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Ratlara Uygulanan Kursun Asetatin Karaciger Arginazina
Etkisi ve Enzimin Bazi Kinetik Ozellikleri

Kentlerde bulunan endistriyel artiklar ve motorlu arag egsozlarindan yayilan kursun (Pb) gesitli
saglik problemlerine yol agmaktadir. Kent yasaminda ve kursun kullanilan endustri dallarinda
kursuna maruziyet sonucu akut veya kronik zehirlenmeleri goriilmektedir. Ure siklusunun son
basamagini katalize eden arginaz arginini ornitin ve lreye hidrolize eden bir enzimdir. Arginaz
aktivitesinin en ylksek oldugu organ karacigerdir ve arginaz, memeli karacigerinde amonyagin
detoksifikasyonundan da sorumlu bir enzimdir. Bu galismada; kursun asetatin rat karaciger doku
arginazi Uzerine olan etkisi ve enzimin bazi kinetik &zellikleri arastirlmasi amaglanmistir. Bu
amacla, 8 haftalik 250120 g agirhginda, 28 adet erkek Wistar cinsi rat dort gruba ayrildi. Grup-I;
kontrol grubu, Grup-ll; 25 mg/kg kursun asetat uygulanan grup, Grup-lll; 50 mg/kg kursun asetat
uygulanan grup, Grup-1V; 75 mg/kg kursun asetat uygulanan grup. Kursun asetat Grup II, Il
IV’deki ratlara 1 mL serum fizyoloji igcinde 7 giin boyunca sabah aksam intraperitonal (i.p) olarak
uygulandi. Deney sonunda tim gruplardaki ratlar anestezi altinda dekapite edildi, karaciger
dokular alindi ve spektrofotometrik yontemlerle arginaz aktiviteleri ve enzimin bazi kinetik
ozellikleri galigildl. Kontrol ve kursun asetat iceren denek gruplarinda karaciger doku arginazi igin
preinkiibasyon 1sisi 65°C, preinkiibasyon zamani 20 dakika, inkiibasyon zamani 18 dakika ve
optimum pH: 10 olarak saptandi. Enzimin en yiksek aktiviteyi 3 mM MnCl, konsantrasyonunda
verdigi belirlendi. Arginaz enziminin aktivasyonu igin Mn*2 iyonlarinin ve 65°C’de preinkiibasyonun
gerekli oldugu tespit edildi. 50mg/kg kursun asetat igeren rat karaciger doku arginazinin L-arginine
karsi olan Km’inin 8.5 mM, kontrol grubunun ise 11.5 mM civarinda oldugu bulundudu ve Pb
varliginda Km ve Vmax’in azaldigi gézlendi ve meydana gelen inhibisyonununun kompetatif oldugu
saptandi. Ayrica uygulanan kursun miktar arttikga arginaz aktivitesinin azaldigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Kursun asetat, arginaz, kinetik, rat, karaciger.

Effects of Lead-Acetate on Liver Arginase and Some Kinetic Properties of the
Enzyme in Rat

The lead spreading from the industrial wastes and exhaust of the motor vehicles causes various
health problems. The occurance of chronic and acute poisioning is observed as a consequence of
lead exposure in industrial branches in urban life. Arginase which is thelast enzyme of the urea
cycle is responsible for the detoxification of ammonia in mammals by hydrolysing arginine to
ornithine and urea. Also the liver is the organ which has the highest arginase activity. The aim of
this study was to find out some kinetic properties of rat liver arginase applied lead acetate. In this
study, 28 Wistar albino male rats were used with the weight of 250420 grams and approximately 8
weeks old, and divided 4 groups; Group-l: Control group,1 mL physiological-saline-solution/i.p,
Group-ll: Lead-acetate 25 mg/kg-i.p, Group-lll: Lead-acetate 50 mg/kg-i.p, Group-IV: Lead-acetate
75 mg/kg ip. The lead-acetate was added into 1 mL physiological saline solution within 7 days, it
was applied twice a day (morning-eveninig) intraperitoneally. At the end of the experiment, the rats
in all groups were sacrificed by using the anesthesia and liver tissues were taken. The
preincubation temperature for rat liver tissues was determined at 65°C and the preincubation time
at 20 minutes, incubation time at 18 minutes and optimum pH at 10. It was observed that the
enzyme showed the highest activity of 3 mM MnCl, concentration. As a result, it was determined
that Mn*? ions and preincubation at 65°C is required for the activation of the enzyme. It was
observed that Km of the rat liver which was opposite to L-arginine of tissue arginase including lead-
acetate 50 mg/kg-i.p was aproximately 8.5 mM and control group was a proximately 11.5 mM. As a
result, it was observed that decreasing Km and Vmax in the presence of Pb caused uncompetitive
inhibition. Besides it was determined that when the amount of lead-acetate increased the arginase
activity decreased.

Key Words: Lead-acetate, arginase, kinetic, rat, liver.

Girig
Kursun (Pb) organizma igin toksik bir metaldir. Endistride; pil, akiimulatér, boya,

pigment, plastik, oyuncak, seramik sanayinde ve doékiumhanelerde yaygin olarak
kullaniimaktadir (1). Konserve gidalarin saklanmasi, sular, endlstriyel baca dumanlari

" Bu arastirma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP, Proje
No: VF.12.16) tarafindan desteklenen Yiiksek Lisans tezinden 6zetlenmistir.
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ve benzin igindeki kursunun motorlu ara¢ egzozlarindan
yayllmasi sonucu olusan buhar ve dumanlarinin
solunmasi ile insan ve hayvan saghgi zarar gérmektedir
(2). Kursun organizmaya genel olarak en fazla solunum
havasiyla akcigerlerden, daha az sindirim yoluyla su ve
gidalarin mide sivisinda ¢ozulip emilmesiyle alinirken,
en az da cilt yoluyla emilerek alinmaktadir (2). Kursun
kan araciligiyla; beyin, merkezi sinir sistemi, karaciger,
bdbrek, hematopoetik sisteme girerek organlar Uizerinde
akut ve kronik zehirlenme etkisi gosterip, digki, idrar ve
ter yoluyla da organizmadan atiimaktadir (3, 4). Akut
kursun zehirlenmesinde; viicut salgilarinda artisa,
kusmaya, siddetli karin agrisina, idrar ¢ikarmada zorluga
ve Olimlere sebep olabilmektedir (2). Kronik
zehirlenmede ise; mukozalarda 6zel gri-sarimtirak soluk
renge, sinir uglarinda felge, yorgunluk, bitkinlik, bas ve
eklem agrilarina, istahsizlik, mide—bagirsak bozukluklari,
kabizlik, anemi, damar daralmalari sonucu bdbrek
yetmezligine neden olmaktadir. Ayrica hemolitik anemi,
toksik hepatit ve ensefalopatiye de sebep olmaktadir (3,
5).

Aminoasitlerin yikimi sonucu ortaya ¢ikan toksik bir
madde olan amonyagin detoksifikasyonu ile karacigerde
bir dizi reaksiyon sonucu Krebs Henseleit tre dongusu
ile Grenin biyosentezi gergeklesmektedir (6, 7). Ure
siklusunun en son basamagini katalize eden bir enzimi
olan arginaz (L-Arginin amidinohidrolaz; EC3.5.3.1) L-
arginini, tire ve ornitine hidrolize eder. Ure bébrek yolu ile
atilirken, ornitin de prolin ve poliamin sentezinde rol
oynar (8). Karaciger disinda Ure doénglsli olmayan;
eritrosit, 16kosit, trombosit, beyin, bagirsak, bdébrek,
pankreas, akciger, meme bezi, testis, tuklrik bezi,
plesenta, deri, iskelet ve kalp kasi gibi birgok doku ve
organda da arginaz enzimine rastlanmaktadir (9, 10).

Bu calismada, yasam alanlarinda yaygin olarak
bulunan ve toksikbir madde olan kursun asetatin, ratlara
farkh dozlarda uygulanmasi sonucu, rat karaciger
arginaz aktivitelerine etkisi ve enzimin bazi kinetik
ozelliklerinin incelenmesi amagclandi.

Gereg ve Yontem

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Birimi'nden temin edilen, 8 haftalik, 250+20 gram
agirhginda 28 adet erkek Wistar cinsi albinoratlar
kullanildi. Ratlar deney Oncesi ve deney sirasinda
standart sartlarda (22-24 C sabit i1s1 ve havalandirmali
odalarda; 12 saat gin 1s1g1 ve 12 saat karanlik
fotoperiyodunda olmak Uzere) 4’erli gruplar halinde 6zel
kafeslerde bekletildi. Ratlarin beslenmesinde standart rat
pellet yemi ve igme suyu kullanildi.

Calisma igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu onayr (22/05/2012 tarih 2012/6 sayili toplanti,
karar no:62) alinarak; ¢alisma standart deneysel hayvan
calismalar etik kurallarina uygun olarak yapildi.

Sekiz haftalik 28 adet erkek Wistar cinsi albino ratlar
rastgele 4 gruba ayrildi (n=7). Gruplar su sekilde
olusturuldu; Grup-l; kontrol grubu, Grup-ll; 25 mg/kg
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kursun asetat uygulanan grup, Grup-lll; 50 mg/kg kursun
asetat uygulanan grup ve Grup-lV; 75 mg/kg kursun
asetat uygulanan grup. Kursun asetat 1 mL serum
fizyolojik icerisinde hazirlanarak, 7 giin boyunca sabah
aksam birer kez olmak Uzere intraperitonal (i.p) yolla
uygulandi. Deney sonunda tum gruplardaki ratlar
ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) anestezisi
altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan
ratlarinkaraciger dokulari %0.9’luk NaCl ile yikandi ve
paketlenerek —80°C de derin dondurucuda calisma
gliniine kadar saklandi.

Karaciger doku ornekleriiki sizge¢ kagidi arasinda
kurutularak 1 g tartildi ve distile su ile 10 mlL'ye
(agirlik/hacim) tamamlanarak, ornekler parcalandiktan
sonra Potter—elvehjem (cam-cam) homojenizatdrle
homojenize edildi. Homojenatlar +4°C’de 13.500 rpm’de
15 dakika santrifligasyon iglemine tabi tutulduktan sonra
ayrilan sipernatantlar enzim kaynagi olarak kullanildi.

Arginaz aktivitesi, tiyosemikarbazid-diasetiimonoksim
ure (TDMU) yoéntemi esas alinarak olguldi (11).
Yontemin prensibi, arginaz tarafindan L-argininin hidrolizi
ile olusan Urenin 540 nm dalga boyunda spektrometrik
olcimine dayanmaktadir. Bir Unite Arginaz aktivitesi; 1
saatte 37°C’de L-argininden 1 ymol Ure olusturan enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir (umol
Ure/saat/mg protein) (11, 12). Doku proteinlerinin
O6lgiminde ise modifiye edilmis Lowry ve ark. (13)
yéntemi kullanildi.

Arginaz aktivite tayini igin, sipernatant 1 mM MnCl,
cozeltisi ile sulandirildi, 65°C’de 20 dakika metabolik su
banyosunda preinkiibe edildi. Preinkiibe edilen érnekler
enzim kaynagi olarak kullanildi. Tup igcindeki enzimatik
karisim 1 mL olup; 65 mM’lik L-arginin’den (pH=10) 0.3
mL ve 150 mM’hk karbonat tamponundan (pH=10) 0.4
mL igerecek sekilde dizenlendi. Tiplere dénce L-arginin,
sonra karbonat tamponu, daha sonra da (izerine
preinkibasyon uygulanan enzim kaynagindan 0.3 mL
ilave edilip, 37°C’de 10 dakika sallantili metabolik su
banyosunda tutularak enzimatik tepkime baslatildi. 10
dakikalik inklibasyon siresi sonunda tlplere 3 mL asit
karigsimi ilave edilip enzimatik tepkime durduruldu. Asit
ilavesinden sonra tuplere 2’ser mL renk ayiraci eklendive
tipler vorteksle karistirlarak, 10 dakika kaynar su
banyosunda tutuldu ve renk olusumu saglandi. Kaynar
su banyosundan c¢ikan tipler musluk suyu altinda
sogutularak UV/VIS spektrofotometrede (Shimadzu UV-
240, Japonya), 520 nm dalga boyunda okundu, Ure
miktarlari sifir zaman koérlerinin  (zero time blank)
absorbanslarinin ¢ikariimasindan sonra degerlendirildi.

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 programi ile
Kruskal Wallis ve Mann Whitney-U testi kullanilarak
yapildi. Kruskal-Wallis Varyans Analizi ile gruplar arasi
kargilagtirmalar, Mann-Whitney-U testi ile gruplar
arasindaki farkhihdin 6nemli olup olmadigi test edildi.
Tdm sonuglar ortalamatstandart hata olarak ifade edildi
ve P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Bulgular

1-Preinkiibasyon Isisinin Tesbiti: Rat karaciger
arginazi  Uzerine preinkiibasyon isisinin  etkisini
arastirmak igin enzim kaynagi 1 mM MnCl; varliginda 40-
70°C’ler arasinda preinkiibasyon isilarina tabi tutuldu ve
enzim aktivasyonunda en uygun preinkibasyon isisi
65°C olarak kabul edildi (Sekil 1).
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Sekil 1. Rat karaciger doku arginazinin preinkiibasyon
Isisina bagli olarak degisimi

2- Preinkiibasyon Siresinin Tesbiti:
Preinkibasyon siresinin tesbit etmek igin, 1 mMhk
MnCl, varliginda ve 65°C preinkiibasyon isisinda, 0-25
dakikalik zaman araliklarinda enzim aktivitesi incelendi.
Enzimin maksimum aktiviteye 20. dakikada ulastigi
gortldi ve optimal preinkiibasyon silresi 20 dakika
olarak kabul edildi (Sekil 2).
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Sekil 2. Rat karaciger doku arginazinin preinkiibasyon
suresine bagh olarak degisimi

3- Mangan lyonlarinin Etkisi: Mangan iyonlar
arginaz enzimi igin gereklidir. Bu ylUzden arginaz
aktivitesi Uzerine mangan iyonlarinin etkisini arastirmak
icin 0-10 mM konsantrasyonlari arasinda degisen MnCly,
preinkibasyon ortamina ilave edildive enzim aktivitesi
incelendi. Enzim aktivitesinin o6zellikle 2 mM MnCl;
konsantrasyonuna kadar ylkseldigi, 2 mMhk MnCl;
konsantrasyonundan sonra 5 mM MnCl, varliginda
aktivite  sabit devam ettidi, 5 mM MnCl,
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konsantrasyonundan sonra distigu tespit edildi. Enzimin
en yuksek aktiviteyi, 2 mM’lik MnCl; konsantrasyonunda
g6stermesinden dolayi rat karaciger doku arginazi igin en
uygun MnCl, konsantrasyonu 3 mM olarak kabul edildi
(Sekil 3).
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Sekil 3. Rat karacier arginazinin  MnCl;

konsantrasyonuna bagh olarak degisimi

4- inkiibasyon Siiresinin Tesbiti: Rat karaciger
arginazi igin optimum inkibasyon suresinin
saptanmasinda enzim kaynagi 0-25 dakikallk zaman
dilimlerinde inklibasyona tabi tutuldu ve bunu argininin
hidrolizi izlendi. Enzim igin optimum inkiibasyon siresi
18 dakika olarak belirlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. Rat karaciger arginazinin inkiibasyon zamanina
bagli olarak degisimi

5- pH’nin Etkisi: Rat karaciger doku arginazinin
optimal pH’sini tespit etmek icin pH 8.6'dan pH 11’e
kadar olan sinirlar icinde farkli tampon c¢ozeltileri
hazirlandi. Bu tamponlardan pH 8.6-10.6 arasinda olan
Glisin-Sodyum  hidroksit tamponu, pH’si 9.2-10.2
arasinda aktivite gosteren sodyum bikarbonat- sodyum
karbonat tamponu ve 9.0-10.9 pH’larinda olan sodyum
bikarbonat-sodyum  hidroksit tamponu  kullanilarak
belirtilen pH sinirlart iginde en yuksek aktivitenin
g6ruldugi pH ortami tespit edilmeye caligildi. En yiksek
aktivite pH 10-10.1'de sodyum bikarbonat-sodyum
karbonat tamponu varliginda elde edildi. Sonugta rat
karaciger arginaz aktivitesi icin gerekli olan tamponun
sodyum bikarbonat-sodyum karbonat tamponu ve
optimal pH’ nin da 10 oldugu kabul edildi (Sekil 5-6).
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Sekil 6. 50 mg/kg kurgsun-asetat uygulanan rat karaciger
arginaz’inin pH’si

6-Arginin Konsantrasyonunun Etkisi: Rat
karaciger doku arginazi icin optimal sartlar tesbit
edildikten sonra, arginazin substrati olan L-arginine karsi
Km’i Michaelis-Menten kinetigi ile incelendi (Sekil 7).
Goruldugl Gzere kontrol grubu 15 mM’a, Pb grubu 10
mM’a kadar olan L-arginin konsantrasyonundaki artis
enzim aktivitesinde lineer bir artisa neden oldu ve bu
noktadan itibaren dogrusallik yavas yavas kaybolarak,
yerini hiperbolik bir gériniime birakti (Sekil 7). Enzim
aktivitesinin L-arginin konsantrasyonuna bagl olarak
degisimi Michaelis-Menten esitligi yaninda, Lineweaver-
Burk egrileriyle de incelendi (Sekil 8); 50 mg/kg kursun-
asetat igeren grubun karaciger doku arginazinin L-
arginine kargi olan Km’inin 8.5 mM civarinda, kontrol
grubunun ise 11.5 mM civarinda oldugu bulundu.
Neticede, enzimin Vmax ve Km degerlerinin farkli olmasi
inhibisyonununun kompetatif tipte oldugunu
gOstermektedir.
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Sekil 7. Rat karaciger arginazinin Michaelis-Menten
Grafigi ile gosterilmesi
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Sekil 8. Rat karaciger arginaz aktivitesinin Lineweaver-
Burk egrisi ile gosterilmesi

7- Gruplarin Arginaz Aktiviteleri: Karaciger doku
orneklerinin; kontrol grubunda 1/1500 sulandirma, kursun
gruplarinda 1/300 sulandirma yapildi. Kontrol grubu ile
25 mg/kg, 50 mg/kg ve 75 mg/kg kursun asetat
uygulanan gruplarin arginaz aktiviteleri kargsilastirildi.
Kontrol grubu ile 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg kursun
asetat gruplarinin arginaz aktiviteleri arasindaki farkliligin
istatistiki agidan 6nemli oldugu (P<0.05), uygulanan
kursun-asetat dozundaki artisla, enzim aktivitesindeki
azalmanin arttigi belirlendi. 25 mg/kg ve 50 mg/kg‘lik
kursun asetat gruplari arasindaki farklihgin ise istatistiki
acidan 6nemli olmadigi saptandi (Tablo 1, Sekil 9).

Tablo 1. Gruplarin karaciger arginaz aktivitesi ortalama degerleri

Grup | Grup I Grup lll Grup IV

Gruplar (Kontrol) (25 mg/kg Pb) (50 mg/kg Pb) (75 mg/kg Pb) P
X + SE X + SE X+ SE X + SE

Arginaz Aktivitesi (Unite) 20 +2.7° 40+2.1° 34.28 +1.4° 20 +1.3° 0.002

25 Ayni satirda farkli harfler arasinda anlamli farklilik vardir (P<0.05).
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Sekil 9. Gruplarinin karaciger doku arginaz aktivitelerinin
karsilastiriimasi

Tartisma

Genel olarak enzim vyapilarinin protein kaynakl
olmasi nedeniyle enzimler isiya dayanikh degillerdir.
Enzimlerin maksimum aktivite gésterdigi i1sinin Uzerine
cikildigi zaman aktiviteleri azalmaktadir. Preinkibasyon
Isisinin  tim  arginaz  metodlarinda  kullanildigi
g6zlenmektedir. Preinkibasyon isisinin; koyun gdézu
vitreusu igin 40°C (14), insan ve sigir tukurugua (15),
eritrositi (16) ve uterusu (17) igin 55°C, diabetik rat
karacigeri igin 68°C (18), sigir rumen dokusu igin 60°C
(19) kobay karacigeri igin 45°C (20), fascioliosisli koyun
karaciger icin 65°C (21) oldugu bildirilmistir. Rat
karacier doku arginazinin preinkiibasyon Isisini
saptamak i¢gin farkh isilarda (40-70°C) enzim
aktivitelerine bakilmis ve en uygun preinkiibasyon
1sisinin 65°C oldugu, daha yiksek isilarda ise enzim
aktivitesinde dusme meydana geldidi tespit edildi

(Sekil1).

Preinkiibasyon isisinin Mn*? iyonlarina gereksinimini
tespit etmek icin enzim kaynadi MnCl;'li ve MnCly'sliz
(distile su ile) preinkiibasyona tabii tutulmustur. MnClI;'lG
preinkiibasyon uygulanan enzim kaynaginin, MnCl;’sliz
preinkibasyon uygulanan enzim kaynagindan daha fazla
aktivite gosterdigi saptanmistir (Sekil 3). Mn*2 iyonlarinin
preinkiibasyon igin gerekli oldugu Mn*2 iyonlarinin enzim
ile substrat arasinda metal bir képri kurdugu ve enzim-
Mn+2-arginin kompleksinin meydana gelmesinde etkili
oldu2gu bildirilmistir (22). Yapilan galismalarda (23-25)
Mn*“nin preinkiibasyon sirasinda arginaza baglanarak
enzim aktivitesini ve dayaniklihgini artirdigi agiklanmistir.
Sican karaciger doku arginazinin Mn*? iyonlari varliginda
55°C’de preinklibasyonunun enzim aktivitesini yaklasik
%110 artirdidi (24), 2 mM’hk MnCl;'in varliginda ve
55°C’de 20 dakika preinkliibasyonla; eritrosit arginaz
aktivitesinin 2-6 kat, karaciger arginaz aktivitesinin 4-5
kat arttigi saptanmistir. Sonug olarak arginaz aktivitesi
icin preinkibasyon ve Mn*? iyonlari gereklidir. Arginazin
tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve tetramerik yapinin
olusmasi igin Mn*® katyonlarinin gerekli oldugu
Muszynska ve ark. (25) tarafindan belirtiimistir. Mn*2
iyonlarinin  enzime baglanmasi isiya dayanikhhgi
artirmakta ve enzimin aktivasyonlara karsi daha
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dayanikli hale getirmektedir. Bu nedenle, rat karaciger
doku arginaz aktivitesi Uzerine MnCl,
konsantrasyonunun etkisi arastinimis ve arginaz
enziminin 3mM MnCl, konsantrasyonunda en ylksek
aktiviteyi verdigi saptanmistir. Yapilan galismalarda farkli
dokular igin gerekli olan MnCl; konsantrasyonu da farkh
olup, rat karacigeri ve sigir rumen doku arginazi (19) igin
2 mM, insan karaciger ve eritrosit arginazi (17) i¢in 2.5
mM, insan tikirik arginazi (15) ve vitreus arginazi (14)
icin 5 mM, insan uterusu arginazi icin 0.8 mM (17),
fascioliosisli koyun karaciger arginazi igin 1 mM (21),
diabetikrat  karaciger arginazi igin 1-2 mM,
bdbrekarginazi icin 2mM olarak bulunmustur (18). Bu
konu ile ilgili tim calismalarda ortak nokta, manganin
arginaz aktivitesinde vazgecgilmez bir kofaktor oldugu ve
optimal mangan derisiminindokulara goére farklilik
gOstermesidir. Rat karaciger doku arginaz enziminin en
uygun preinkiibasyon sulresini tespit edebilmek igin
enzim 65°C’de 0-25 dakikalar arasinda preinkiibasyona
tabii tutulmus ve en uygun preinkiibasyon suresinin 20
dakika oldugu tespit edilmistir (Sekil 2). Preinkiibasyon
suresi koyun gozi vitreusu igin 9-10 dakika (14), insan
tikarik arginazi (15) ve diabetik rat karacigeri (18) igin
20 dakika, sigir rumen dokusu (19), eritrositi (17) ve
kobay karaciger arginazi (20) icin 5 dakika, uterus
arginazi i¢in 35 dakika (17), fascioliosisli koyun karaciger
arginazi icin 15 dakika (21) olarak belirlenmigtir.
Enzimatik reaksiyonlar viicut isisinda olustugu i¢in enzim
kaynagina 37°C’de 0-25 dakikalar arasinda inkiibasyona
birakilarak optimum inkibasyon suresi tespit edilmeye
calisildi, 18. dakikaya kadar lineerligin devam ettigi, 18.
dakikadan sonra lineerligin yerini hiperbolik  bir
g6rinimin aldigi goézlemlendi. Rat karaciger doku
arginazi i¢in optimum inkibasyon siresi 18 dakika olarak
kabul edildi (Sekil 4). Yapilan ¢aligmalarda farkl dokular
icin  farkli inkiibasyon sureleri tesbit edilmigtir.
inkiibasyon siiresi insan tiroidarginaz icin 30 dakika, rat
karacigeri (18), insan karaciger ve uterusu arginazlari
(17) igin 20 dakika, koyun gozi vitreusu (14) ve
fascioliosisli koyun karaciger arginazi (20) i¢in 10 dakika,
sigir rumen doku arginazi icin 13 dakika (26) olarak
bulunmustur.

Arginaz enzimi Uzerine yapilan calismalarda farkli
tampon sistemleri kullanilmigtir (17-19). Rat karaciger
doku arginazinin optimal pH’ sini tespit etmek igin pH
8.6'dan pH 10.9’a kadar olan sinirlar iginde gesitli
tampon c¢ozeltileri hazirlandi. En yiksek aktivite pH 10-
10.1°de sodyum bikarbonat—sodyum karbonat tamponu
varliginda elde edildidi igin rat karaciger arginaz aktivitesi
icin gerekli olan tamponun sodyum bikarbonat-sodyum
karbonat tamponu, optimal pH'nin da 10 oldugu kabul
edilmigtir (Sekil 5).

Karaciger ve eritrosit arginazi (21) i¢in pH 9.5, sigir
rumen doku arginazi (19) ve fascioliosisli koyun
karaciger arginazi (21) icin pH 10, diabetik rat karacigeri
(18) icin pH 10.1, insan karaciger ve eritrositi igin pH 9.7,
insan uterusu igin ise pH 9.6’daki karbonat tamponunun
kullanildigi bildirilmistir (17). Koyun goézu vitreusu igin
pH8.8'deki Glisin-NaOH tamponunun kullanildigi (14),
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kobay karaciger arginazinin pH’ sinin 10.5 (20) oldugu
ve karbonat tamponunun kullanildidi tespit edilmistir. Rat
karaciger arginazi igin optimum pH diger arginazlar igin
belirlenen optimum pHa benzerdir. Gortldiga gibi
arginazlar bazik optimum pH’a sahiptir.

Rat karaciger doku arginaz aktivitesinin L-arginine
kargl olan Km'i arastiriimis, bu nedenle enzim miktari
sabit tutularak L-argininin degisen konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesi Olgilmis ve 50 mg/kg kursun asetat
iceren grupta Km degeri 85 mM, kontrol grubunda ise
11.5 mM olarak bulundu (Sekil 7). Yapilan galismalarda
farkli tirden enzim kaynaklarindaki arginazin L-arginine
karsi olan Km'inin genis sinirlar icinde degistigi
gorilmustir. Km degerleri sigir rumen doku arginazi (20)
ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi (22) icin 4 mM,
insan eritrositi igcin 3.2 mM, karacigeri i¢cin 4.1 mM,
uterusu igin 5.9 mM (19), koyun meme doku arginazi i¢in
1.35 mM, diabetik rat karaciger arginazi igin 3.2 mM,
bdébrek arginazi igin 6.7 mM (18), kobay karaciger
arginazi i¢in 19.6 mM (20) olarak bulunmustur.

Calismada farkl dozlarda kursun asetat
uygulamalarinin rat karaciger arginaz aktivitesini kontrol
grubuna gére azalttii ve aktivitedeki bu azalmanin doz
arttikca daha da etkili oldugu tespit edildi. Caylak ve
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