
H- C-N'Hg H- C-N'H3
I |
coo- Coo=
Arginin Ormnitin Ure

Ure déngisi her hiicrede bulunmamakla beraber, arginaz genellikle
birgok hiicrede bulunmaktadir. Karaciger hem arginaz enzimini hemde Ure
dénglsinin diger enzimlerini kapsadigindan, Gre sentezinin 6nemli bir
kismi bu organda olugmaktadir (37,70). |

Ana kaynag@i ure déngisunin bulundugu karaciger olan arginaz enzimine
bébrek, bagirsak, beyin, rumen, akciger, kalp, dalak, iskelet kast, eritrosit,

fibroblast, makrofaj, tiklrik bezleri v.s. dokularda da dislik dizeylerde
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rastlanmaktadir (1,12,28,34,46,60).

Arginaz enziminin varligi bakteriden insana  kadar (Neurospora
crassa, Saccharomyces cevisiae, Bacillus anthracis, solucan, M. expansa,
salyangoz, bahk, kertenkele, fare, tavsan, koépek, at, sigir, domuz, maymun,
insan....) genis bir dagilim gdéstermektedir (7,8,50).

Ancak Krebs-Henseleit {re donglisi ile Gre sentezleyemeyen
(non-lreotelik) canlilarda ve dokularda da arginaz bulunmaktadir fakat
bunun metabolik fonksiyonu halen tam olarak anlasilamamistir. Ureotelik
hayvanlarin karacigerindeki arginazin ana fonksiyonu, amonyagin
detoksifikasyonu igin Urenin Gretimidir. Reaksiyonun diger arana ornitin;
prolin ve poliaminler igin énemli bir prekirsordiir. Bu nedenle meme bezleri
ve beyin gibi dre doéngusinin olmadigt dokularda, arginazin primer
fonksiyonunun; gerek prolin gerekse hiicre bélinmesi ve farkhilagmasi igin
gerekli olan poliaminlerin, sentezi ig¢in gerekli 6ncil molekdl ornitini
saglamak oldugu ileri sdrilmektedir (1,30,81). Yani extrahepatik dokular
arginaz) Ure dongusinden baska amaglar i¢in kullanmaktadir.

Non-ireotelik canli ve dokularda arginazin yaygin bulunusu canlilarin
evrimine baglanmaktadir. Bazi arastiricilara gére evrimin ilk dénemlerinde
tim canlilar Ure doéngusine sahip olmalarina ragmen, evrim sonucu
biyokimyasal degisimler gegirerek, arginaz hari¢ diger are ddéngusu
enzimlerinin kayboldugunu ileri stGrmuslerdir (9,55,76). Brown ve Cohen'de
(7), nitrojen dlzenlenmesinde, organizmalarin (re déngisinden bagka
metabolik yollari kullanmasi ile donginin diger enzimlerinin represe (baski
altina alindigini) oldugunu veya silindigini ileri strmusglerdir.

Gerek fare gerekse insan dokularinda yapilan c¢alismalarda arginaz
enziminin 'beg izoenzimi oldugu saptanmistir (34,64,79,82). immuno-

elektroforez, CM-(Karboksimetil-) ve DEAE-(Dietilaminoetil-) selliloz

kromatografisi, gift-immunodiffizyon testi ile saptanan A;, Ay, A3, Ay, Ag
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izoenzimleri; farklh izoelektrik nokta, immunolojik &zellik, elektroforetik

mobilite ve organlar arasinda farkli dagihhm godstermektedirler
(30,33,34,40,59, 64,82). izoenzimlerin dokulara gére dagilimi séyledir:

Karaciger (A4, Ay, Ag, Ag)

Bobrek, bagirsak, beyin (A4, Ay)

Submaxillar tdkdrak bezi (Ag)

Fibroblast (A{, As, Aj)

Eritrosit (A,, Ay)

Takarak, Parotis bezi (A;)

Meme bezi (A, Ay)

insan dokularindan izole edilen tim bu izoenzimler, 120.000 + 5.000
Da molekdl agirhgina sahip olup (40,82), molekller agirhklari 39.200 *
400 Da olan G¢ subuUnitenin bir araya gelmesiyle trimerik yapi gosterirler
(5,8,28).

Ancak farkli memelilerin karacigerlerinde yapilan c¢alismalarda,
arginazin, molekuler agirliklart 38.500 - 39.700 Da olan subunitelerin bir
araya gelmesi ile molekller agirhgr 110.000 - 150.000 Da olan tetramerik
bir molekil oldugu da tanimlanmistir (8,54,59,72).

A, ve Ag izoenzimleri farkli antijenik determinanta sahip
olduklarindan, A,-anti Ag ile, Ag-anti A, ile presipite olmaz. A, Az A,
enzimleri farkli iki antijenik determinanta sahip olup hem anti A; hemde
anti Ag ile reaksiyon verirler. Tim bu izoenzimler bazik proteinler olup
izoelektrik noktalan 7.1-9.3 (Ay=7.1, Ay,=7.7, A3=8.4, A,;=8.9, A;=9.3)

arasinda degismektedir (82).
Oysa fare karaciger arginazi Uzerinde yapilan calismalarda, 35.000 Da

ve 38.000 Da molekiler agirliga sai;ip olan bu subdunitier, izoelektrik
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noktalari 7.8-9.1 olan bazik proteinler ve izoelektrik noktalari 5.8-6.4 olan
asidik proteinlerdir (72).

Bobrekteki Ay, karacigerdeki Ag izoenzimi dayanikli olup, -20°C'de
uzun stre saklanabilirken diger formlar ¢ok daha az dayaniklidir, 6zellikie

A, izoenzimi hemen alt birimlerine ayrilir (82). Dondurulmug materyal,

-209C'de en azindan 2 ile 3 hafta, -709C'de ise birkag ay depolanabilir
(Arginaz enzimi aktivitesini koruyabilir.) (15).
Bu izoenzimlerin hicre ig¢i yerlesimlerinin de farklihk gosterdigi

saptanmigtir. Karaciger igin ana form olan A, stoplazmada vyerlegirken,
bébrek igin ana form olan ve lre sentezinden ziyade prolin biyosentezinde

gorevli oldugu ileri siralen arginazin A, formu mitokondrial yerlegim
gostermektedir. Bobrek A, arginazi ise stoplazmada sinirflanmigtir (10,64).

Taylor ve Stewart (77) ise arginazin bezelye yaprag: mitokondrionlarinda
yerlestigini bulmuslardir.

Beslenme ile arginaz arasindaki iligki incelendiginde, protein aliminin
arginaz aktivitesini artirdigt (62,63,65,66,67), bunun substrat
konsantrasyonundaki veya enzim kinetigindeki degisiklikten degilde, enzim
protein sentezinin artisindan ileri geldigi bildirilmektedir (62,65,66).
Shimbayashi ve Yonemura (63), kegileri ylksek protein ve disik protein
diyetiyle beslediklerinde; yiliksek protein diyetiyle beslenenlerde disik
protein diyetiyle beslenenlere oranla tGre doénglsu enzim aktivitelerinin ve
serum dre nitrojen dlzeylerinin daha fazla oldugunu, dugik protein
diyetiyle beslenenlerde ise aksine hepatik amonyak nitrojen seviyesinin
daha fazla oldugunu bulmuslardir ve karacigerdeki amonyak seviyesinin ure
déngus( enzimlerini hizlandirdigint (acceleratér) ileri sarmaglerdir. Yine
ayni arasgtiricilar rasyona magnezyum aspartat ilavesinin arginaz enzim

aktivitesini %46 arthirdigini bildirmiglerdir.
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Snodgrass (67), CCl, ile mikronodiler siroz olugturup, sonra ratlari

kazein diyetiyle besleyerek, Ure déngusinde gérevli 5 adet enzimin de 1.5-3
misli inddksiyonuna (protein sentezinin artmasi) sebep olmustur. Yine ayni
aragtirict, Gre donglst enzimlerinin indiksiyonundan sorumlu olan kazein
diyetindeki amino asitlerin; alanin, glisin, metionin, sistein oldugunu
belirtemigtir (66).

Dasidk protein diyetinde ve acglik (perhiz) durumlarinda farkl
dokulardaki arginazlarin aktivitelerinde genel bir azalma olmakta (57,62),
fazla karbonhidrat aliminda Gre dénglsi enzimleri azalmakta, karbonhidrat
alimi azaldiginda da Gre donglsi enzimleri artmaktadir (62).

Enzim aktivitesinin alinan proteine baglh olarak degisimi, memeli
sisteminde spesifik enzim proteininin sentez ve yilkimina sebep olan bir
adaptasyon mekanizmasi sonucu olmaktadir (62).

Bazi aragtiricilar ise farkhh protein diyetleri altinda, Gre dongisi
énzim aktivitelerinde bir degisiklik olmaksizin, karacigerde artan bazi
serbest amino asitlerin Gre sentez hizini regile ettigini ileri sirmuslerdir.
Enzim ddzeyleri ile diyetle alinan protein tari arasinda herhangi bir iligki
bulamamiglardir (25).

Foétal dénemde ve erken postnatal dénemde bagirsakta arginaz
aktivitesi dasukken, sitten kesilme ile bagirsaktaki arginaz aktivitesi
yetigkin seviyesine yukselir (34,58). Arastiricilar bunu; alinan proteinlerin
fotal ve erken postnatal yasamda, vicutta fazla nitrojen depolanmasinda
(vicut proteinlerinin yapiminda) kullaniimasina baglamaktadirlar (58).

Arginaz enzimi, hormonal etkiye bagli olarak da degdisim
gostermektedir. Snodgrass (65,68) ve Ulbright (78), gerek hicre
killtirlerinde, gerekse ratlarda yaptiklar calismalarda, glikokortikoidlerin
ve glukagonun arginaz ve diger ‘Gre doénglisi enzimlerini induklediklerini

bildirmiglerdir. Dexametazon ve glukagon, rat hepatosit klltlrlerinde
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arginaz . m-RNA'st igin transkripsiyon hizini 7 saat iginde 9 kat, m-RNA
'seviyesini 28 saat icinde 90 kat arttirmislardir. Bdylece arginaz aktivitesi
48 saat icinde 1.5 kat artmistir. Arginazin inddksiyonunda, primer olarak
m-RNA'nin stabilizasyonunun s6z konusu oldugu ileri slrilmektedir (78).

Hidrokortizon ve tiroksin (T,) verilen ratlarda; bagirsak ve bdbrek icin ana
form kabul edilen A, formunun erken sgekillendigi (34), beyin arginazinin

ise bu hormonlardan etkilenmedigi bulunmustur (32). Bu hormonlar bagirsak

vé bobrekteki arginaz A, formunun sekillenmesi igin gereklidir.

Fare peritoneal makrofaj Kkiltirlerinde; dalak hicrelerinin c¢esitli
immun reaksiyonlarini ve lenfoma hiicrelerinin (malign hcreler)
proliferasyonunu inhibe eden makromolekilliin, arginaz oldugu in vitro
deneylerle ispatlanmistir (12,16). Lenfosit proliferasyonunun inhibisyonu
Gzerine, arginazin tesirinin birincil gekli, kdltir ortamindaki argininin
taketilmesidir (12,16,27). Karaciger ekstraktlarindaki arginaz; lenfosit
kaltarlerinde timidin inkorporasyonunu, uridin kinaz ve timidin kinazi
inhibe ederek lenfositlterde DNA, RNA ve protein sentezini engelleyip,
lenfosit proliferasyonunu inhibe etmektedir (27). Yani arginaz enzimi
immunosupressif etkisini. lenfositler (Ozerinde gdstermekte, bu inhibisyon
ise doza bagiml, geriye donasUimiudir, sitotoksik degildir (27,80).

Bir metaloenzim olan arginazin, tam aktivite goOsterebilmesi ve
quaterner yapisinin sekillenmesi icin her subdnitinin bir mol Mn** igermesi
gerekir (26,45,54). Arginazin aktivitesi icin Mn** gereklidir (28,35,54,70)
ve kazanilan aktivasyonun en azindan %90-95'1 Mn**'a bagimhdir (35). Mn*++
iyoniarinin baglanmasi enzimin isiya dayanikliigini artirmakta (70) ve
inaktivasyonlara kargi daha dayanikli hale gelmesini saglamaktadir (45).

Enzimin maksimum aktivasyonu i¢in Mn** iyonlari yaninda, 55°C'de
preinkiibasyonu da gerekmektedir (15,33,62). Schimke (62), sican karaciger

arginaz aktivitesinin, 55°C'de preinkibasyonla Mn** varhginda %110



19

arttigini bulmustur, Colombo ve Konarska (15), yine Mn** iyonlan
varhginda ve 5509C'de preinkiibasyonia, eritrosit arginaz aktivitesinin 2-6,
karaciger arginaz aktivitesinin 4-5 kat arttigint bulmuslardir. Ayni
aragtiricilar, insan tdakuriginde preinkibasyon sonrasi ortalama
aktivitenin, preinkibasyon uygulanmamistan 3 kez daha yiksek oldugunu
buimusglardir (33).

Argininin hidrolizi icin optimal pH 9.4-9.8' dir (46,70). pH 7.4'te enzim
aktivitesi %10-30 arasinda disme gosterirken (70) daha dusik pH'larda
enzim aktivitesini kolaylhkla kaybeder (35,62).

Mn+*2 iyonlari yaninda, Co*2,Ni*2,Cd+2,V+2 Mg*2,Ca*2 gibi gift
degerlikli metal iyonlan daha az oranlarda arginaz akti\)itesini artirirken
(15,29,46,70), Ag*,Hg*2 gibi agir metal iyonlari aktiviteyi disdrirler (46).
Demir askorbat ve demir sistein aktiviteyi artirirken, borat ve sitrat gibi
arginaz ile kompleks yapan metal iyonlari aktiviteyi azaltir (46). .

izoldsin, lizin, valin, ornitin, sistein, lsin, prolin, hidroksiprolin gibi
L-amino asitler, homoarginin, argininosiksinik asit, kanavanin, oktopin gibi
arginin analoglart arginazin inhibitérleridir (5,10,28,29,45). Ornitin
(29,45), lizin (5,28,29,45), homoarginin (28) kompetetif, valin, 16sin,
izolosin, sistein (45,70) ve argininosiiksinik asit, kanavanin, oktopin
(28)'in nonkompetetif inhibisyon vyapti§r bazi calismalarla agiga
cikariimigtir.

Prolin pH 9.5'ta rat bdbrek arginazi A,'0 kompetetif, karaciger
arginazt A,'i nonkompetetif inhibe etmigtir. pH 7.5t inhibisyon her iki
enzim .icinde nonkompetetiftir.r Bdbrek arginazi prolinle inhibisyona
karaciger enzimine goére c¢ok daha fazla duyarlidir. Karaciger arginazi da

[6sin, isolésin ve valin gibi dallanmis zincirli amino asitlere bdbrek

arginazindan daha duyarhdir (10).

EDTA, adenozin, inozin ve protein denaturantlari olan tiyosiyanat,
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salisilat, sodyum dodesil sulfat arginaz inhibitorleri olarak bilinir
(15,28,45,46). Arginin tarevlerinin insan eritrosit arginazi Uzerine
herhangi bir inhibisyon etkisi g6zlenmemigtir (28).

EDTA muamelesi, enzimin sublnitlerine ayrilmasina sebep olur.
Sublnitler enzimatik olarak inaktiftir, fakat ortama Mn** iyonlarinin
ilavesi; subdnitlerin ana formu olusturmak UGzere tekrar biraraya 'gelerek,
enzimin eski aktivitesini kazanmasini saglar. Yani Mn** iyonlari, enzimi
subinitierine ayrllmaktan korur (45).

Ber ve Muszynka birlikte yaptiklari bir arastirmada (4), sican
karaciger arginazinin metilen mavisi varliginda, 150 watt'hk 181k kaynag
ile fotooksidasyonu sonucu, enzimdeki 32 histidil artigindan 21'inin tahrip
oldugunu ve bdylece enzimin katalitik aktivitesinin 6énemli kisminin
kayboldugunu agiklamiglardir. Yine ayni arastiricilar, her bir subunitdeki
1-2 triptofanil artiginin direkt katalitik reaksiyonda gerekli oldugunu ve
bu amino asitin, daha fazla enzim substrat komplexinin §ekillenmesinde
dzel apolar (hidrofobik) gevrenin olugsmasi igin gerekli oldugunu bildirirken,
tirozil ve lizil artiklarinin arginazin katalitik fonksiyonunda gdrevili
olmadigini bildirmektedirler. Ozan ve ark. (49), insan tuokirik arginazinin
histidil artiklarinin imidazol grublarina Mn**+ katyonlarinin baglanmasiyla
enzimin tetramerik forma gegtigini belirtmekte, metilen mavisi ve
150watt'lik 1g1k varliginda enzimin histidil artiginin imidazol gruplarinin
pargalanmasi nedeni ile Mn*+ katyonlarinin tetramerik yapiyi
olusturamadigini ve fotoinaktivasyonun meydana geldigini bildirmektedir.

Enzimdeki -SH gruplarinin varligint géstermek amaciyla yapilan bir
calismada, saflagtiriimis sigan karaciger arginaz enzimi Gzerine p-kloro
merkiri benzoik asit (p-CMBA) ve N-etil ma{leimid (NEM)'in etkisi
incelenmistir. p-CMBA ile NEM'in, sigan karaciger arginazi Uzerinde

herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi belirtiimig ve sigan karaciger
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‘arginaz enziminin fonksiyonel -SH gruplan igcermedigi ag¢iklanmigtir (3).
‘Bagka bir calismada ise p-CMBA ve NEM'in aci bakla arginazi ve tavuk
"karaciger arginazi (zerine inhibisyon etkisi gosterdidi tespit edilmistir
(44). insan tiroid dokusunda bu iki kimyasal madde, arginaz enzimini
nonkompetetif inhibe ederken (29), insan karaciger, eritrosit ve uterus
doku arginazi uzerine p-CMBA'in herhangi bir inhibisyon etkisi
thlunamamlgtur (22).

Son vyillarda yapilan c¢alismalarda kanser vakalarinda (meme
karsinomu, safra kanallarinin malign tamérd, kolorektal karsinom, malign
hepatik hastaliklar) serum arginaz dizeyi ve doku arginaz dizeyinin arttig
bildiriimekte (38,74,80) ve arginazin kanser olaylan ig¢in  Dbelirleyici
(marker) enzim olabilecegi (zerinde durulmaktadir (38,74). Meme
karsinomlu hastalarda serum arginaz aktivitesi, sagdlikh kadinlarinkinden 4
kat yuksek iken, benign gégls hastaliklarinda arginaz aktivitesi normal
sinirlar  icerisinde bulunmustur (74). Kolorektal adenokarsinomlu
" hastalarin  dokularindaki arginaz aktivitesi, normal dokuda bulunan
seviyeden 2 kez daha blyidktir. Kanserli hicrelerin stoplazmasinda normal
hiicrelerden ¢ok daha fazla arginaz bulunur. Kanserli hastalarda, hlcresel
immunitenin zayiflamasini, kismi olarak, artan arginazin immunosupressif
etkisine baglarlar (38). Mide kanserli hastalarda, mide mukozasinda artan
—glikokortikoid reseptdér ve arginaz dizeylerinin, kanser etiyolojisinde rol
| oynadigi ileri sdrdimektedir (80).

Saghkh kigilerin serum arginaz dazeyleri oldukca duastktir (2,46).
Serum arginaz aktivitesi akut hepatitis, safra kanallarinin malign timéra,
karaciger metastazlar, siroz gibi hicre harabiyetine sebep olan malign ve
benign karaciger hastaliklarinda artar (74).

Eritrositler Gre dénglsi ile Gre sentez edememelerine ragmen insan,

si1gir, koyun eritrositlerinde aktif bir arginazin varhd: tespit edilmistir
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(2,28,48,569), fakat tavuk ve kecgi eritrositlerinde bu ‘enzime
rastlanilamamigtir (2,48). Eritrositlerde, arginin ve arginazin bulunusu
acisindan ters oranti vardir. Kegi ve tavuk eritrositleri arginin igerip,
arginaz icermezken, sigir, insan, koyun eritrositleri arginin igcermeyip
arginaz igermektedir (2,48).

Orak hicre hastaliginda eritrosit arginaz aktivitesi incelenmis ve bu
hastalia bagli olarak e'ritrosit arginazinda artig oldugu ve bu artigin
heterozigot gruba goére homozigot grubda daha fazla oldugu saptanmistir.
Yine ayni c¢alismada bir Ure analogu olan tiyolrenin, eritrosit arginazini
nonkompetetif inhibe ettigi bulunmustur (69). '

Yine yapilan bir arastirmada (73), diabetik farelerin karacigerinde
arginaz aktivitesinin arttigini tespit etmisierdir. Artan aktivitenin
molekiler temelini arastirmak igin kontrol ve diabetik farelerin, hepatik
arginazlarinin fizikokimyasal ve kinetik o6zelliklerini arastirmig, sonugta
diabetlilerde, arginazin fizikokimyasal karakterlerinde belirgin bir
degisiklik bulamazken, arginazin kofaktori Mn** igin Km degerinin
arthigint  bulmusglardir.

Arginaz enzim eksikligi sonucu olugsan argininemi, (re dénglislnin
kahitsal bir bozukiugudur ve nadiren otozomal resesiftir (23)‘. Klinik
bulgular arasinda ilerleyen zeka geriligi, gelisme bozuklugu, ilerleyen
spazmlar, elektroensefalogramda (EEG) anormal pik sayilabilir (11,23).
Argininemili hastalarda; plazma ve serebrospinal sividaki arginin,
plazmadaki homoarginin, o-keto-8—guanidino valerik asit, argininik asit,
N-o-asetil arginin seviyeleriyle idrar orotik asit, uridin, urasil, dibazik
amino asit seviyeleri normalin Gzerindedir. Bltin bunlara ragmen plazma
amonyak konsantrasyonu normaldir (11,41).

insanda arginazi sifreleyen iki farkli yapisal gen lokusu vardir

(70,71). 1. lokus, eritrosit ve karacigérdeki enzim aktivitesinin %90'indan
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fazlasi igin, bobrek, gastrointestinal sistem ve beyindeki aktivitenin
yaklasik %50'si igin sorumludur. 2. lokus ise karaciger ve eritrositlerdeki
aktivitenin %5'inden daha azi, bébrek, gastrointestinal sistem, beyindeki
aktivitenin ise yaklasik %50'inden sorumludur. Hiperargininemik hastalarda
1.lokus tarafindan tanimlanan enzim aktivitesi yoktur.

Hiperargininemik bireylerin bdbrek biopsilerinde enzim aktivitesinin

normal bireylerden 4-5 kat daha fazla oldugu bulunmusgtur (71).
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3.MATERYAL, METOT ve BULGULAR

3.1. MATERYAL

3.1.1. Doku Orneklerinin Alinmasi

Arastirma materyalleri, Elazig Elet Tesisleri'ne kesim i¢in gelen
sigirlardan temin edildi.

Kesimden hemen sonra alinan rumen pargalari, musluk suyu ile iyice
yikanarak rumen muhteviyati uzaklastinldi ve doku en kisa zamanda,
kinlmig buz igerisinde laboratuvara getirilip, tekrar %0.9'luk NaCl (Serum
fizyolojik) ile dokunun temizlenmesi saglandi. Numuneler ya hemen
kullanildi ya da daha sonra kullanilmak (zere -20°C 'de derin dondurucuda
saklandi.

3.1.2. Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Rumen doku ornekleri derin dondurucudan alinip, buzdolabinda
bekletilerek céziinmeleri saglandi. iki slizge¢ kagidi arasinda, suyu alinan
rumen dokusu, tam 1 g olarak tartilip bir makas yardimiyla kuguk parcalara
ayrildi ve pH'si 7.4 olan 0.01M Tris-HCI tamponu iginde 1/10 oraninda
(w/v) sulandiriidi.

Daha sonra 1/10 oraninda sulandinimig materyal, kiriimigs buz
icerisinde Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatérle homojenize  edildi
(15,70). Elde edilen homojenatlar 50ml'lik polipropilen tiplerde, sogutmali
santrifijde (Sorvall RC-5B) 15 000 rpm' de (20 000 g) +4°C'de 15 dakika
santrifij edildikten sonra‘sﬁpernatantlar alinarak, enzim kaynag olarak
kullanilmak Gzere, -20°C'de derin dondurucuda analiz yapilana kadar
bekletildi.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Arastirmamizda kullanilan bitin kimyasal maddeler analitik saflikta

olup Merck (Almanya) ve Sigma (A.B.D) 'ﬁrmalarmdan temin edildi.
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3.2. METOT 1

3.2.1.1. Arginaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Enzim aktivite tayinlerinde ya kaybolan substrat miktari ya da
meydana gelen Griun miktari d6lgulerek, enzimlerin aktiviteleri
saptanmaktadir. Arginaz enzim aktivitesini 6lgmek igin de birgok metot
geligtirilmistir. Bu metodlar, arginin-arginaz reaksiyonu sonucu; ya azalan
arginin konsantrasyonunun (1) ya da artan ornitin (13), veya dre
konsantrasyonlarinin (18,61) o6lgimine dayanmaktadir.

Rumen doku arginaz aktivitesi ©6lgima igin Tiyosemikarbazid-
Diasetilmonoksim-Ure (TDMU) metodu kullanildi (18). TDMU  metodu;
arginin-arginaz reaksiyonu sonucu olusan drenin, kolorimetrik olarak
6lcumina saglayan bir metot olup, Schimke metodundan (61) daha basit ve
daha hassastir. Bu metodun tek dezavantaji, lre miktari 0.3 pmol / ml 'yi

astigt zaman Beer-Lambert kanununa uymamasidir (Sekil 4) (51).

Absorbans (520 nm)

0.0 ad T T T v T v 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
mM Ure

Sekil 4: Ure Kalibrasyon Egrisi.
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3.2.1.2. TDMU Metodunun Prensibi

0 MNaH 00
imon HZEI T
CHS—C—C—CHS = S DH3~D-C-CH3+ MH-0H
Diasetil monoksim Diasetil Hidroksilamin
0 99 H*
MNH 2~l:—NH2 + CH 3—C—C-I:H z S DHS—ﬁ-——ﬁ-CH3+ ?.HZD
Ure Diasetil N\ /f;l
C
1l
D

Diazin (Sar)

Diasetilmonoksim, tre ile direkt olarak reaksiyona girmez. ilk énce
asit ortamda i1sinin etkisi ile diasetil ve hidroksilamine hidrolize olur.
Diasetil, asit solusyonda ure ile kondanse olarak sari renkli bilesik olan
diazini meydana getirir. Olusan sari rengi stabilize etmek igin
thiosemikarbazid ve Fe iyonlan kullanihir (31).

3.2.1.3. Metodun Ayiracglari

a-Renk ayiracit (DAM-TSC): Bu karigim 0.0036 M Tiyosemikarbazid
ve 0.0617 M Diasetilmonoksim icermektedir. 6.23 g Diasetilmonoksim
(DAM.) ve 0.328 g Tiyosemikarbazid (TSC) bir miktar distile suda
¢6zuldikten sonra distile su ile litreye tamamlanir. Renk ayiraci, koyu
renkli reaktif siselerinde ve oda isisinda uzun sire dayaniklidir.

b-Asit karisimi:

1-0.12 M FeCly/ %56.7 HyPO,

3.24 g FeClg bir miktar distile suda ¢oézlldikten sonra Uzerine 66.7 ml
%'8;5' lik Hz3P O, ilave edildi ve daha sonra distile su ile 100 ml'ye

tamamlandi. Bu ayirag oda isisinda saklandi.
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2-Yukaridaki ¢ézeltiden 1.0 ml alindi ve 999 ml %20 (v/v) 'lik HySOy4
ilave edildi. Deney asamasinda asit karigimi olarak bu ¢odzelti kullanildl.
-Oda isi1sinda saklandi.

c-10 mM MnCl, ¢dzeltisi: 0.99 g MnCl,.4H,0 bir miktar distile
éuda ¢cozlldlkten sonra distile su ile 500 ml'ye tamamlandi ve buzdolabinda
+40C' de saklandi. Rumen doku arginaz aktivitesi c¢aligsmalarinda, bu
. ¢b6zeltiden sulandirma yoluyla gereken konsantrasyonlarda MnCl,
cbzeltileri hazirlandi.

d-Substrat ¢ozeltisi (70 mM L-arginin): 1.47 g L-arginin
monohidroklorit 80-90 ml distile suda ¢ézlldi ve pH'st 9.7'ye ayarlandiktan
sonra distile su ile 100ml'e tamamlandi. Buzdolabinda +4°C'de saklandi.

e-Tampon c¢oézelti (125 mM NaHCO,;/Na,CO,):

1-1.32g Na,CO 3 bir miktar distile suda ¢6z0ldd ve 100ml'ye

tamamiandi.

2-1.05g NaHCOg4 bir miktar distile suda ¢6zildd 100 ml'ye tamamlandi.

Tampon c¢ozeltisi: 125 mM NaHCOgj ¢ozeltisi bir behere kondu ve 125
mM Na,COg4 ¢dzeltisi ilave edilerek, pH 9.7'ye getirildi. Bu tampon +4°C' de
saklandu.

f-Ure standarti (0.1 pmol iire / ml): 3 mg dre, 100 ml 0.016 M
benzoik asit iginde ¢o6zildi. Stok olarak kullanilan bu ¢bzelti, deney
sirasinda 1/5 oraninda sulandirilarak 0.1 umol Gre/ml (0.6 mg/dl) ‘lik dre
standart! elde edildi. Ure stok standart ¢ézeltisi +4°C' de buzdolabinda
saklandi.

3.2.1.4.0islem

a-Enzim aktivitesi tayininde agzi vida kapakli tapler kullanildi. Bu

amagcla iki deney seti olusturuldu. Birinci sete numaralanmig deney tipleri,
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~ ikinci sete ise kor (blank), standart ve sifir zaman tdpleri (zero time
blank) konuldu. Birinci duzenekteki tupler Ggll, ikinci duzenekteki tlapler
gift olarak kullanildi. " |

b-Deney ve sifir zaman tiplerine oda isisina gelmis 70 mM L-arginin
monohidrokloritden 0.3 ml ve 125 mM karbonat tamponundan 0.4 ml konuldu.
Standart tipine, Ure stok standart ¢ozeltisi 1/5 oraninda (0.2 m! dre stok
standarti + 0.8 ml distile su) sulandirilarak 1.0 ml (0.1 pmol dre/ml), kér
tiptne ise 1.0 ml distile su konuldu.

c-Homojenizasyon ile elde edilen rumen doku homojenati, deney

agsamasinda MnCl, ile 1/20 oraninda sulandirildi (20 ml igindeki MnCl,

konsantrasyonu 1mM'a ayarlandi.) ve enzim kaynagi olarak kullanildi.

d-Enzim kaynagi, 60°C'deki sicak su banyosunda 9 dakika
preinkibasyona birakildl.

e-Bu slre sonunda preinkiibasyondan alinan enzim kaynagt ve daha
onceden hazirlanmis deney dlzenegini olusturan tlpler, 37°C'deki sallayici
metabolik su banyosunda (metabolik c¢alkalayici) 3 dakika bekletilip, ayni
istya gelmeleri saglandi.

f- 370C' ye getirilen vida kapakli thpler Gzerine, enzim kaynagindan
0.3' er ml ilave edilerek hemen tlpler inkiibasyon icin 37°C'deki sallayict
.metabolik su banyosunda 13 dakika inklbasyona birakildi.

g-Oda isisinda bekleyen sifir zaman tiplerine 0.3 ml enzim kaynagi
ilave edildikten sonra, tiplere reaksiyonu durdurmak icin hemen 3 ml asit
karigimi ilave edildi. Ayrica standart ve kér tlaplerine de 3 ml asit karigimi
ilave edildi.

h-13 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda, metabolik su banyosundan
alinan deney setindeki vida kapakli tlipler (enzimatik reaksiyonun gelisti§i)
Uzerine de reaksiyonu durdurmak amact ile hemen 3 ml asit karigimi

koruldu.
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I-Her iki deney setindeki taplere, 2 ml renk ayiraci ilave edilip,
tuplerin kapaklart kapatilarak vorteks mikserde iyice karigtiriidi.

i-Ornek, sifir zaman, standart ve kér tlplerinin hepsi kaynar su
banyosunda 10 dakika tutularak reaksiyonun tamamlanmast saglandi.

j-10 dakika sonunda kaynar su banyosundan alinan tlpler buzlu su
banyosunda 3 dakika kadar bekletilerek sogutuldu.

k-Bu sidre sonunda standart, o6rnek ve sifir zaman tiplerinin
absorbanslarn 520 nm'de Shimadzu UV. Vis. spektrofotometrede kére karsi
okundu.

3.2.1.5. Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

1-Her o6rnek deney taplinin absorbansindan, kendisine ait sifir zaman
tipiinin absorbansinin farki alinarak net absorbans elde edildi.

2-Ornede ait protein degerleri, Lowry ydntemi ile élclldi, mg / ml
olarak hesaplandi.

3-Enzim kaynaginin preinkiibasyon ve inkidbasyon asamasinda
sulandirilma oranlari, standart absorbansi ve standart konsantrasyon
degerlerinden faydalanilarak bir faktér bulundu.

Faktér hesaplanmasi su sekilde yapildi;

Faktor={0.1_umol ) x (2 3 x 4.61) —76.75

0.4

20: Homojenatin preinkibasyon ortaminda MnCl, ile sulandiriima
oranidir.

3.33: inkibasyon ortaminda enzim kaynadinin sulandiriima oranidir.

4.61: inkibasyon ortaminda reaksiyon 13 dakika devam ettirildiginden,
bulunan dederin saatteki miktarini ifade etmek ig¢in sonuc 4.61
(60/13=4.61) ile carpildi.

0.1 umol Ure / ml igeren, standart tiplniin absorbansi ise 0.4' ddr.

4-Ornege ait net absorbans dederi, faktér (76.75) ile carpilarak, pmol
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tdre / ml homojenat / saat cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

5-Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak igin; enzim
aktivitesi, homojenatin protein (mg/ml) degerine bdlindu.

Bu calismada bir Gnite enzim aktivitesi su sekilde tarif edildi.

1 saatte, 379C' de, L-argininden 1 pmol {re olusturan enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir.

Unite: umol dre / mg protein / saat

3.2.1.6. Biyolojik Sivilarda Protein Saptanmasi

Calismamizda kullanilan homojenatlardaki protein miktarlaru' Lowry
(39) yontemine goére oOlglldi. Alkali bakir tartarat ayiraci peptid baglarn ile
kompleks yapar. Prensib olarak, Bakir + protein &———— Bakir-protein
basit iligkisini igerir. Her 7 veya 8 amino asit artigt 1 atom bakir baglar.
Fenol ayiraci, bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde
mor-mavi renk sgekillenir. Bu renk 650 nm'de okunur.

Bu metot, 280 nm'de absorbsiyon 6lgimiinden 10-20 kez daha hassas,
¢ok daha spesifiktir ve bulaniklik daha az sorun vyaratir. Bilret
reaksiyonundan ise 100 kez daha hassastir.

Protein konsantrasyonu ile olugsan renk arasinda .yilksek
konsantrasyonlar igin lineer bir iligki olmadigindan o6rnekler sulandirnlarak
Olgumler yapildi.

Ayiraclar

1-Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na,COg5 , 0.1 g Potasyum tartarat ve
0.05 g Bakir sdlfat, 0.5 N NaOH iginde ¢6zildii ve 100 ml'ye tamamlandi. Bu
¢Ozelti oda i1sisinda 30 gin dayanikhdir.

2-Fenol Ayiraci: 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3.75 ml
alindi distile su ile 67.5 ml'ye tamamlandi. Bu ¢6zelti érnek sayisina gore

caligma aninda gunlik olarak hazirlanir.
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3-Protein Standarti: 50 pyg BSA (Sigir serum albumin) / ml

4-Okuma sinirlarina getirilmis (sulandinimig) ornek

islem

KOR STANDART  ORNEK

Alkali Bakir Ayiracit (ml) 1.0 1.0 1.0

Protein Standart (ml) - 1.0 -

Ornek (ml) - - 1.0

Distile su (ml) 1.0 - -
Tapler iyice karlstlrlldl ve 10 dakika oda isisinda bekietildi.

Fenol Ayiraci (ml) 4.0 4.0 4.0

Tupler hemen vorteks mikserde iyice kanstirildi ve 5 dakika 550C'de
bekletildi. inkiibasyon sonrasi musluk suyu altinda hemen sogutuldu. Daha
sonra 650nm'de standart ve Ornek tuplerinin absorbans) kor tupune karsi
okundu.

Hesaplama

png protein / mi= (Ornek Abs. / Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu
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3.3. BULGULAR 1

3.3.1.1. inkiibasyon Zamaninin Tespiti

Rumen arginazi i¢in en uygun inkilbasyon siresini saptamak amaci ile
MnCl, varliginda, inkibasyon sliresi degistirilerek arginin-arginaz
reaksiyonunun olugsmasi saglanmistir. Rumen arginaz aktivitesi 15.
dakikaya kadar lineer bir artis gosterip 15. dakikadan sonra Sekil 5'de
goraldagi gibi bu lineer artis yerini hiperbolik bir gérinime birakmigtir. Bu
nedenle rumen doku arginazi igin optimal inkibasyon zamani 13 dakika

olarak belirlenmisgtir. p

40 1 7/

UNITE

0 v T T T T L v T
0 5 10 15 20 25
INKUBASYON ZAMANI ( Dk )

v I

Sekil 5: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin inkiibasyon Zamanina

Bagh Olarak Degigimi.
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3.3.1.2. Preinkiibasyon Isisinin Belirlenmesi

Preinkiibasyon Isisinin tespiti ve preinkiibasyon etkisinin Mnt+
katyonlarinin varhgina bagh olup olmadigini, saptamak igin Mn iyonlarinin
varliginda ve yoklugunda, preinkiibasyon 1silart degistirilerek enzim

preinkiibe edilmigtir. Sonugta; MnCl, varlijinda preinkiibasyon uygulanma-
sinin  enzim aktivitesini, MnCl,'stz preinkiibasyona oranla 10 misli

arturdi§r saptanmigtir. 40 ile 650C'ler arasindaki preinkiibasyon isilarinda

ve MnCl, varliinda enzim aktivasyonu gé6zlendiginde; 60°C'ye kadar
akfivitenin arttigi, 60°C'de maksimuma ulagti§i, 60°C'den sonra ise
dastugu saptanmigtir (Sekil 6). Bu nedenle rumen doku arginazi icin en
uygun preinkiibasyon isisi 60°C olarak kabul edilmistir.

307 + MnCl,

w—h

N @
a1
&
=
o
n

(=]
Ay

40 45 50 55 60 65
PREINKUBASYON Isisi ( °c)

Sekil 6: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Isisina

Bagli Olarak Degigimi.
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3.3.1.3. Preinkiibasyon Zamaninin Tespiti
Rumen doku arginazi igin optimal preinkiibasyon zamanint tespit

etmek amaci ile enzim MnCl, varliginda ve 50, 60, 65 ©C'lik preinkibasyon

istlarinda degisik sdrelerde bekletilmistir. Enzim aktivitesi, 50°C'de 15.
dakikaya kadar de@ismeyip, 15. dakikadan sonra dagls gdéstermektedir.
659C'de 5. dakikaya kadar aktivite artip 5. dakikadan sonra dismektedir.
600C'de 10. dakikaya kadar aktivite artmakta 10. dakikadan sonra aktivite
diismektedir. Rumen doku arginazi en yiiksek aktiviteye 60°C'de ve 10
dakikada ulagmaktadir. 60°C'de 10 dakikalik bir preinkibasyon uygulamasi,
enzim aktivitesini, preinkibasyon uygulanmamigsa oranla %30
arttirmaktadir. Optimal preinkibasyon siresi 9 dakika olarak kabul
edilmisgtir (Sekil 7).

30

11

=

=

L |
60 °C
65 °C
50 °C

b\
W

I v L] ’ ¥ v 1

0 5 10 15 20
PREINKUBASYON ZAMANI ( Dk )

Sekil 7: Farkll Isilarda Preinkibasyon Zamanina Bagh Olarak Rumen

Doku Arginaz Aktivitesindeki Degigimler.
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3.3.1.4. pH'nin Etkisi
. Rumen doku arginazinin optimal pH'sini saptamak amaciyla pH'lari 7.0
ile 10.5 arasinda degisen c¢esitli tampon sistemleri kullaniimistir. Bu
tampon sistemleri pH 7.1-8.9 Tris-HCI, pH 8.6-10.6 Glisin-NaOH, pH
9.2-10.2 Sodyum bikarbonat-Sodyum karbonat tamponlandir. Sekil 8'de
goraldigd gibi rumen doku arginaz aktivitesinin 6lgimi igin en uygun

tampon, Sodyum bikarbonat-Sodyum karbonat tampon sistemi olup, uygun

pH ise 9.7'dir.
35
30 4
w251
'z ® Tris-HCI tamponu
D 207 ¢ Glisin-NaOH tamponu
] NaHCO‘s-Na 2CO:3 tamponu
15 4
i
10 A
5 -
o f{l L v ] ¢ | x ] v 1 v 1 d I ¢ | h 1
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0

pH

Sekil 8: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli Tampon

Sistemlerine ve pH'ya gore Gosterdigi Degisiklikler.

3.3.1.5. Metal iyonlarinin Etkisi

Rumen doku arginazi Uzerine, metal iyonlarinin etkilerini arastirmak
amaplyla Tablo 2'de belirtilen metal iyonlari, preinkiibasyon ortamina
ilave. edilerek (preinkilbasyon ortamindaki konsantrasyonlart 1mM), enzim

aktivitesi Uzerine etkileri incelenmigtir. Mn*+ katyonlari preinkiibasyon
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basamaginda ortama ilave edildiginde, enzim aktivitesini 10.6 misli,
inkiibasyon basamaginda ortama ilave edildijinde enzim aktivitesini 4.5
misli artirmaktadir. Preinkiibasyon ortamina ilave edilen diger metal
_iyonlarindan Ni** 5.7 misli, Co** 2 misli, Cd** ise 4 misli enzim
aktivitesini  artirmaktadir. Bunlarin disindaki metal iyonlar ise enzim
aktivitesini belirli oranlarda inhibe etmektedir. Cinko, Civa, Kursun,
Gumag, Bakir, Kalay, Demir'in enzim aktivitesi Uzerine inhibisyon etkileri
Magnezyum, Baryum, Potasyum, Aluminyum‘unkinden daha fazladir.

Tablo 2: Metal iyonlarinin Rumen Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

METAL IYONLAR!. % AKTIVITE
Kontrol* 100
MnCl;* 451
MnCl, 1063
NiSO, S06
CdcCl, 370
CoS0, 199
LiOH 109
AT(OH) 3 7
MgCl, 71
BaCl, 51
KC1 49
Vo0c 46
Cros 37
CaCig 30
ZHSD4 10
Pb{NO,), 8
FEC]S 3
CusDy 2
5nCl, i
HgO -
AgNDz -

* Kontrol grubunda preinkiibasyon ortamina higbir metal iyonu ilave edilmemigtir.
** Enzim kaynagi metal iyonu igermeksizin preinkiibe edildikten sonra ayni molariteyi

saglayacak MnCl, inkiibasyon ortamina ilave edilmigtir.
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3.3.1.6. MnCl,'iin Etkisi
Arginaz aktivitesinin MnCl, konsantrasyonuna bagl olarak degigimini

arastirmak amaci ile preinkibasyon ortamina 0-5 mM arasinda degigen
konsantrasyonlarda, Mn*7 iyonlan ilave edilmistir. Sekil 9'da goéraldiagi
gibi preinkiibasyon ortaminin Mn** icermedigi durumlarda enzim aktivitesi
digtktir. Ortama Mn** iyonlarinin ilavesiyle enzim aktivitesi belirgin

olarak artmaktadir. En ydksek aktivitenin elde edildigi MnCl,

konsantrasyonu 1 mM civarinda olup, 1 mM' dan itibaren enzim aktivitesi
dismektedir. Rumen doku arginazi i¢in optimal Mn** konsantrasyonu 1mM

olarak saptanmig ve kabul edilmistir.

30

UNITE

20 A

10

0 v T T 7 T T v T T 1
0 1 2 3 4 5

mM MnCl2

Sekil 9: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin MnCl, Konsantrasyonuna

Bagh Olarak Degisimi.
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3.3.1.7. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Rumen doku arginazi igin optimal kosullar belirlendikten sonra
érginazm substrati L-arginine kargi olan Km'i Michaelis-Menten kinetigi ile
incelenmistir (Sekil 10). Bu amagla enzim miktari sabit tutulup, L-arginin
konsantrasyonu degistirilerek arginaz aktivitesine bakilmigtir. Reaksiyon
hiztinin  artisi, L-arginin konsantrasyonunun artisina paralellik
gostermektedir. Baglangigta, reaksiyon hizinda gérilen lineer artig daha
sonra yerini hiperbolik bir goériiniime birakmakta ve en sonunda reaksiyon
substrat konsantrasyonunun fonksiyonu olmaktan c¢ikarak, enzim substrat
ile doygun hale gelmektedir.

35 -
30 4

25 4

UNITE

20
15

10 A

0 T T v T ¥ T 4 T ' ! ; 1
0 5 10 156 20 25 30
mM L-arginin

Sekil 10: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin L-arginin Derigimine

Bagli Olarak Degisimi.

Sekil 10' da goéraldigd Gzere, 2.5 mM' a kadar olan L-arginin konsant-
rasyonundaki artis, enzim aktivitesinde lineer bir artisa (birinci mertebe

kinetigi) neden olmus, bu noktadan itibaren dogrusallik yavas yavas
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kaybolarak, yerini hiperbolik bir gérinime (karnisik mertebe kinetigi)
birakmigtir. 20 mM'lik  L-arginin konsantrasyonundan itibaren, arginaz
L-arginin ile doygunluga ulasarak (sifir mertebe kinetigi) reaksiyon sabit
hizla devam etmektedir.

Enzim aktivitesinin L-arginin konsantrasyonuna bagdlh olarak degigimi
Michaelis-Menten esitligi yaninda, Lineweaver-Burk (Sekil 11) ve Eadie
Hofstee (Sekil 12) egrileriyle de incelenmigs ve rumen doku arginazinin,

~ L-arginine kargl olan Km'inin 4 mM civannda oldugu bulunmustur.

0.125 1
> 0.100 -
= .
T 0.075 -
0.050 -
¢
-1 /7 Km
Km=1/ 0.25 =4
1 ﬁ. J LA | " 1 v 1 v T ¥ ) * L
0.25 0.6 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
1/ [8]

$ekil 11: Rumen Doku Arginazinin L-arginine Kargi Olan Km' inin

Lineweaver-Burk Egrisi ile Saptanmasi.
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30 -

25 -

20

V (UNITE)

15

10 A Vmax 290.8
+ Km: = = 4
V/S 7.45

vV 1/ [S]

Sekil 12: Rumen Doku Arginazinin L-arginine Kargi Olan Km' inin

Eadie-Hofstee Egrisi ile Saptanmast.

3.3.1.8. Bazi Guanidino Bilegiklerinin Rumen Doku
Arginazi Uzerine Etkisi

Calismanin bu béliminde arginin analogu olan guanidin, agmatin,
kanavaninin arginaz aktivitesi (zerine inhibitér etkisi olup olmadig:
arastiriidi.

inkilbasyon ortamindaki L-arginin konsantrasyonu sabit tutulup,
preinkiibasyon ortamina guanidin, agmatin ve kanavanin farkh
konsantrasyonlarda ilave edilerek rumen doku arginaz enzimi {zerine
etkileri arastirildi.

Bu amacgla; 0.5 mM'a kadar degisen konsantrasyonlarda kanavanin
(Sekil 13), 35 mM'a kadar dedisen konsantrasyonlarda agmatin (Sekil 14),
13 mM'a kadar degisen konsantrasyonlarda guanidin (Sekil 15) kullanildl.
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Tablo 3: Arginin ve Yapisal Benzerlik Gésteren Guanidino Bilegikleri.

0
HN~-C=NH~(CH )5 -CH-C-0H
fH NH

L-arginin (2-Amino-5-guanidino-pentanoik asit}

0
HaN-C-NH-0-(CHy )5 -CH- C-0H
NH NHp

Kanavanin {2-Amino-4- guanidino-oxy -bitirik asit)

HaM-C=HH-(CHy )4 ~NH
NH
Agmatin (1;Aminn—d-guanidinubﬂtan)
HaM \_C ”
Ho 7

Guanidin

0.15mM kanavanin varliji %25, 0.2mM kanavanin varligi rumen arginaz
aktivitesini %47 oraninda dastrirken, 0.35 mM ve daha yiliksek kanavanin
konsantrasyonlari arginaz aktivitesini %100 inhibe etmektedir (Sekil 13).

5 mM agmatinin %45, 10 mM agmatinin %61, 30 mM agmatinin ise

aktiviteyi %79 oraninda dasirddga bulunmustur (Sekil 14).
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0 i T T T ' T v T ?
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

mM Kanavanin

Sekil 13: Kanavaninin Rumen Doku Arginaz Aktivitesine Etkisi.

UNITE

0 Y T T  — g |

0 5 10 15 20 25 30 35
mM Agmatin

Sekil 14: Agmatinin Rumen Doku Arginaz Aktivitesine EtKkisi.
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4mM guanidin enzim aktivitesini %42, 6mM guanidin aktiviteyi %62
oraninda inhibe ederken, 12mM guanidin konsantrasyonundan itibaren

aktivite %100 oraninda kaybolmaktadir (Sekil 15).

20 4

() g =S

0 2 4 6 8 10 12 14
mM Guanidin

Sekil 15: Guanidinin Rumen Doku Arginaz Aktivitesine Etkisi.

Agmatin, kanavanin ve guanidinin neden oldugu arginaz inhibisyonunun
cesidini belilemek amaci ile 0.2 mM kanavanin (Sekil 16), 10 mM agmatin
(Sekil 17), 4 mM guanidin (Sekil 18) varliginda Michaelis-Menten kinetigi
incelenmigtir. Sekil 16,17,18'de gdéraldiga gibi agmatin, kanavanin ve
guanidinin varligt, rumen doku arginazinin Km'ini degistirmezken Vmax'in
azalmasina neden olmaktadir. Yani guanidin, agmatin ve kanavanin rumen

doku arginazini nonkompetetif tipte inhibe etmektedir.
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30

0.2 mM KANAVANIN

0 5 10 15 20 25 30
mM L-arginin

Sekil 16: Kanavaninin Sebep Oldugu inhibisyon Tipinin Michaelis-

Menten Esitligi ile Saptanmasi.

35 1
30
25 1
20 1

15 1

10 mM AGMATIN

10 4

o 5 10 15 20 25 30
mM L-arginin
Sekil 17: Agmatinin Sebe Oldugu inhibisyon Tipinin Michaelis-
p

Menten Esitligi ile Saptanmasi.
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——r -
KONTROL

L
=
Z

) ——i— Y

4 mM GUANIDIN
¥ ¥ T T ¥ T T T T —1
0 5 10 15 20 25 30

mM L-arginin

Sekil 18: Guanidinin Sebep Oldugu inhibisyon Tipinin  Michaelis-

Menten Esitligi ile Saptanmasi,

Ayni  veriler Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee egrileri ilede
degerlendirilmis; Km'in degismedigi 4 mM civarinda oldugu, Vmax‘n ise
azaldigi saptanmigtir (Sekil 19,20 Kanavanin . Sekil 21,22 Agmatin; Sekil
23,24 Guanidin).
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0.250 -_j
> 0200 + KANAVANIN
S—
~  0.150 T
0.100 -
-1/ Km - KANAVANIN
Km=1/ 0.25 =4
*
o I ' i v ] X I ¥ 1 ¢ | o 1
0.25 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
11 18]

- $ekil 19: Kanavaninin, Rumen Doku Arginazinin Kinetik Parametrelerine

Etkisinin Lineweaver Burk Egrisi ile Degerlendirilmesi.

0 1 2 3 4 5 6

7
vV / [S]
$ekil 20: Kanavaninin, Rumen Doku Arginazinin Kinetik Parametrelerine

Etkisinin Eadie-Hofstee Egrisi ile Degerlendirilmesi.
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0.35 7
-(
0.30 -
-
~ 0.25
L k i
G
0.20 - + AGMATIN
0.15 -
)
-1 / Km
Km=1 / 0.25=4 - AGMATIN
q G. ¥ 1 € 1 v ] ¥ I ¥ L} * 1 ¥ 1
0.25 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
1 /1 [S]

Sekil 21: Agmatinin,Rumen Doku Arginazinin Kinetik Parametrelerine

Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Degerlendiritmesi.

10 mM AGMATIN

10
: _vymax 11 __3.97

0 T T T T T T v T 1 T T 1
0 1 2 3 4

6 7
vV / [S]
Sekil 22: Agmatinin,Rumen Doku Arginazinin Kinetik Parametrelerine

Etkisinin Eadie-Hofstee Egrisi ile Degerlendirilmesi.
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0.35 -
S 0301
- -
0.25 -
- i + GUANIDIN
0.20 °
0.15
-1/ Km - GUANIDIN
Km=1 / 0.25=4
. v T v T T T ¥ T Y T ¥ T v 1
0.25 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
1/ [8]

Sekil 23: Guanidinin, Rumen Doku Arginazinin Kinetik Parametrelerine

Etkisinin Lineweaver-Burk Egrisi ile Degerlendiriimesi.

20 1

15 1

10
4 mM GUANIDIN

O v L] v 1 ' I S | I

0 1 2 3VI[S]4

Sekil 24: Guanidinin, Rumen Doku Arginazinin Kinetik Parametrelerine

Etkisinin Eadie-Hofstee Egrisi ile Degerlendirilmesi.
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3.3.1.9. Enzimde SH Gruplarinin Varliginin Godsterilmesi

30 1
§

25

UNITE

20 -
.

15 -

mM p-CMBA

Sekil 25: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinde, p-CMBA Konsantrasyo-

nuna Bagh Olarak Degisim.

3.3.1.9.a. p-kloromerkiiri Benzoik Asidin (p-CMBA) Rumen
Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Rumen doku arginazinin aktivite gosterebilmesi igin, sdlfidril (-SH)
gruplarinin gerekli olup olmadigini saptamak amaci ile p-CMBA'in
varliginda aktivitesi olgiimuisttr. p-CMBA, 1mM ile 10mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda preinkilbasyon ortamina ilave edilerek rumen doku
arginazi Uzerine etkisi incelenmistir. 2mM p-CMBA konsantrasyonunda
enzim %20, 4mM p-CMBA konsantrasyonunda ise enzimin %48 oraninda
inhibisyona ugradigt bulunmustur. Sekil 25'de goéraldagad gibi 7.5 mM
p-CMBA rumen doku arginaz aktivitesinin %71 inhibisyonuna neden
olmustur. Bu sonuglar enzimin yapisinda serbest -SH gruplarinin varhigini

gbstermektedir.
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7.5mM p-CMBA varliginda ve inkiibasyon ortamindaki L-arginin
konsantrasyonlari dedistirilerek, rumen doku arginaz aktivitesi Olgllup,
inhibisyon etkisinin varh§:i kontrol arginazina goére degerlendirilmigtir.
H;em Michaelis-Menten egitligi (Sekil 26) hemde Lineweaver-Burk edgrisi
(Sekil 27) ile degerlendirme sonucunda; p-CMBA'in mevcudiyetinin enzimin
Vmax'sini degistirdigi, Km'ini degistirmedigi bulunmustur. Her iki yontem
ile de enzimin arginine kargi Km'inin 4mM civarinda oldugu ve p-CMBA 'in

enzimi nonkompetetif olarak inhibe ettigi saptanmigtir.

30 * —o
- p-CMBA
w251
=
-
D 20+
15 -]
10 -
et i A
5 - + p-CMBA
0 T ¥ v L b I * 1
0 5 10 15 20 25 30

mM L-arginin

Sekil 26: Argininin Degisik Konsantrasyonlarinda Rumen Doku

Arginazi Uzerine p-CMBA'in etkisi.
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0.30 -
> 0.25 -
~ + p-CMBA
- 0.20 ()
0.15 -
-1/ Km
Km=1 / 0.25=4 KONTROL
[}
» g T T T v T ¥ 1 d T v 1 v L
0.25 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

1 /1 (8]

Sekil 27: p-CMBA'in, Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyonunun

Lineweaver-Burk Egrisi ile Saptanmasi.

7.5 mM p-CMBA

5 - Km=Vmax -8 _a
1 V/S 2

0 h 1 M i * I M 1] ¢ 1 ' 1 M ] i 1
0 1 2 3 4 5

6 7
vV / [S]
Sekil 28: p-CMBA'in, Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyonunun

Eadie-Hofstee Egrisi ile Saptanmasi.
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3.3.1.9.b. N-etil Maleimitin (NEM) Rumen Doku Arginaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tiol (-SH) gruplarinin, enzimin aktivitesi icin gerekli oldugu, p-CMBA
ile tespit edildikten sonra, ayni etkinin N-etil maleimit (NEM) ile de teyit
edilmesi amagcglandi. NEM konsantrasyonunun artigina bagh olarak rumen
doku arginaz aktivitesinin azaldigi gdézlenmistir. Sekil 29'da gérildiga gibi
enzim aktivitesi, 35mM NEM konsantrasyonunda %54, 75mM NEM
konsantrasyonunda ise %76 civarinda inhibisyona ugramigtir.

35mM N-etil maleimit varliinda ve c¢esitli L-arginin konsantrasyon-
larinda rumen doku arginaz aktivitesi saptanarak sonuglar kontrole gére
degerlendirilmigtir. Sonuglarin degerlendiriimesinde Michaelis-Menten
esitligi ve Lineweaver-Burk egrisi kullaniimigtir (Sekil 30,31). Her iki
yontem ile degerlendirme sonucunda enzimin Vmax'inin degistigi ve Km'inin
degismedigi saptanmistir. Bu deney sonucunda enzimin arginine karsi olan
Km'inin 4 mM civarinda oldugu ve N-etil maleimitin enzimi nonkompetetif

olarak inhibe ettigi bulunmusgtur.
20

15

UNITE

10 -

0 Y T T T —T T Y 1
0 25 50 75 100
mM NEM

Sekil 29: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinde, NEM Konsantrasyonuna

Baglh Olarak Degisim.
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25 -
w - -0
-
# iy "‘NM
= E
123
e -2
+ NEM
~ y ™ T =Y 1
0 5 10 18 20 25 30

mM L-arginin

Sekil 30: NEM'in, Rumen Doku Arginaz Aktivitesine, Argininin Degigik

Konsantrasyonlarinda etkisi.

0.40 1

0.35

E.

0.30 4

-

0.257 + NEM
0.20 - ®

/I Vv

1

0.15

-

) Km g 1 KONTROL

Km=1 / 0.26=4
1

¥ ! 4 [ 4 il L) A R ¥ 1 L W

0.25 .0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
1/ 8]

Sekil 31: NEM'n, Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyonunun

Lineweaver-Burk Egrisi ile Saptanmasi.
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35 mM NEM
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Sekil 32: NEM'in, Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyonunun Eadie-

Hofstee Egrisi ile Saptanmasi.

3.3.1.10. Rumen Doku Arginazinin Amino Asit inhibitérleri.

3.3.1.10.a. L-valinin Rumen Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

10mM ile 50mM arasinda degisen konsantrasyonlarda L-valinin rumen
doku arginaz aktivitesi Uzerine etkisi incelenmistir. Sekil 33'de géraldagi
gibi L-valin 10mM konsantrasyonda %59, 30mM'da ise %84 oraninda rumen
doku arginaz aktivitesini inhibe etmistir.

Dlz zincirli ve non-polar (ylksliz) bir amino asit olan L-valinin,
yaptig1 inhibisyon tipini belirleyebilmek ig¢in arginaz aktivitesi, farkl
arginin konsantrasyonlarinda 30mM L-valin varliginda &l¢ilmustar (Sekil
34). Sonuglar Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee yoéntemi ile
degerlendirilmistir (Sekil 35,36). Her iki yoéntem ile degerlendirme
sonucunda, enzimin Vmax'inin kontrole gére belirgin olarak azaldigi,
Km'inin ise degismedigi gérilmastir. Enzimin arginine karsi olan Km'inin 4
mM civarinda oldugu ve L-valinin enzimi nonkompetetif olarak inhibe ettigi

saptanmisgtir.



20 30 40

50
mM Valin

Sekil 33: Si1dir Rumen Doky Arginaz Aktivitesj Uzerine L-valinin
Etkisi.

15 -

UNITE

10

30 mM VALIN
= o Bl —

T Y T Y T 4 T ! 1
] 5 10 15 20 25 30
mM  L-arginin
$ekil 34: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin, L-valin Varliginda
Substrat Konsantrasyonuna Bagl Olarak Degisimi.
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Sekil 35: L-valin Variginda, Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin
Substrat Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisiminin

Lineweaver- Burk Egrisiyle incelenmesi.

5

Km= —-3-2. =4

* 30 mM VALIN
Nm:l’l‘?—x =28 _3 03
V/IS 0.66
0 Y T r T T 1
0 1 2

vV / [S]
Sekil 36: L-valin Varhdinda, Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin
| Substrat Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisiminin

Eadie-Hofstee Egrisiyle incelenmesi.
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3.3.1.10.b. L-l16sinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Etkisi

Cesitli konsantrasyonlardaki L-l6sinin, rumen doku arginaz
aktivitesini etkileyip etkilemedigi arastinlmigtir. Sekil 37'de goraldugu
gibi L-18sinin enzim aktivitesini dasardiga bulunmustur. 10mM
konsantrasyonda L-l6sinin, aktiviteyi %32, 20mM'da %57, 40mM'da ise %77

oraninda inhibe ettigi bulunmustur.

UNITE

5
mM Ldésin

Sekil 37: Sigir Rumen Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine L-16sinin

Etkisi.

L-16sinin neden oldugu inhibisyon tipini belirleyebilmek ig¢in 30mM
L-16sin varliginda ve giderek artan arginin konsantrasyonlarinda arginaz
aktivitesi Olgulmastir (Sekil 38). Ayni veriler Lineweaver-Burk ve Eadie-
Hofstee egrileri ile de degerlendirilmistir (Sekil 39,40). Belirtilen
konsantrasy'ondaki L-Iésin varhginda enzimin Vmax'inin azaldigi, buna
karsihk L-arginine kargi olan Km'inin dedismedigi bulunmustur. Enzimin
arginine kargt olan Km'inin 4 mM civarinda oldugu ve L-ldsinin enzimi

nonkompetetif olarak inhibe ettigi saptanmigtir.
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Sekil 38: Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin, L-16sin Varli§inda

Substrat Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisimi.

1.0 A

IV

0.8 -
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+ LOSIN

-1/ Km
Km=1 / 0.25=4

- LOSIN

H G-U o L o 1 b L ¢ ] v L hd RJ v 1
0.25 .o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
3 1/ [S]
Sekil 39: L-Lésin Varliinda, Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin
Substrat Konsantrasyonuna Baghh Olargk Degisiminin

Lineweaver-Burk  Egrisiyle  incelenmesi.
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7 30 mM LOSIN
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=— o =3.93
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Sekil 40: L-Lésin  Varliginda, Rumen Doku Arginaz Aktivitesinin
Substrat Konsantrasyonuna Bagh Olarak Degisiminin Eadie-

Hofstee Egrisiyle incelenmesi.

3.3.1.10.c. L-izolésinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Etkisi

16]

12

UNITE

0 5 10 15 20 25 30 35
mM izoldsin

Sekil 41: L-izoldésinin Sigir Rumen Doku Arginaz Aktivitesine Etkisi.
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Nonpolar ve diiz zincirli bir amino asit olan L-izolésinin arginaz
aktivitesine olan etkisini arastirmak ig¢in, 5mM ile 35mM'ik L-izol6sin
konsantrasyonlan denenmistir. Sekil 41'de géraldiga gibi 5mM izoldsin
%49, 15mM izoldsin %78, 25mM izolfsin ise %86 inhibisyona sebep
olmaktadir.

20mM izolésin varliginda, degisik L-arginin konsantrasyonlarinda,
rumen doku arginaz aktivitesi saptanip, bu veriler Michaelis-Menten
yéhtemi ile degerlendirildijinde Vmax'in belirgin olarak azaldigi

g6zlenmistir (Sekil 42).

15 -
3]
=
prd
=)
10
1
5 -
20mM iZOLOSIN
P——. & i A
0 T y T Y T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

mM L-arginin

Sekil 42: L-izoldsinin Sebep Oldugu inhibisyon Tipinin Michaelis-

Menten Yéntemi ile Saptanmasi.

Ayni veriler Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee yéntemi ile degerlen-
dirildidinde Vmax'in azalmasina kargilik, Km'in degismedigi saptanmigtir.
Kontrolde ve izoldsin varliginda arginaz enziminin substrati olan L-argini-

ne kargl olan Km'inin 4mM civarinda oldugu bulunmustur (Sekil 43,44).
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Sekil 43: L-izoldsinin Si§ir Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyo-

nunun Lineweaver-Burk Egrisi ile Saptanmasi.

15

5—.
| 20mM 1ZzoLOSIN
Km=-YDax _ 2:2 _, 47
V/S 0.54
0 T T T d T ’ 1
0 1 2 3y 2

Sekil 44: L-izolésinin Sigir Rumen Doku Arginazi Uzerine

inhibisyonunun Eadie-Hofstee Egrisi ile Saptanmast.
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3.3.1.10.d. L-ornitinin Rumen Doku Arginaz Enzimi Uzerine
Etkisi

L-ornitin de arginaz inhibitéri olarak bilinmektedir. Bu amagla,
proteinlerin yapisinda yer almayan bir amino asit olan L-ornitinin, cesitli
konsantrasyonlarinin rumen doku arginazina olan etkileri arastirilmigtir.
10mM ile 60mM arasinda degisen konsantrasyonlarda L-ornitinin rumen
doku arginaz aktivitesi Gzerine etkisi Sekil 45'de gd&sterilmistir. Enzimin
aktivitesini, 10mM L-ornitinin %43, 30mM L-ornitinin ise %70 oraninda

inhibe ettigi bulunmustur.

15
(15
b= .
% 'CHQ- CH2- CH 5 CIH -C00
10 - + +
NH3 NH3
ORNITIN
5 -
0 M L] v I L T T T T T T -3
0 10 20 30 40 50 60
mM  Ornitin

Sekil 45: L-ornitinin Si§ir Rumen Doku Arginaz Aktivitesine Etkisi.

L-ornitin  varhiginda rumen doku arginaz aktivitesinin kinetik
ozellikleri aragtinlmigtir. 30 mM L-ornitin varlifinda ve c¢esitli L-arginin
konsahtrasyonlarmda rumen doku arginaz aktivitesi saptanmistir. Bu
veriler Michaelis-Menten ydéntemi ile degerlendirildiginde enzimin

Vmax‘inin azalma gésterdigi saptanmistir (Sekil 46). Ayni veriler
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Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee yontemi ile degerlendirildiginde,
L-ornitin varliinda Vmax'in azaldigi fakat Km'in degismedigi saptanmistir
(Sekil 47,48). L-ornitinin rumen doku arginaz enzimini nonkompetetif

olarak inhibe ettigi bulunmustur.

15 -
w . B —e
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= KONTROL
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0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 3

mM L-arginin
Sekil 46: L-omitinin Sebep Oldugu inhibisyon Tipinin Michaelis-

Menten Egsitligi ile Saptanmasi.
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Sekil 47: L-omitinin Sigir Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyonu-

nun Lineweaver-Burk Egrisi ile Saptanmasi.
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Sekil 48:L-omitinin Sigir Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibisyo-

nunun Eadie-Hofstee Egrisi ile Saptanmasi.

3.3.1.10.e. Rumen Doku Arginaz Aktivitesine L-prolinin
Etkisi

Degisik konsantrasyonlardaki L-prolinin, rumen doku arginaz
aktivitesine etkileri aragtinlmigtir. Bu amacla 10 mM ile 50 mM arasinda
degisen konsantrasyonlarda L-prolin kullaniimistir. L-prolin, rumen doku
arginaz aktivitesini; 20mM konsantrasyonda %35, 40mM konsantrasyonda
ise %49 inhibisyona ugratmigtir (Sekil 49).

L-prolinin, arginaz aktivitesi U(zerindeki inhibisyonun, tipini
belirlemek amaci ile; arginaz aktivitesi 30mM L-prolin varliginda,
argininin degisen konsantrasyonlarinda tayin edilmigtir (Sekil 50).
Sonuglar Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee grafikleri ile
degerlendirilmigtir. Sekil 51 ve 52'de gdéraldigad gibi L-prolin varlifinda
enzimin Vmax'inin azaldi§t Km'inin degigsmedigi bulunmustur. Prolinin

varliginda ve yoklugunda Km'inin 4 mM civarinda oldugu ve L-prolinin

enzimi nonkompetetif olarak inhibe etti§i saptanmistir.
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PROLIN
HC CH2
4 - 2\/
) CH,
0 T T Y T Y T T T Y 1
0 10 20 30 40 50

mM Prolin

Sekil 49: L-prolinin Farkli Konsantrasyonlarinin, Sigir Rumen

Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

UNITE

10 A

30mM PROLIN

0 5 10 15 20 25 30
mM L-arginin

Sekil 50: L-prolinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Etkisinin

Michaelis-Menten Grafigi.

Doku
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Sekil 51: L-prolinin  Rumen Doku Arginazi Uzerine Yaptigi

Nonkompetetif inhibisyonun Lineweaver-Burk Grafigi.

vV 7 [8]

Sekil 52: L-prolinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Yaptigi

Nonkompetetif inhibisyonun Eadie-Hofstee Grafigi.
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. 3.3.1.10.f. Rumen Doku Arginaz Aktivitesine L-sisteinin
Etkisi

10mM ile 70mM arasinda dedisen konsantrasyonlarda L-sisteinin,
rumen doku arginaz aktivitesi Uzerine etkisi Sekil 53'de go6sterilmigtir.
Enzimin aktivitesini 30mM L-sisteinin’ %43, 50mM L-sisteinin ise %72

oraninda inhibe ettigi bulunmustur.

15 - ‘
E P SISTEIN
= COo0
o | + ]
H N-C-H
10 3 |
T
SH
5 -
0 T T v T T T J T T T T T Y 1
0 10 20 30 40 50 60 70

mM Sistein

Sekil 53: L-sisteinin Farkli Konsantrasyonlarinin, Sigir Rumen Doku
Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

L-sistein varliginda rumen doku arginaz enziminin kinetik &zellikleri
arastinimistir. Bu amacg ile 50mM L-sisteinin varlifinda, c¢esitli arginin
konsantrasyonlarinda, enzim aktivitesi tayin edilmistir. Sonuclar
Michaelis-Menten yoéntemi ile degerlendirildiinde enzimin Vmax'inin
azalma gosterdigi saptanmigtir (Sekil 54). Ayni sonucglar Lineweaver-Burk
ve Eadie-Hofstee egrileri ile degerlendirildiginde, L-sistein
mevcudiyetinin enzimin Vmax'ini azalttigi, Km'ini degistirmedigi

bulunmustur (Sekil 55,56). L-sistein rumen doku arginaz enzimini
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nonkompetetif olarak inhibe etmektedir.

15 -
~a KONTROL
=
=)
10
5 -
= ) A
50mM SISTEIN
T ¥ T ¥ 1 ¢ 1 - L
0 5 10 15 20 25 30

mM L-arginin

Sekil 54: L-sisteinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Etkisinin

Michaelis-Menten Grafigi.

0.8 -
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-1/ Km 1760
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/
I U-G X 1 ] v T § | ] v i ¥ L} ¥ 1 LA |
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17 [S]
S$ekil 55: L-sisteinin Rumen Doku Arginaz Uzerine Yaptig

Nonkompetetif Pnhibisyonun Lineweaver-Burk Grafigi.
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Sekil 56: L-sisteinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Yaptig

Nonkompetetif Inhibisyonun Eadie-Hofstee  Grafigi.

3.3.1.10.g. Rumen Doku Arginaz Aktivitesine L-lizinin Etkisi
10mM ile 70mM arasinda degisen konsantrasyonlarda L- lizinin, rumen
doku arginaz aktivitesi (zerine etkileri arastiriimistir. 20mM'lik L-lizinin
rumen doku arginaz aktivitesini %41, 40mM konsanirasyonda ise %58

oraninda inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 57).
15

LIZIN

H N-CH -CH -CH -CH -CH-COO~
3 27 2 27 2

_

3

UNITE

10 NH

0 v T T T T T v ) v T ¥ I M 1
0 10 20 30 40 50 60 70
mM Lizin

Sekil 57: L-lizinin Rumen Doku Arginaz Aktivitesine Etkisi.
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40mM L-lizin varhginda ve L-argininin c¢esitli konsantrasyonlarinda
_ rumen doku arginaz enziminin aktivitesi tayin edilerek, inhibisyonun tipi
belirlenmek istenmigtir. Veriler Michaelis-Menten ydntemi ile degerlendi-
rildiinde enzimin Vmax'inin azalma goésterdigi saptanmigtir (Sekil 58).
Sonuglar Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee egrileri (Sekil 59,60) ile
degerlendirildiginde; L-lizin varhdinin, enzimin L-arginine kargi Km'ini

degistirmedigi ve Km'inin 4mM civarinda oldugu bulunmustur.

i5 '}
w iy )
= KONTROL
=z
o
10 -
40mM LIZIN
5 _ ey i 4
0 4 1 * I L 1 Y ] v ] L 1
0 5 10 15 20 25 30

mM L-arginin

Sekil 58: Lizinin Sebep Oldugu Inhibisyon Tipinin Michaelis-

Menten Esitligi ile Saptanmasi.
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Sekil 59: L-lizinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Yaptid!

Nonkompetetif inhibisyonun Lineweaver-Burk Grafigi.

15 1
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40 mM LiZIN KONTROL
5- Vimax 5
Km= = =4.06
V/is 1.23
O ¥ 1 1 1
4] 1 2 3 4

V / [S]

Sekil 60: L-Lizinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Yaptidi

Nonkompetetif  inhibisyonun Eadie-Hofstee Grafigi.
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3.3.1.10.h. Arginaz Aktivitesine L-hidroksiprolinin Etkisi.
L-argininin optimal konsantrasyonu Gzerine, artan konsantrasyonlarda
hidroksiprolin ilave edildiginde, rumen doku arginaz aktivitesinde herhangi

bir dedisimin olmadigi gdérialmektedir (Sekil 61).

20 4
1]
E e
= 1
i}
16 -
14
12
‘;r
T T v T o f T T T T |
o] 10 20 30 40 50

mM Hidroksiproiin

Sekil 61: Hidroksiprolinin Rumen Doku Arginaz  Aktivitesine Etkisi.

3.3.1.10.1. L-histidinin Rumen Doku Arginazi Uzerine Etkisi.

Bu amagla artan konsantrasyonlarda L-histidin kullanilarak, arginaz
aktivitesi Olgtlmuastar. L-histidinin rumen doku arginaz aktivitesinde
herhangi bir degisiklik meydana getirmedigi saptanmigtir (Sekil 62).

20 7

18 ~

UNITE

16

@
&
@
€
<

14
1
12 4.

-
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v ] * 1 v 1 o H ¥ ¥
(4] 10 20 30 40 50
mM Histidin

Sekil 62: L-histidinin Rumen Doku Arginaz  Aktivitesine  Etkisi.
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3.3.1.11. Tiyoiirenin Rumen Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Bir Gre analogu olarak bilinen tiyolrenin rumen doku arginaz
~ aktivitesi Gzerine olan etkisini incelemek amact ile 0.5mM ile 5mM
‘arasinda dedisen konsantrasyonlarda tiyolre c¢ozeltisi preinkibasyon
ortamina ilave edilerek arginaz aktivitesi tayin edilmistir. Sekil 63'de
goraldugu gibi 1.5mM'ik tiyolrenin %27, 4mM fiyolrenin'° %38 oraninda

enzim aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur.

30
1] NH 2
= !
2 251 C=S
) |
1 NH
2
20 TIYOURE
15
=
v [} LI T T T L T T 1
0 1 2 3 4 5

mM Tiyoiire

Sekil 63: Rumen Doku Arginaz Aktivitesine Tiyolurenin Etkisi.

L-argininin degdisik konsantrasyonlarinda ve 4mM tiyolirenin varliginda
arginaz aktivitesi dlgllerek sonuglar Michaelis-Menten egitligi ile
degerlendirilmistir. 4mM tiyolre varliginda enzimin Km'inin degismedigi
buna kargihk Vmax'inin azaldi§i saptanmistir (Sekil 64). Ayni veriler
Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee grafikleri ile dedgerlendirildiginde
enzimin arginine kargi Km'inin 4mM civarinda oldugu ve tiyolrenin enzimi

nonkompetetif olarak inhibe etti§i bulunmustur (Sekil 65,66)
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Sekil 64: Tiyolrenin Sebep Oldudu inhibisyon Tipinin Michaelis-

Menten Esitligi ile Saptanmasi.
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Sekil 65: Tiyolrenin Rumen Doku Arginazi Uzerine inhibitdér Etkisinin

Lineweaver-Burk Grafigi.
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Sekil 66: Tiyolrenin Rumen Doku Arginazi Uzerine Inhibitdr Etkisinin

Eadie-Hofstee Grafigi.



76

3.2. METOT 2
Calismanin bu béliminde sigir rumen doku arginazit kismen

saflastinldi ve bazi biyokimyasal 6zellikleri optimize edildi.

3.2.2.1. Si1gir Rumen Doku Arginazimin Saflagtiriimasi

3.2.2.1.1. Ayiraglar

1-Tampon Co6zelti (0.01 M Tris-HClI tamponu);

a-1.21 gr Tris bir miktar distile suda c¢bézuldi ve litreye distile su ile
tamamlandu.

b-0.82 ml HCI bir miktar distile su Gzerine ilave edildi sonra litreye
distile su ile tamamlandi.

Tampon ¢ozelti; 0.01M Tris ¢ozeltisi bir behere konuldu ve 0.01 M HCI
ile pH 7.5'e getirildi.

2-Homojenizasyon ¢o6zeltisi;

0.05 M MnCl,.4H,0, 0.16 M KCI, 10 mM 2-Merkaptoetanol 0.01 M'lik
Tris-HCI tamponu (pH:7.5) iginde hazirland.

3.2.2.1.2. islem

a-Tamponda homojenizasyon: Sigirlardan alinan rumen doku
parcalari, %0.9'luk NaCl ile yikanarak dokunun arttklardan temizlenmesi
saglandi. Doku &rnekleri homojenize edilmeden o&nce iki slzgeg¢ kagidi
arasinda kurutularak 50g olarak tartildi. Bu rumen doku parcgalan, bir
makas ile kuglk parcalar haline getirildikten sonra, agirhiginin 4 kati
hacime (200 ml) homojenizasyon ¢ézeltisi ile tamamlanip, kirilmig buz
icerisinde homojenizatérde (Sorvall Omni Mixer) iyice homojenize edildi.
Homojenat iki defa tllbentten sGzaldi.

b-Homojenat santrifigasyonu: Homojenat 50ml'lik polipropilen
tiplerde, sogutmah santrifijde (Sorvall RC-5B) +2°C'de 14 000 rpm'de 20

dakika santrifij edilerek homojenat sipernatanti elde edildi.
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c-Isi muamelesi: Supernatantin pH'si 7.5'a ayarlandiktan sonra 60
OC' deki su banyosunda 20 dakika bekletildi ve bu zaman sirecinde birkag
defa bagetle karigtinlarak isinin esgit dagihimi saglandi. Isi isleminden
sonra homojenat, kirilmig buz igerisinde 5 dakika sogutuldu. Isitma sonucu
denatire olan proteinieri uzaklagtirmak amaci ile, homojenat 14 000
rpm'de 20 dakika (16 000g) santrifij edildi. Elde edilen sUpernatant,
stizge¢ kagid ile suzilerek is1 fraksiyonu elde edildi.

d-Aseton ile muamele: Bir 6nceki basamaktan elde edilen
stpernatanta hacmi 2.5 misli (%60) oluncaya kadar, -259C'de bekletilmis
asetondan damia damla ilave edilerek, bu durumda kirlmis buz igerisinde
30 dakika karigtirildi. Kansim 14 000 rpm'de -10°C'de 10 dakika santrif(jj
edildi. Supernatant kismi atildi, elde edilen peletler 35 ml homojenizasyon
¢Ozeltisi icinde cam-teflon homojenizatérde homojenize edildi. Daha sonra,
0.01 M Tris-HCI tamponuna kargi 1 gece dializ edilerek, 17 000 rpm'de (25
000g) 20 dakika santrifij edildi.

e-(NH,4),80, ile doyurma: Elde edilen sipernatanta, amonyum

stlfat; kinlmis buz igerisinde %55 doygunluga erigsinceye kadar, yavag
yavag ilave edilip 30 dakika sﬂrekli karnigtiriidi. 10 000 rpm'de 30 dakika
(8500g) santriftij edilerek pelet kismi ayrildi, stpernatanttaki doygunlugun
%85'e ulagmasi igin gerekli amonyum siulfat tekrar ilave edilerek, ayni
islemler tekrarlandi. %55 ve %85 amonyum siifat doygunlugu sonrasi elde
edilen peletler birlestirildi ve 20 ml 0.01 M Tris-HCI tamponunda (pH:7.5,
10mM 2-Merkaptoetanol igerir) ¢6zdirildi. Bu fraksiyon dializ torbalarina
aktarilarak, 0.01 M Tris-HCI tamponuna kargi bir géce diyaliz iglemine
tabii tutuldu. Tampon bu sire igerisinde 3 kez degistirildi. Dializat 11 000
rom'de 20 dakika (10 000g) santrifij edildi.

f-Jel Filtrasyon: Bu yontem ile protein molekilleri molekil
agirhklarina veya buylkliklerine gére birbirlerinden ayirt edilmektedir.

Kolon gb6zenek ihtiva eden kluglk inert taneciklerle (sefadeks,
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poliakrilamid, agaroz gibi) doldurulduktan sonra uygun bir tampon ile
yikanir ve dengeli hale getirilir. Daha sonra uygun bir tampon iginde protein
¢cozeltisi kolonun Ust kismindan yavas yavasg ilave edilir. Yer c¢ekimine gore
asagl dogru hareket eden protein c¢ozeltisi, inert tanecikler arasindan
gecerken kulglk protein molekllleri kolon dolgu maddesinin gdzenekleri
icine girip kolonda tutulur, blylk protein molekilleri ise bu gbézeneklere
giremediklerinden kolonu ilk olarak terkederler. Daha sonra orta
bayukliukteki proteinler en sonunda klglk protein molekilleri kolonu
terkeder. Bdylece protein molekilleri bayUkliklerine gére birbirlerinden
ayrilmig olur.

a-Jellerin haznlanmésu; 0.01M Tris-HCI tamponundan bir behere 200
ml konuldu. 4g Sefadeks G-200 yavas yavas tampona ilave edildi ve bagetle
karigtirildi. Bu suspansiyon 4-6 saat kaynatilarak jellerin sismesi ve
tampon ile dengelenmesi temin edildi. '

b-Jelin Kolona Dolduruimasi ve Numunenin Uygulanmasi; Hazirlanan
jel kolona (2 cm X 60 cm) yavas yavas dolduruldu. Bir bagetle yavasca
karigtiritlarak hava kabarciklarinin olusmamasi saglandi. Jel kolona
doldurulup, normal akis hizina kavustuktan sonra %0.9 NaCl iceren 0.01M
Tris-HCI tamponu kolondan gegcirilerek kolon dengelendi. 13ml dializat %60
oraninda asetonla ¢o6ktaralip, c¢okelti ayni tamponun 4ml'si iginde
¢bzdurulerek kolona uygulandi ve tekrar ayni tampon kolondan gegirilerek 3
ml'lik fraksiyonlar halinde eluatlar alindi. Eluatlarin 280nm'deki
absorbansi 0.005'den kiigiik oluncaya (A280 < 0.005) kadar eluat alinimina
devam edildi. Absorbanslari yiksek olan tiplerde enzim aktivitesine
bakilarak, yuksek aktivite gésteren tupler birlestirildi ve enzimin bazi

biyokimyasal 6zellikleri arastinldi  (8,28,50,59,64).
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3.3. BULGULAR 2

Tablo 4' de go6rialdaga Gzere si§ir rumen doku arginazi, homojenat
slipernatantinda 1.16, 60°C'de isitmada 2.54, Aseton ekstraksiyonunda
10.13, amonyum stlfat ile ¢oktirme basamaginda 11.16, Sefadeks G-200
jel filtrasyonda ise 18.46 misli saflastirildi. Sigir rumen doku arginazt bu
saflagtirma basamaklari sonunda %4.87 verimle 18.46 misli
saflastiriilmistir. Basglangi¢cta spesifik aktivitesi 6.47 (nite olan
arginazdan, kismi saflastirma sonunda, spesifik aktivitesi 18.46 misli
artflrllarak 119.49 Gnite olan kismen saf arginaz elde edilmigtir.

Amonyum silfat fraksiyonundan sonra sigir rumen doku. arginazinin

Sefadeks G-200 kolonuna uygulanmasi ve elusyon profili $ekil 67'de

gbsterilmistir. -
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Fraksiyon Numarasi
Sekil 67: Sigir Rumen Doku Arginazinin Sefadex G-200 Jel
Filtrasyon Elusyon Profili. Kolonun Elisyon Hizi 12 mi/saat Olarak

Dazenlenmis ve Ellsyonlar 3 ml'lik Fraksiyonlar Halinde Toplanmistir.
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3.3.2.1. inkitbasyon Zamaninin Tespiti

Enzimatik reaksiyon icin gerekli olan inkilbasyon zamanini tespit
etmek amaci ile kismen saflastirnlan enzim, 379C'de ve degisik zaman
araliklarinda ink(ibasyona tabii tutulmustur. Sekil 68'de g6raldiga gibi Ure
sentezindeki artis 15. dakikaya kadar dogrusal olup, 15. dakikadan sonra
dogrusalliktan sapmaktadir. Bu nedenle olusan rengin spektrofotometrede
okunabilmesi icin optimal bir inkibasyon siresi gereklidir ki bu sire

saflastirdigimiz enzim igin 13 dakika olarak tespit edilmisgtir.

100 - /

80

UNITE

60 -

40

20 -

0 4 M i W ] M 1 M 1 v 1
0 5 10 15 20 25
INKUBASYON ZAMANI ( Dakika )
Sekil 68: Sigir Rumen Dokusundan Kismen Saflagtirilan Arginaz Akti-

vitesinin Inkiibasyon Zamanina Bagh Olarak Degisimi.

3.3.2.2. Preinkiibasyon Isisinin Saptanmasi

Kismen saflastinlan rumen doku arginazi igcin en uygun preinktibasyon
Isisint tespit etmek ve preinkibasyon isisinin enzim aktivitesine etkisinin,
Mnt+ katyonlarina baglh olup olmadigini aragtirmak igin; 40-659C'lik

preinkiibasyon isilariyla beraber Mn** iyonlarinin varliginda ve yoklugunda
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enzim aktivitesi 6lgcimastir. Sekil 69'da gdéraldigd lGzere maksimum enzim
aktivasyonu MnCl, varliinda ve 60°C'de meydana gelmektedir.
Preinkiibasyon MnCl,'stiz yapildiginda; st artttkga enzim aktivitesi
dagerken, MnCl, varlifinda; enzim aktivitesi, 60°C'ye kadar artmakta,

60°C'den itibaren disiis géstermektedir. 60°C'lik preinkiibasyon isisi ve

Mn*+ iyonlari enzim aktivitesini yaklasik 37 misli arttirmigtir.
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PREINKUBASYON isIst ( C)

Sekil 69: Preinkibasyon Isisinin Kismen Saflastinimigs Rumen Doku

Arginaz  Aktivitesine Etkisi.

3.3.2.3. Preinkiibasyon Zamaninin Tespiti

Kismen saflagtirilan enzim 50,55,600C'lik preinkiibasyon isilarinda ve
degisik slrelerde preinkiibasyona tabi tutuldugunda gérilmastir ki; 500C'de
15. dakikaya kadar enzim aktivitesi artmakta 15. dakikadan itibaren
aktivite degismemektedir. 55°C'de 10. dakikaya kadar enzim aktivitesi
artmakta, 10. dakikadan itibaren aktivite sabit kalmaktadir. Enzim
aktivitesi, 60°C'de 5. dakikaya kadar artmakta, 5. dakikadan itibaren
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belirgin olarak digmektedir. 60°C'de 5 dakika preinkiibasyon enzim
aktivitesini preinkiibasyon uygulanmamiga oranla %200-225 arttirmaktadir
(Sekil 70). Elde edilen veriler neticesinde, saflastirdigimiz rumen doku
arginazi i¢in en uygun preinkibasyon siresinin 5 dakika oldugu tespit

edildi.

lu_,|,
-— o (o]
= o 55°C
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2 50°C
> 50°%C
0 5 10 15 20

PREINKUBASYON ZAMANI (Dakika)

$ekil 70: Preinkiibasyon Siresine Baglhi Olarak,Kismen Saflagtinimig
Sigir Rumen Doku Arginaz Aktivitesindeki Degisiklikler.

3.3.2.4. pH'nin Etkisi

Kismen saflastirilan sigir rumen doku arginazinin, degisik pH'larda ve
cesitli tamponlar kullanilarak aktiviteleri saptanmigs ve pH profili
ctkarilmigtir. Bu tampon sistemleri; Tris-HCI (pH: 7.1-8.9), Glisin-NaOH
(pH: 8.6-10.6), NaHCO4-Na,CO, (pH: 9.2-10.4) tamponlaridir. Sekil 71'de

géraldiga Gzere enzim en ylksek aktiviteyi pH: 10'da vermigtir. Bu

nedenle maksimal aktivite alabilmek igin pH:10 NaHCOg4-Na,COg tampon

sistemi kullaniimigtir.
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Sekil 71: Kismen Saflastirlan Sigir Rumen Doku Arginazinin Optimal

pH'sinin Saptanmasi.

3.3.2.5. MnCl,'lin etkisi

Preinklibasyon ortamina 0-5 mM konsantrasyonlarda MnCl, ilave
edilmig ve uygun MnCl, konsantrasyonu tespit edilmigtir. Enzim en ylksek
aktiviteyi 2mM'hk MnCl, konsantrasyonunda goéstermistir (Sekil 72). Mn*+

katyonlarinin konsantrasyonu 2 mM' astigi zaman enzim aktivitesi belirgin

olarak dismeye baglamaktadir. Sekil 72'de goéraldaga gibi MnCl, ile yapilan
preinkiibasyon MnCl,'stiz preinkiibasyon uygulanana (KONTROL) oranla arginaz

aktivitesini 38 misli artirmaktadir.
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Sekil 72:  Kismen Saflastirilan Sigir Rumen Dokusu Arginazi Uzerine

MnCl,'in Degisik Konsantrasyonlarinin Etkisi.

3.3.2.6. Kismen Saflagtiriimis Rumen Doku Arginazinin
L-arginine Karsi Olan Km'i

Kismen saflagtirllan enzimin aktivitesinin, enzimin dogal substrati
olan L-argininin degisik konsantrasyonlarina bagli olarak degisimi,
Michaelis-Menten ydntemi ile incelenmigtir. Sekil 73'den de anlagiidig! gibi
enzim miktari sabit tutulup, L-arginin konsantrasyonu arttirildidinda
enzimatik reaksiyonun hizi artmaktadir. Aktivitede, 2.5mM L-arginin
konsantrasyonuna kadar olan dogrusal artis (First Order Kinetic), bu
konsantlrasyondan itibaren dogrusalligini kaybedip, hiperbolik bir hale
dontsmektedir. Substrat konsantrasyonu 20 mM'a ulagtigi zaman, enzimin
aktivitesi maksimum dizeye ulasmigs ve bundan sonra enzimatik
aktivitedeki degisim sifir mertebe kinetigi (Zero Order Kinetic)
goérinimanda almistir. Yani L-arginin konsantrasyonunun artmasi) enzimatik

reaksiyonun hizini arttirmamaktadir.
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Sekil 73: Kismen Saflastiriimig Rumen Doku Arginaz Aktivitesinde

L-arginin Konsantrasyonuna Bagli Olarak Dedigimler.

Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonuna bagh olarak degisimi
Eadie-Hofstee ve Lineweaver-Burk egrileriyle de degerlendirilmistir (Sekil
74, 75) . BOtin degerlendirmeler sonunda goérulmastar ki saflagtinimig

sigir rumen doku arginazinin, substrati L- arginine karsi olan Km'i 4mM'dir.
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Sekil 74: Kismen Saflastinimis Sigir Rumen Doku Arginazinin,

L-arginine Karsi Olan Km'nin Lineweaver-Burk Egrisi ile

Saptanmasi.
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Sekil 75: Kismen Saflastiriimis Sigir Rumen Doku Arginazinin,
L- arginine: Karsi Olan Km'nin Eadie-Hofstee Egrisi ile

Saptanmasi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Rumen dokusu postmortem olarak alinarak, bu dokudaki arginazin bazi
biyokimyasal kosullart ve kinetik o6zellikleri, saflagtirnimadan oOnce ve
saflagtirildiktan sonra optimize edilmis ve sonugta elde edilen bulgular
tartisiimigtir.

Enzimin saflastinlmasi; tamponda homojenizasyon, isitma, aseton ile
muamele, amonyum s(lfat ile ¢éktirme, tampona karsi diyaliz, degisik sire
ve - devirlerde santrifligasyonlar, Sefadeks G-200 jel filtrasyon iglemlerini
icermektedir. Sigir rumen doku arginazi sirast ile; homojenat
sOpernatantinda 1.16, 60°C'de isitmada 2.54, Aseton ekstraksiyonunda
10.)3, amonyum silfat ile ¢oktirme basamaginda 11.16, Sefadeks G-200
jel filtrasyonda ise 18.46 misli saflastinldi. Bu asamalar sonucunda sigir
rumen doku arginazi %4.87 verimle 18.46 misli saflastirildi ve spesifik
aktivitesi 119.49 Onite olan kismen saf arginaz elde edildi (Tablo 4).

Enzimin homojenizasyonu sirasinda 2-merkaptoetanol ve MnCl, igeren

0.01M'lik Tris-HCl tamponu ile (pH:7.5) hazirlanmis homojenizasyon

¢bzeltisi kullaniimigtir. 2-merkaptoetanol (5,30), MnCl, ve nodtrale yakin

pH (30) enzim aktivitesinin kaybint énler. Homojenat sUpernatantinin
60°C'de 20 dakika tutulmasi arginaz digindaki istenmeyen proteinlerin
uzaklastinlmast amaci ile yaptimigtir.

Ozan ve ark. (50), M.expansa arginazini; yukardaki benzer saflagtirma
basamaklarindan, sefadeks G-200 jel filtrasyonu kullanmayip bunun yerine
liyofilizasyonu kullanarak %41.2'lik bir verimle 19 kat saflagtirmiglar ve
spesifik aktiviteyi 25.16 unite olarak bulmusglardir.

Ikemato ve ark. (28), saflastirilmis enzimin fazla miktarini elde
etmek icin daha etkili bir metot geligtirmis, hidrofobik kromatografi ve
immunoaffinite kromatografi metodlarint iceren, saflagtirma basamaklar

ile insan eritrosit arginazini %17 verimle (spesifik aktivitesi 204 Unite
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olan) 176000 kat saflagtirip, 2.1 litre hemolizattan 0.7 mg homojen
arginaz proteini elde etmiglerdir.

Yine bagka arastiricilar (64), rat bobrek arginazinin izoenzimlerini
izole etmek ve bu formlarin hicre igi yerlesimini, immunolojik

Ozelliklerini ve molekidl agirhigint tespit etmek amaci ile saflastirma

yapmiglardir. Rat boébrek arginazinin A; ve A4 formlari; ekstrakt, 60°C'de 2

dakika isitma, metanol ile presipitasyon, amonyum silfatla doyurma
(%45-65) basamaklanyla %52.5 verimle 34 kat saflagtinimigtir. Bu 4

basamaktan sonra, A, formunu; DEAE -selliloz kromatografi, CM-selliloz
kromato- grafi, sefaroz-lizin kromotografi basamaklarini takiben yaklagik

300 kat saflagtirirken, A, formunu; DEAE-selliloz kromatografi, afnonyum

sulfat ile doyurma (%45-75), tekrar DEAE-selliloz kromatografi, sefadeks
G-150 jel filtrasyon, sefaroz-lizin kromatografi islemleri ile 11744 misli
saflagtirmayi basarmisglardir .

Sunulan ¢aligsmada, sigir rumen doku arginazinin, saflastiriimadan
6nce ve saflastinldiktan sonra bazi optimal sartlar belirlenmis ve kinetik
ozellikleri incelenmistir. Arginazin alktivasyonu icin iki temel faktor
gereklidir. Bu faktdrler; preinkibasyon ile enzimin kofaktdérl olarak kabui
edilen Mn** katyonlaridir. ‘

Rumen doku arginazinin optimal preinkiibasyon isis1 saflastirnimadan
once (Sekil 6) ve saflastirildiktan sonra (Sekil 69) 60°C olarak
bulunmustur.

Daha 6nce birgok dokuda calisilan arginazlarin optimal preinkibasyon
isilan 50-550C civarinda bulunmustur. Preinkibasyon Isisi olarak sigan
karacigeri (62), insan takaraga (33), tiroid dokusu (29), uterusu (22),
eritrositi  (22,15,40), serum (19) arginaz1 igin 559°C, yine I|6semili
insanlarin saflastinlmis lenfosit ve. grantlositleri (59), saflagtirilmig

M.expansa (50) ve rat memesi (30) arginazi igin 55°C bulunmusgtur. insan ve
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koyun vitreus arginazi igin optimal preinkiibasyon 1sist ise 40°9C olarak
. ~saptanm|$t|r (21).
B Hayvansal kaynakh enzimler genellikle optimum isiya 40-500C'ler
arasinda erigir, bu derecelerin Ustinde enzimlerin 1siya bagli olarak
denatire olma hizi, enzimin reaksiyon hizi artigindan daha sdratli oldugu
icin enzim aktivitesi azalmaktadir. Gerek Sekil 6, gerekse Sekil 69'da
géraldaga gibi Mn*+ varhginda 60°C 'ye kadar enzim aktivitesi artmakta
600C'den itibaren aktivite dismektedir. Yukaridaki arastiricilarin yapmis
oldugu c¢ahgmalara bakarak diyebiliriz ki; sigir rumen doku arginazinin
preinkibasyon 1sisinin diger arginazlardan yidksek olmasi, rumen doku
arginazinin diger arginazlardan isiya karsi daha stabil oldugunu
gbstermektedir.

Preinkibasyon isisinin Mn*+ katyonlar ile ilgisi aragtirlmig ve Mn*+
katyonlarinin preinkiibasyon igcin gerekli oldugu saptanmigtir. $Sekil 6 ve
Sekil 69'da gbraldigla gibi preinkdbasyon ortamina MnCl, ilavesi ve 60°C'lik
preinkiibasyon; saflastirlmadan ©6nce arginaz aktivitesini 10 misli
artirirken, saflastinildiktan sonra aktiviteyi yaklagitk 37 misli
artirmaktadir.

Saflastirma safhalari esnasinda, &6rnegin jel filtrasyon ve diyalizle
rﬁetal Jiyonlarinin bir kismi kaybolur (28). Bu nedenle saflagtiriimig

enzimin aktivitesinin MnCl, yoklugunda ve preinkiibasyon isisina bagli

olarak -degisim grafigi (Sekil 69) yukarida bahsettigimiz saflagtirma
basamaklart esnasinda ortamdan Mn** iyonlarinin tamamen
uzaklastirilmas! nedeniyle saflastirimamis enzimin grafiginden (Sekil 6)
tamamen farklidir.

MnCl, yoklugunda preinkibasyon 1sisina bagli olarak enzim

aktivitesinin degisimine bakacak olursak saflastiriimts enzimin

aktivitesinin 400C'den itibaren giderek azalmakta 65°C'de tamamen sifir
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oldugunu goérmekteyiz (Sekil 69). Saflagtinlmamis enzimin aktivitesinin,

MnCl, yoklugunda ve preinkiibasyon isisina bagl olarak degisim grafigi,
MnCl, varhigindakine paralellik gostermektedir (Sekil 6). Bu da sigir rumen

dokusunun ¢ok dusuk derigsimlerde Mn** katyonu ihtiva ettiginin
gOstergesidir. Sekil 69 incelendiginde bir yorum daha ortaya c¢ikarki bu;
Mn** iyonlarinin preinkiibasyon ortamina ilavesi arginazi hem isiya
dayanikli hale getirmekte hemde enzimi aktive etmektedir.

Preinkiibasyon ortamina ilave edilen Mn¥** iyonlarinin enzim-substrat
arasinda bir metal képrid kurdugu ve Enzim-Mn-Arginin kompleksinin
-olugmasinin enzimi aktive etti§i bildiriimektedir (21,29). Mn** iyonlari
varliginda 60°C'de preinkilbasyon aktiviteyi 10 misli artirmaktadir (Sekil
6), Mn** iyonlari ayni molariteyi saglamak (zere, inkibasyon ortamina
ilave edildiginde aktivitedeki artis 4.5 misli dolaylarinda olmaktadir
(Tablo 2).

Tam bu verilerimize ve diger literatirlere (12,22,35,45,70,79)
dayanarak diyebilirizki Mn** iyonlan preinkiibasyon igin gereklidir ve Mn
ilavesi tim dokulardaki arginazlar gibi rumen doku arginazini da daha
dayantkli hale getirir ve aktive eder.

Enzimlerin aktivite gdsterebilmeleri i¢cin gerekli olan ve genellikle
metal iyonlarindan meydana gelen yan gruplarina kofaktér denir. Bir
metaloenzim olan arginazin, vazgecilmez kofaktérd iki degerlikli Mn'dir.
Arginazin tam aktivite gosterebilmesi, subunitlerine dissosiye olmamasi
ve quaterner yapisinin sekillenmesi igin her subdnitinin bir mol Mn¥*
icermesi gerekir (26,45,54). Bu amagla rumen doku arginazi igin uygun
Mn** konsantrasyonu tespiti yapiimistir.

Sekil 9'da gdéraldagu Gzere, rumen doku arginazi saflastinimadan énce

en yuksek aktiviteyi 1mM MnCIl, konsantrasyonunda vermektedir,

Saflagtinldiktan sonra ise en ylksek aktivitenin alindigi MnCl,
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konsantrasyonu 2mM'dir ve 2mM'1 agan MnCl, konsantrasyonlarinda enzim

aktivitesi belirgin olarak dismektedir (Sekil 72). Saflastirma igsleminden

sonra aktivite igin ihtiyag duyulan MnCl, konsantrasyonunun artmasinin

sebebi; daha Once belirttigimiz gibi je! filtrasyon ve diyaliz agsamalarinda
metal iyonlarinin ortamdan uzaklasmasidir.

Bazi dokular igin tespit edilen Mn**  konsantrasyonlarina
baktigimizda; insan karacigeri, eritrositi (22) ve tiroid dokusu (29) 2.5mM
,- takardgd 5mM (28), uterusu 0.8mM (22), karacigeri 2mM (54), serumu
50mM (19), koyun g6zl vitreusu 5mM (21), fare makrofaj arginazi icin ise
.1.25mM‘dlr (12). Saflagtinlmig, Idsemili insan lenfosit ve granulositi igin
0.01M (59), M.expansa i¢cin 0.5mM (50) ve insan karaciger arginazi igin
2mM'dir (5). Bu konu ile ilgili tim c¢aligmalarda ortak nokta manganin
arginaz aktivitesinde vazgecilmez bir kofaktér oldugu ve optimal mangan
derisiminin dokuya gére farklilik gdstermesidir.

Calismanin diger bir béliminde, farkli preinkibasyon isilarinda
dedigik surelerde, preinkibasyon yapilarak; maksimum arin almak igin
gereken preinkiibasyon zamani tespit edildi. Sekil 7 ve 70'de géraldigu gibi
enzim 50,55,60,659C'lik silarda preinkiibe edildiginde; gerek
saflagtirimadan 6nce gerekse saflagtirildiktan sonra en ylksek aktiviteyi
600C'de vermekte fakat preinkiibasyon siresi degdismektedir.
Saflastirilmadan 6nce en yiksek aktiviteyi 10 dakikada verirken,
saflastirlildiktan sonra 5 dakikada vermektedir. Bunun nedeni; saflagtirma
esnasinda protein miktarinin giderek azalmasi ve bu nedenle
preinkibasyonda uygulanan 1sinin, diger proteinler tarafindan
maskelenmeyip, direk arginaz proteini tarafindan alinmas! olabilir.
60°C'de 10 dakika preinkiibe edilmis enzim, Mn** ilave edilmig fakat
preinkibasyon uygulanmamis enzimden, %30 oraninda daha fazla aktivite

artig1 gostermektedir (Sekil 7), fakat saflastiriimis enzim (Sekil 70)
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600C'de 5 dakiké preinkiibe edilirse aktivitesi %200-225 artis
| gostermektedir. Bu verilere dayanarak diyebiliriz ki; enzim saflagtiril-
:dlktan sonra, saflagtinilmamisa oranla daha kisa bir preinkibasyon suresi
ile daha fazla aktive olabilmektedir.

Schimke (62), sigcan karaciger arginaz aktivitesinin, 0.056M MnCl,

varliinda 55°C'de 5 dakika preinkiibasyonla %110 arttigini bulmustur,
Colombo ve Konarska (15), 5mM MnCl, varliginda ve 550C'de 20 dakika

preinkibasyonla, eritrosit arginaz aktivitesinin 2-6, karaciger arginaz
aktivitesinin 4-5 kat arttigint bulmusglardir. Ayn arastiricitar, ayni
sartlarda insan tukdrigtnde preinkubasyon sonrasi ortalama. aktivitenin,
preinkibasyon uygulanmamistan 3 kez daha ylksek oldugunu bulmusglardir
(33). Ozan ve Gllen (47), sigir takarik, takirik bezi, karaciger ve eritrosit
arginazlarinin 53°C'de 18 dakika preinkibasyonu ve Mn**+ katyonlar
varlidinda aktivasyon diizeylerini kargilastirarak tukarok arginazinin %130,
ka'raciger ve tdkarik bezlerindeki arginazin %150-180 dolaylarinda
aktivasyona ugradlglm,’ eritrosit arginazinin ise preinktibasyondan
etkilenmedigini saptamiglardir.

Enzimatik reaksiyonlar viicut isisinda cereyan ettiginden inkibasyon
isist 379C olarak alinip reaksiyon igin gerekli inkilbasyon zamanini tespit
etmek amaci ile 0-5-10-15-20-25 dakikalar arasinda enzim ink(basyona
tabi tutulmustur. Elde edilen veriler grafige uygulandiginda, Sekil 5 ve
S,ekil 68 den de anlagildigt gibi enzim aktivitesi 15. dakikaya kadar lineer
bir artig gbstermekte, bu dakikadan sonra lineerlikten sapmaktadir.
Enzimin saflastirmadan onceki ve saflastirildiktan sonraki inkGbasyon
Zé'manl grafigi Sekil 5 ve 68'de goérlldagla gibi birbirinin aynidir. 15.
dakikadan sonra lineeritenin bozulmasi dikkate alinarak inkibasyon slresi
rumén arginazi i¢cin 13 dakika olarak alinip Gnite tarifi saate go6re

yapimistir.
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inkilbasyon siiresine gore Unite tanimi yapildigindan, arastlrldllar bu
konuda farkli sdreler kullanmis. ve aktiviteyi buna goére tanimlamiglardir.
Tiroid doku arginazi igin bu sire 30 dakika (29), karaciger igin 20 dakika
(22), eritrosit igin 8 dakika (22,69), uterus igin 20 dakika (22), vitreus
icin 9 dakika (21) olarak alinmigtir.

Calismada enzimin aktivitesi Uzerine farkli pH'larin ve tamponlarin

etkileri arastinimigtir. Bu amagla Tris-HCI, Glisin-NaOH ve NaHCOj;-
Na,COg4 tampon sistemleri kullaniimigtir. Gerek saflagtirildiktan sonra

(Sekil 71) gerekse saflagtirimadan once (Sekil 8) enzim en. yuksek
aktiviteyi Sodyum bikarbonat-Sodyum karbonat tamponunda verdiginden bu
tampon sistemi rumen doku arginazi i¢in en uygun tampon olarak alinmig ve
tim g¢alismalarimizda bu tampon kullaniimistir. Enzim saflagtiriimadan
once en ylksek aktiviteyi 9.7 pH'da (Sekil 8), saflastinldiktan sonra ise 10
pH'da (Sekil 71) vermektedir.

Arginazin- optimal pH'si birgok doku tariinde caligilmig ve argininin
arginaz ile hidrolizi icin gerekli optimal pH'nin doku tiriine goére degistigi
ve bu pH'nin 9.3-11 arasindaki bazik pH sinirlari iginde oldugu
bildirilmektedir (5,12,15,33,35,46,62,70,79).

Arginaz enzimi o6lgiminde arastiricilar farkli tampon sistemleri
kullanmiglardir. Spector ve ark. (70), Tris-HCI tampon sistemini kullanmisg,
insan yetigskin ve fotal, karaciger ve bobrek arginazinin optimum pH'sini
9.5-11 arasinda, gastrointestinal yol ve bdbreginkini ise 9.5 olarak bulmus,
pH:7.4'de aktivitenin %10-30 arasinda disik bulunabilecegini
belirtmiglerdir. Colombo ve Konarska (15), hem karacier hemde eritrosit
icin karbonat tamponu (pH:9.5), Gopalakrishna ve Nagarajan (19), insan
serum arginazi igin bikarbonat-karbonat tampon sistemi (pH:10.5)
kullanmiglardir. Van Elsen ve Leroy (79), Glisin-NaOH tamponu kullanarak

optimum pH"'I fibroblast, bobrek ve eritrosit igin 9.7, karaciger igin ise
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10 olarak bulmusglardir. Beriter ve ark. (5), saflastinlmig insan karaciger
arginazi ig¢in Glisin-NaOH tamponunu kullanmig, optimum pH't 9.3 olarak
bulmuglardir. Ozan ve ark. (50), saflagstinimig M.expansa arginazi igin en
uygun tamponun bikarbonat-karbonat tamponu (pH:9.5) oldugunu tespit
etmiglerdir.

Sekil 8 ve 71'de de goérildiga gibi rumen doku arginazi da bazik pH'da
optimum aktivite vermekte ve diger doku arginaziari igin belirlenmig olan
pH degerleri ile uyum gostermektedir. Deneyler esnasinda tampon ve
substratin pH's1 buldugumuz pH'ya ayarlanarak kullanimigtir.

Enzim UGzerine metal iyonlarinin etkisi arastinldiginda enzimin
maksimum aktiviteyi Mn** iyonlannin varliinda verdigi bulunmustur
(Tablo 2). Rumen doku arginazini aktive eden metal iyonlarini ve aktivasyon
ylzdelerini sirasi ile verecek olursak; Mnt* (%963) > Nit* (%466) > Cd*++
(%270) > Co** (%99) 'dir. Lit 'un (%9) enzim aktivitesi Gzerine etkisi
6nemsiz bulunmustur. Hgt+,Znt+ Ag*,Snt+ Cutt Fet*++ Pb** iyonlan hemen
hemen bltan aktiviteyi engellemektedir. Al*++ (%33), Mg*+t (%29), Bat+
(%49),K* (%51) 'un inhibisyon etkileri, V*3 (%54),Cr+¢ (%63),Cat+ (%64) 'a
oranla diguktir (Tablo 2).

Diger arastiricilarin yaptiklari galismalara bakacak olursak, dokuya
gére metal iyoniarinin aktivatér veya inhibitér etkilerinin degistigini
goérartz. Spector ve ark. (70), insan yetiskin ve fétal; karaciger, eritrosit,
bobrek, gastrointestinal kanal ve beyin dokularinda yaptikiar c¢aligmada,
Mn*+>Co**+>Mg*+ iyonlarinin enzimi aktive ettijini gostererek, Cat+*
iyonlarinin arginai aktivitesi UOzerine etkisini 6nemsiz bulmusglardir. Fare
makrofaj arginazinin metal iyonlarn tarafindan aktivasyonu siralanacak
olursa; Mn*+ > Cot* > Nitt > Zn ++ > Fet* > Nat veya K¥ 'dur (12). Tiroid doku
arginazini Mnt+ > Nit* > V+5 > Mg*+ > Co*+ > Cd*+ > Ca** 'un aktive ettigi,
Ag* > Hg** 'nin ise inhibe ettigi bulunmusgtur (29).

Rumen doku arginazinin, L-arginine karsi olan Km'ini aragtirmak
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amact ile enzim miktari sabit tutulup, L-argininin degisen
konsantrasyonl:armda enzim aktivitesi Ol¢llmagtar. Saflagtinimadan énce
ve saflastirildiktan sonra, enzimin aktivitesi; 2.5mM L-arginin
konsantrasyonuna kadar lineer artig gdstermekte, bu noktadan sonra
hiperbolik bir gérinim almakta ve 20mM L-arginin konsantrasyonundan
itibaren reaksiyon sabit hizla devam etmektedir. Bu egri tipik bir
Michaelis-Menten egrisidir. Burada maksimum aktivitenin yarisina tekablil
eden substrat konsantrasyonu, Km'i yani enzimin substratina karg! olan
ilgisini géstermektedir. Michaelis-Menten (Sekil 10, 73), Lineweaver-Burk
(Sekil 11, 74), Eadie-Hofstee (Sekil 12, 75) egrileri ile Km arastirildiginda
Km'nin 4mM civannda oldugu saptanmigtir. Enzimin, saflastinimadan énce
ve saflastinldiktan sonra substratina olan ilgisi degismemistir.

Rumen dokusunun kinetigi ile ilgili literatir bulamadigimizdan
kargilagtirma yapamamaktayiz. Ancak farkli dokulardaki arginazlarin,
saflagtinldiktan sonra Km'inin degismedigini goésteren literatur bilgileri
mevcuttur. Mesela; insan karaciger arginazinin saflagtiimadan énceki
Km'i 10,14mM (70), saflagtiriidiktan sonraki Km'i yine 10.5mM'dir (5).
insan eritrosit arginazinin saflagtinimadan énce L-arginine karsi olan Km'i
1.5mM (69), saflagtirildiktan sonraki Km'i 1.6mM'dir (28).

Calismanin diger bir béliminde arginine yapisal benzerlik gosteren
bazi guanidino. bilesiklerinin arginaz Uzerine etkileri arastirildi. Bu amagla
guanidino bilesikleri olan agmatin, kanavanin ve guanidin'in
konsantrasyonlari degistiriierek arginaz zerine etkileri incelendi. $ekil
13,14,15'den anlagildi§i gibi her G¢ guanidino bilegigide rumen doku
arginazini inhibe etmektedir. Cuanki bu bilesiklerin konsantrasyonlari
arttikgca arginaz aktivitesi duagsmektedir. Diger 6nemli bir nokta ise
kanavanin'in 0.35mM'dan itibaren (Sekil 13), guanidin'in ise 12mM'dan
itibaren (Sekil 15) enzim aktivitesini %100 engellemesidir. Bu ¢ bilegigin

hangi tip inhibisyona neden oldugu Michaelis-Menten kinetigi ile
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incelendiginde; agmatin, kanavanin ve guanidin varliginin, rumen doku
arginazinin, L-arginine olan Km'ini degistirmedigi, fakat Vmax'inin
azalmasina neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 16,17,18).
Lineweaver-Burk (Sekil 19,21,23) ve Eadie-Hofstee (Sekil 20,22,24)
egrilerinden de anlagildigi gibi bu ¢ bilesik enzimin nonkompetetif
inhibisyonuna sebep olmaktadir ve arginin konsantrasyonunun artmasi
inhibisyonu engelleyememektedir.

inhibitér 6zelligi gdsteren bu guanidino bilegikleri ile arginin
molekdld arasinda yapisal benzerlik bulundugundan bu bilegiklerin .enzimin
aktif merkezi diginda bir yere baglanip, enzimin U¢ boyutlu yapisini
bozarak inhibisyona neden oldugunu ileri surebiliriz.

Bu konu ile ilgili diger dokularda yapilan g¢aligmalar sinirli olup,
caligmalar arasinda farkliliklar mevcuttur. Beriter ve ark. (5),
saflastirllmis insan karaciger arginazi igin, substrat olarak L-arginin
yerine L-kanavanini kullandiginda, Km'in 10.5mM'dan 50mM'a c¢iktigini
tespit etmislerdir Yine baska bir galismada (28), arginin analogu olan
kanavaninin, saflastiriimis insan eritrosit arginazini, nonkompetetif
olarak inhibe ettigi bulunmustur. insan karaciger, eritrosit ve' uterus
dokularinda yapilan bir galismada (22), kanavaninin arginin yerine substrat
olarak kullanilamayacagdl ve kanavaninin karaciger enzimini kompetetif
inhibe ederken, eritrosit ve uterus arginazlarini etkilemedigi tespit
edilmigtir. Ayni galigmada insan karaciger, eritrosit ve uterus arginazi
Uzerine agmatinin herhangi bir etkisine rastlanamamigtir.

p-CMBA ve NEM'in rumen doku arginazina etkisi incelenmigtir. p-CMBA
ve NEM, enzimlerin aktif merkezinde, -SH grubu igeren aminoasitlerin olup
olmadigini belirlemek igin kullanilan kimyasal maddeler olup, bu maddeler
-SH gruplarini bloke ederek enzimin inhibisyonuna neden olmaktadir. Enzim
p-CMBA ve NEM ile preinkiibasyona tabi tutuldugunda; p-CMBA'in 7.5mM

civarinda %71 oraninda (Sekil 25), NEM'in ise 75mM civarinda %76 oraninda
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(Sekil 29) inhibisyona neden oldugu bulunmustur. Bu konu ile ilgili diger
cahgmalara baktigimizda; Ber ve ark. (3), rat karaciger arginazinin p-CMBA
ve NEM'den etkilenmedigini belirtirken, Muszynska ve ark. (44) bu
maddelerin aci1 bakla arginazt ve tavuk karaciger arginazi Uzerine
inhibisyon etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. insan tiroid dokusunda bu
iki kimyasal madde, arginaz enzimini nonkompetetif olarak inhibe ederken
(29), insan karaciger, eritrosit ve uterus doku arginazi Uzerine p-CMBA'in
herhangi bir inhibisyon etkisine rastlaniimamistir (22). Goéraldaga gibi bu
iki kimyasal madde, genellikle nonireotelik dokular igin ihhibit(’ir etki
g6stermektedir. Bu nedenle rumen arginazinin bu iki inhibitér tarafindan
inhibisyonu nonureotelik dokularinkine benzerlik gdstermektedir. Rumen
doku arginazi p-CMBA ($ekil 26) ve NEM ($ekil 30) tarafindan
nonkompetetif olarak inhibe edilmektedir. Bu sonuglar enzimin aktif
merkezinde fonksiyonel -SH gruplarinin varligini ve katalitik faaliyetin
bagariimasi i¢in -SH gruplarinin gerekli oldugunu gdstermektedir.

L-amino asitlerden valin, 16sin, izoldsin, ornitin, prolin, sistein, lizin,
histidin, hidroksiprolinin rumen doku arginaz aktivitesi Uzerine etkileri
incelenmigtir. 30mM valin %84 (Sekil 33), 40mM 16sin %77 (Sekil 37),
25mM izoldsin %86 (Sekil 41), 30mM ornitin %70 (Sekil 45), 40mM prolin
%49 (Sekil 49), 50mM sistein %72 (Sekil 53), 40mM lizin %58 (Sekil 57)
inhibisyona sebep olmaktadir. Goraldiga gibi rumen doku arginazinin;
izolésin, valin, I6sin, sistein ve ornitin prolin ve lizine gére daha kuvvetli
inhibitdrleridir. Bu amino asitler nonkompetetif inhibisyona sebep . olurken
histidin ve hidroksiprolinin rumen doku arginaz aktivitesi Gzerine herhangi
bir etkisi bulunamamistir.

Muszynska ve Wojtczak (45), amino asitleri ligand olarak kabul
etmekte, arginaza bu ligandlarin baglanmasinin, arginazin konformasyonel
degisimine sebep oldugunu ve bununda enzim-substrat kompleksinin

turnover'ini bozdugunu belirtmektedir. Ayni c¢alismada, sigan karaciger
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arginazini L-amino asitlerden ornitin ve lizinin kompetetif, valin, 16sin,
izolésin ve sisteinin ise nonkompetetif tipte inhibisyona ugrattigi
belirtilmistir.

Valin, 16sin, izoldsin, ornitin, prolin, lizinin laktasyondaki rat meme
bezi arginazini kompetetif olarak inhibe ettigi ve bu amino asitlerden
ornitin, lizin, valinin meme bezi arginazini prolin, 18sin, izolésinden daha
kuvvetlice inhibisyona ugrattigi bulunmustur (17).

Prolin pH 9.5'ta rat bobrek arginazi A,'l kompetetif, karaciger
arginazi A;'i nonkompetetif inhibe etmigtir. pH 7.5'ta inhibisyon her iki

enzim iginde nonkompetetiftir. Losin, izoldsin, valin rat karaciger
arginazini kompetetif, bdbrek arginazini nonkompetetif olarak. inhibe
etmektedir. Bobrek arginazi prolinle inhibisyona karaciger enzimine gore
¢ok daha fazla duyarlidir. Karaciger arginazida Idsin, izolésin ve valin gibi
dallanmig zincirli amino asitlere bdbrek arginazindan daha duyarhidir.

Hidroksiprolin bodbrek arginazi A, 'G inhibe ederken karaciger arginazi Ay

Uzerinde Onemsiz bir etkiye sahiptir (10). Bu c¢alismada hidroksiprolinin
(Sekil 61) inhibitér etkisine rastlanamamistir.

Rat karaciger arginazinin aktif merkezinde histidin amino asidi
bulunmakta ve histidindeki imidazol grubunun, Mn-imidazol etkilesmesi ile
enzimi aktif forma doénastirdiga bildiriimektedir (4). L-histidinin rumen
doku arginazi Uzerine herhangi bir etkisinin tespit edilememesi (Sekil 62)
enzimin aktif merkezinde aktiviteden sorumlu histidil artiginin
bulunabilecegini dusindirmektedir.

Amino asitler konusunda yapilan c¢aligmanin digerlerinden farki,
kullandigimiz amino asitlerin daha ylksek konsantrasyonlarda inhibitor
etki gostermesi ve inhibitér etkisi olan bu amino asitlerin hepsinin, rumen
doku arginazini nonkompetetif olarak inhibe etmesidir. Nonkompetetif

inhibisyona sebep olan bu amino asitlerin, enzimin aktif merkezi diginda
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bir bdlgeye baglanip, enzimin konformasyonel degisimine sebep olarak
inhibitor etki gosterdigi disinuaimektedir.

Arginazin arginini hidrolize etmesi sonucu olugan ornitin, arginazi
inhibe ederken, diger uarin olan (re herhangi bir inhibitor etki
gostermemektedir. Bir Gre analogu olan tiyolrenin, rumen doku arginazinin
inhibitérd oldugu ve 4mM tiyolrenin enzim aktivitesini %38 inhibe ettigi
bulunmusgtur (Sekil 63). Tiyolre, eritrosit (69) ve tiroid (29) arginazlarinda
oldugu gibi rumen doku arginazinida nonkompetetif inhibe etmektedir (Sekil
64,65).

Fotal déonemde ve erken postnatal dénemde bagirsakta arginaz
aktivitesi dusikken, sutten kesilme ile barsaktaki arginaz aktivitesi
yetigkin seviyesine ylkselir (34,58). Arastinicilar bunu; alinan proteinierin
fotal ve erken postnatal yasamda, vilcutta fazla nitrojen depolanmasinda
(vhcut proteinlerinin yapiminda) kullaniimasina baglarlar (58).

Laktasyonun baglangi¢ devresinde Ure ddnglsu enzim aktivitesi kismi
veya tamamen yoktur. Bu nedenle bagirsak glutamin sentetaz aktivitesi
dogumdan 5-10 gin sonra maksimuma ulasir, daha sonra 'yetigkin
seviyesine duser. Laktasyon ortasindaki bu artigs sindirim sisteminde
olusan fazla amonyagin detoksifikasyonuna ihtiyag duyuldugu igindir.
Cuinkl perinatal hayatta glutaminin sentez ve salinmasinda kaslar
yetersizdir (58).

Vicut agirhigina oranla fazla agirliga sahip olan mide ve bagirsak,
amino asitlerin organlar arasindaki kullaniminda ve amino asitlerin yemek
sonras! katabolizmasinda 6nemli rol oynar. Bu nedenle; Remesar ve ark.
(68), ratlarin ince bagirsak bélimlerinde bulunan arginazin amino asit
metabolizmasiyla ilgili oldugunu ve buradaki arginazin muhtemelen
argininin tiketilmesi ve poliamin biyosentezinde rol aldigimi ileri
surmuglerdir. Rat midesinde olgulebilir dizeyde arginaz aktivitesi

bulamayan Remesar ve ark. bunu bagirsak ile kiyaslayarak, midede
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amonyagin farkh vyollarla kullanmildigint ileri stirmuslerdir.

Ruminantlarda amonyagin buydk miktarlar ruminal mikroorganizmalar
tarafindan dretilir ve bu amonyagin bir kismi rumen mukozasindan portal
kana absorbe edilir ve karacigerde ureye cevrilir. Bu nedenle amonyak
detoksifikasyonu, nonruminantlardan ziyade ruminantlar igin ¢ok gereklidir
(63).

Ruminal igerikde mevcut amonyak, portal kandakinden yaklagsik 60 kez
fazladir. Amonyagin fazla diffize olabilmesi ve portal kanda amonyagin
kismi olarak az miktarda olusu g6z 6nune alinarak, ruminal mucozada
amonyak kadar toksik Dbilesiklerin detoksifikasyonunun farkl
mekanizmalarla olustugu sdylenebilir (42).

Aminlari ve ark. (1), arginazin seviyesinin sindirim sisteminin
muskuler ve epitelyal tabakalari arasinda onemsiz farkliliklar goésterdigini
tespit etmis ve rumen arginazinin karaciger ile kiyaslandiginda amonyak
detoksifikasyonunda ©&nemli bir rol oynamadigini, rumen doku
epitelyumunda Glutamat dehidrogenaz, glutamin sentetaz ve
transaminaziar gibi amonyak kullanan diger enzimlerin bu mekanizmada
etkili olabilecegini ve diger ekstrahepatik dokular gibi rumenin de arginazi
dre doénglisinden baska amaglar icin kullandigini ileri stirmuislerdir.

Rumen homojenatinda Kusen tarafindan tanimlanan (re sentezi
Yugoslav arastiricilar tarafindan tasdiklenememistir (42). Rumen
dokusunda Krebs-Henseleit Gre dénglsi- bulunmayip, sadece dénglinun iki
enzimi olan Arginaz ve Ornitin transkarbamilaz bulunduguna gére rumende
bulunan bu enzimlerin; amonyagin detoksifikasyonundan ziyade nitrojenli
bilegiklerin, rumen igerigi ile rumen veni arasinda resirkilasyonundan
sorumlu olabilecegi ileri strilmektedir (24,36).

Konarska ve ark. (32), ince bagirsak, bébrek ve beyin dokularinda
arginaz enziminin varligini Ure seritezinden g¢ok poliamin senteziyle

ilisiklendirmiglerdir.
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Ancak Ure sentezi olmayan rumen gibi karaciger dlglndaki birgcok
dokuda ve {(reotelik olmayan bazi canhlarda aktif arginaz enzimi
bulunmasi, arginaz enziminin amonyagin detoksifikasyonu iglemi disinda da
bazi gérevieri olabilecegi disincesini giindemde tutmaktadir (1,30,34,81).

Arginazin Gre sentezi disindaki iglevleri Uzerinde yapilan c¢alismalar,
bu enzimin organizmada Qre sentezi diginda iki 6nemli sentez yoluyla olan
iligkisini ortaya koymustur. Arginazin etkisi ile olusan ve nonprotein amino
asit olan ornitin organizmada 3 o6nemli metabolik yolda kullanilabilir.
Bunlardan birincisi Gre déngisa tarafindan yeniden kullaniimasidir.
Déngunin en son asamasinda meydana gelen ornitin , karbamoil fosfat ile
birlegerek ddénglyu yeniden baslatmaktadir. Ornitinin ikinci bir kullanim
yeri; hucrelerin bélinmesi ve farklilagmasi icin gerekli olan poliaminlerin
biyosentezidir. Bu sentez yolunun, ilk enzimi ornitin dekarboksilaz enzimi
ornitini putresine doénlstirmektedir. Putresin ara kademelerden gegerek
spermin ve spermidin gibi poliaminleri meydana getirmektedir.
Poliaminier, kultire edilmis memeli ve bakteri hicreleri igin blylime
faktérd olup, DNA, RNA biyosentezinin uyarilmasi ve DNA stabilizasyonu
yaninda hi]cre butinlaginiin, subselliler organellerin ve membranlarin
stabilizasyonundan da sorumludur (1,10,32,58). Ornitinin bir diger kullanim
yeri ise prolin ve glutamat sentezidir. Kollagen ve kazein gibi bazi énemli
proteinlerin yapisina katilan prolin ve hidroksiprolin, transaminasyon
reaksiyonlari ile ornitinden sentez edilmektedir (30,81). Ornitinden olusan
glutamat ise amonyum iyonu transportu, enerji metabolizmasi, amino
asitlerin biribirine c¢evriminde anahtar bir ara metabolittir (30).

Ruminantlarin 6n midelerinde higbir sindirim fermenti salgilanmadig:
halde sindirim olaylarinin en ©&nemli boélimd 6én midelerde cereyan
etmektedir. Bu nedenle yukarida belirttigimiz fonksiyonlar, fizyolojik
olarak gok aktif rumen dokusu icin gerekli olup diger extrahepatik'dokular

gibi rumen doku arginazinin d6nemide glutamat, prolin ve poliaminlerin
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biyosentezi icin gerekli éncil molekdl olan ornitini Gretmek olabilir.

Arginazin iki farkli gen lokusu tarafindan kodlandigini (8,71) , ayrica
poliaminlerle ve protein sentezi ile iligkisini g6z 6ninde tutarak, bugin
sahip oldugumuz bilgiler 1g1§inda, rumen doku arginazinin Ure sentezinden
sorumlu gen lokusu tarafindan degilde, poliamin veya protein sentezinden
sorumlu gen lokusu tarafindan kodlanabilecegini spekullatif olarak ileri
strebiliriz.

Ruminantlarda rumende olusan amonyak giris kisminda belirttigimiz
gibi "Rumino-hepatik azot dolagimi” na girmektedir. Rumende (re déngisi
bulunmadigina ve rumende bulunan arginaz amonyagin detoksifikasyonunda
g6rev almadigina goére; Rumen arginazinin amonyagin detoksifikasyonu
digsindaki fonksiyonu ne -olabilir? Rumende bulunan arginaz poliamin ve
protein sentezi igin gerekli ornitini mi Gretmektedir? Bu nedenlerle bu
metabolik yollarin ilk enzimatik basamagini katalize eden, Ornitin
aminotransferaz (Ornitini prolin sentezine yodnelten) ve .Ornitin
dekarboksilaz (Ornitini putresine doén(istiren) enzimleri rumende mevcut
mudur? Arginazin hicre igi yerlesimi ile gérev aldigi biyosentez yolu
arasinda bir iliski var midir? sorulari Gzerinde durularak, rumen
arginazinin metabolik 6neminin ortaya konulmasi gerekmekte olup,

laboratuarimizda g¢alhigmalarimiza bu yénde devam edilecektir.
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5. 0ZET

Bu c¢aligma, sigir rumen doku arginazinin bazi 6zelliklerinin
‘'saptanmast amaci ile vyapildi. Arastirma materyalleri Elaziy Elet
Tesislerine kesim igin gelen sigirlardan temin edildi. Calisma metodu
“olarak Tiyosemikarbazid Diasetilmonoksim Ure (TDMU) metodu kullanilds.

Sigir rumen doku arginazinin, saflastiriimadan énce ve
ils‘aﬂagtlrildlktan sonra bazi biyokimyasal o&zellikleri karsilastiriidi.
Arginazin, saflagtinimadan 6nce ve saflastinidiktan sonra, preinkiibasyon
Isisinin - (60°C) ve substrati L-arginine karg:i olan Km'inin (4mM)
degismedigi saptandi. Saflastirilmadan o6nce preinkilbasyon slresi 10
dakika, ‘optimal pH 9.7 iken, saflagtirildiktan sonra preinkiibasyon slresi 5
dakika, opﬁmal pH ise 10 olarak bulundu. Yine saflastirilmis enzim 2mM

MnCl, konsantrasyonunda en ylksek aktiviteyi verirken, saflagtiriimamis

enzim 1mM MnCl, konsantrasyonunda en yiksek aktiviteyi vermektedir.

Neticede, enzimin aktivasyonu igin Mn** iyonlarinin ve 60°C'de
preinkibasyonun gerekli oldugu tespit edildi.

Valin, l6sin, izoldsin, ornitin, prolin, sistein, lizin gibi L-amino
asitler enzimi nonkompetetif olarak inhibe ederken, histidin ve
hidroksiprolinin enzim aktivitesi (zerine herhangi bir inhibitér etkisi
bulunamamistir.

Guanidino bilegiklerinden agmatin, kanavanin, guanidin enzimi
nonkompetetif olarak inhibe etmektedir. 0.35mM kanavanin, 12mM guanidin
enzimin %100 inhibisyonuna neden olmustur.

Rumen doku arginazinin p-CMBA ve NEM tarafindan nonkompetetif
inhibisyonu, bu enzimin aktif merkezinde fonksiyonel -SH gruplarinin

varligini goéstermektedir.
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6. SUMMARY

The aim of this study was to establish some properties of rumen
tissue arginase in cattle slaughtered at Elet abattoir in Elazi§, using
Thiosemicarbazide Diacetylmonoxime Urea method as the criterion.

Some biochemical properties of purified and non-purified rumen
tissue arginase were compared. It was found that pre-incubation
temperature (60°C) of arginase and Km (4mM) to its substrate, L-arginine,
did not change before and after purification. While pre-incubation period
was 10 min and optimal pH 9.7 before purification, pre-incubation period
was found to be 5 min and optimal pH 10 after purification. Purified

enzyme achieved its highest activity at 2mM MnCl, concentration, whereas
non-purified enzyme gave the highest activity at 1mM MnCl, concentration.

Consequently, it was determined that Mn** cations and pre-incubation at
600C were essential for the activation of the enzyme.

L-amino acids, such as valine, leucine, isoleucine, ornithine, cysteihe,
proline, .lysine inhibited the enzyme activity noncompetitively. On the other
hand, histidine and hydroxyproline were not determined to have any
inhibitory effect on the enzyme activity.

Among guanidino compounds, canavanine, agmatine and guanidine
inhibited the enzyme noncompetitively; 0.35mM canavanine and 12mM
guanidine caused 100% inhibition in the enzyme's activity.

The noncompetitively inhibition of rumen tissue arginase by p-CMBA
and NEM indicates that functional -SH groups may be present in the active

centre of this enzyme.
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