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ARASTIRMA

L- Lizin ve L- Ornitinin Sigir Bobrek Doku Arginaz Aktivitesi
Uzerine Inhibisyon Etkisi

Bu calismanin amaci L- lizin ve L- ornitinin sigir bobrek doku arginaz aktivitesi tUizerine inhibisyon
etkisini saptamaktir.

Calismada kullanilan bébrek dokulari Elazig’daki Elkas kesimevinden temin edilmistir. Arginaz
aktivitesini 6lgmede tiyosemikarbazid-diasetiimonoksim tire (TDMU) metodu kullaniimistir. Protein
Lowry ve arkadaslarinin metoduna gore Olguimustur. Arginazin Km ve V max degerleri Michaelis
Menten ve Linewearver- Burk grafikleriyle degerlendirilmistir.

L- lizin ve L- ornitinin sigir bébrek doku arginaz aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi ilk kez calisiimis
ve bu amino asitler enzim aktivitesini kompetetif-nonkompetetif (karisik) inhibisyona ugratmistir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, Inhibisyon, L- Lizin, L- Ornitin.

Inhibition Effect of L-Lysine and L-Ornithine on Arginase Activity in Cattle Kidney
Tissue

The aim of this study was to determine the inhibition effect of L-lysine and L- ornithine on arginase
activity in cattle kidney tissue.

The kidney tissue used in the present study were obtained from the Elkas sloughterhause in
Elazig. The thiosemicarbazide- diacetylmonoxime urea (TDMU) method was used to measure
arginase activity. Protein was measured by the method of Lowry et al. The Km and Vmax values of
arginase were assessed according to Michaelis Menten and Linewearver- Burk graphics.

The inhibition effect of L-lysine and L- ornithine on arginase activity in cattle kidney tissue were
studied at first time and these amino acids inhibited the enzim activity competetively-
noncompetetively (mixed).

Key Words: Arginase, Inhibition, L- Lysine, L- Ornithine.

Girig

Arginaz (L-arginin aminohidrolaz E.C. 3.5.3.1) arjininin Ure ve ornitine hidrolizinden
sorumlu olan iire déngisiiniin son enzimidir (1). Ure ddngiisii sadece karaciger
hicrelerinde olmasina karsin arginaz enzimi birgok hiicrede gorilmektedir. Arginaz
bakimindan en zengin organ karaciger olup Ure dénglsline katillarak amonyagi toksik
olmayan bilesiklere donistirir. Karaciger dokusu disinda bobrek, beyin, bagirsak, tiroid
bezi, eritrosit, 16kosit, trombosit, iskelet ve kalp kasi, plasenta, testis, meme gibi birgok
dokuda diguk duzeyde bulundugu ve Ure déngusu disinda 6zellikle poliamin sentezine
katilmak ve protein biyosentezi icin gerekli olan prolinin sentezlenmesi olmak Uzere 6zel
fonksiyonlara sahip oldugu saptanmistir (2).

Bununla beraber bébrek ve meme bezini iceren diger dokularda argininin arginazla
hidrolizinden olusan ornitin; kollagen ve kazein gibi bazi énemli proteinlerin yapisina
katilan prolin ve hidroksiprolinin sentezinde ve amonyum iyonu transportu, enerji
metabolizmasi, amino asitlerin birbirine ¢evrilmesinde anahtar bir ara metabolit olan
glutamatin biyosentezinde kullaniimaktadir. Amino asitlerin bir ¢ogu arginazi inhibe
etmekte ve inhibisyon tipi bir gcok doku ve tiire gore degismektedir (3). Klinik agidan
onemli olan ve en c¢ok incelenen konulardan biri ise arginazin lizin tarafindan
engellenmesidir. L- lizinin deamine edilememesi sonucu kanda lizin miktari artmakta ve
argininemia olusmaktadir. Argininemia kan ve idrarda normalin ¢ok Ustiinde arginin,
lizin, sitrilin ve amonyagdin bulunmasi gibi biyokimyasal bulgularla karakterizedir (4).
Lysine Intolerance olarak adlandirilan bu durumun nedeni lizinin arginazi engellemesine
baglanmistir (5).

Bu calismada L- lizin ve L- ornitin amino asitlerinin sigir bébrek doku arginaz
aktivitesi Uzerine inhibisyon etkisinin ve kinetik &zelliklerinin ortaya konulmasi
amagclanmistir.
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Gereg ve Yontem

Arastirma materyali olan si§ir bobregi Elazi§g Elkas
tesislerine kesim icin getirilen 3-4 yaslarindaki, ayni
sartlarda yetistiriimis ve ayni fiziksel 6zellige sahip olan
20 adet Holstayn disi sigirdan temin edilmistir. Kesimden
hemen sonra alinan bdbrek dokusu Uzerindeki kan, pihti
ve yaglardan arindirildiktan sonra % 0.9’ luk soguk NaCl
¢Ozeltisi icerisinde behere aktarilmig ve buz igerisinde
hizli bir sekilde laboratuara ulastiriimigtir. Doku ornekleri
iki stizge¢ kagidi arasinda kurutulduktan sonra MnCl; ile
(1/6 wl/v) sulandirilarak Potter Elvehjem (cam-cam)
homojenizatérde homojenize edilmistir. Homojenat +4 °C
14000 rpm’ de 13 dakika santrifigasyona tabi tutulmus
ve Orneklerin slpernatanlari enzim kaynadi olarak
kullaniimigtir.

Arginaz aktivitesi Tiyosemicarbazid-diasetilmonoksim
tre (TDMU) yontemi (6), protein miktari da Lowry ve
arkadaglarinin metodu (7) kullanilarak olgllmustir. Sigir
bobrek doku orneklerinin her ml slpernatantina 3 Unite
Jack-Bean Urreaz enzimi ilave edildikten sonra 37 °C’ de
15 dakika inkube edilerek endojen Urenin pargcalanmasi
saglanmistir (8). Dis kaynakh ureden arindirilan ve
tzerine 2 mM MnCl> (1/20) ilave edilen stpernatantlar
daha sonra 60 °C’ de 15 dakika metabolik su
banyosunda preinkiibasyon isleminden sonra enzim
kaynagi olarak kullaniimigtir.

Calismada, 1 Unite enzim 1 saatte, 37 °C’ de L-
argininden 1 pmol Ure olusturan enzim miktari olup,
spesifik aktivite pmol Ure / saat / mg protein olarak ifade
edilmigtir.

Bulgular

Farkli konsantrasyonlardaki L- Lizinin sigir bobrek
doku arginaz aktivitesi Uzerine inhibitér etkisi
incelendiginde 5 mM’ da aktivitenin % 37’sinin 10 mM’
da aktivitenin % 57’sinin  kayboldugu tespit edilmistir
(Sekil 1).
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Sekil 1. L-lizinin sigir bébrek doku arginaz aktivitesi lzerine
inhibitor etkisi.

10 mM L-Lizinin farkli L-
konsantrasyonlarinda sigir bébrek doku arginaz
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enziminin aktivitesi lzerine inhibisyon tipi belirlenmigtir.
Veriler Michaelis-Menten grafigi ile degderlendiriimistir.
Buna gdére enzimin Vmax'inin ve Km'inin degistigi
gOrulmustdr. (Sekil 2).
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Sekil 2. L-lizinin sigir bébrek doku arginaz aktivitesi Uzerine

etkisinin michaelis-menten grafigi ile degerlendiriimesi.

Sonuglar Linewearver- Burk egrisi ile
degerlendirildiginde inhibisyon tipinin karisik inhibisyon,
Km’ inin ise inhibitdrli enzim kaynaginda 5.2, inhibitérsiiz
enzim kaynaginda (kontrol) ise 1.3 oldugu tespit
edilmigtir (Sekil 3).
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Sekil 3. L-lizinin sigir bébrek doku arginaz aktivitesi Uzerine
etkisinin linewearver- burk grafigi ile degerlendiriimesi.

Farkh konsantrasyonlarda L- Ornitinin sigir bobrek
doku arginaz aktivitesi Uzerine inhibitor etkisi
incelendiginde 5 mM’ da aktivitenin % 34’Gnin, 10 mM’
da aktivitenin % 50’sinin kayboldugu tesbit edilmistir
(Sekil 4).

10 mM L-Ornitin varhdinda ve farkh L- arginin
konsantrasyonlarinda sigir bdbrek doku arginaz
enziminin aktivitesi Uzerine inhibisyon tipi belirlenmistir.
Veriler Michaelis-Menten grafigi ile degerlendirilmistir. L-
Ornitinin varhdinda da L-Lizine benzer sekilde enzimin
Vmax’ inin ve Km’ inin degistidi saptanmistir (Sekil 5).
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Sekil 4. L-ornitinin sigir bobrek doku arginaz aktivitesi tizerine
inhibitor etkisi.
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Sekil 5. L-ornitinin sigir bdbrek doku arginaz aktivitesi Gzerine
etkisinin michaelis-menten grafigi ile degerlendirilmesi.

Sonuglar Linewearver- Burk egrisi ile
degerlendirildiginde inhibisyon tipinin karisik inhibisyon,
Km’ inin ise inhibitérli enzim kaynaginda 5.2, inhibitérstiz
enzim kaynaginda (kontrol) ise 1.3 oldugu tespit
edilmigtir (Sekil 6).
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Sekil 6. L-ornitinin sigir bdbrek doku arginaz aktivitesi izerine
etkisinin linewearver- burk grafidi ile degerlendiriimesi.
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Tartigsma

Bu calismada L-lizin ve L- ornitinin sigir bébrek doku
arginazini  karigik olarak inhibe ettigi, Km’ lerinin
inhibitorli enzim kaynaginda 5.2, inhibitorsiiz enzim
kaynaginda (kontrol) ise 1.3 oldugu saptanmistir. Bu
amino asitlerin her ikisi de enzimin Vmax'ini kontrole
gore dusurerek, Km'’ ini ise artirarak karisik inhibisyona
(kompetetif-nonkompetetif) neden olmustur.  Inhibitér
serbest enzime vyada enzim-substrat kompleksine
baglandigi zaman inhibisyon karigik inhibisyon olarak
adlandinlir. Bu inhibisyon tipinde inhibitdér substratin
baglandigi aktif merkezden farkli bir yere baglanir. (9).

Bu gline kadar farkli dokularda bu amino asitlerin
inhibisyon etkisi caligiimigtir. Amino asitler konusunda
yapilan bu c¢alismanin digerlerinden farki inhibitor etkisi
olan bu amino asitlerin her ikisinin de sigir bébrek doku
arginazini karisik olarak inhibe etmesidir.

Bond (10), nonkompetatif inhibisyona sebep olan
inhibitdrlerin - substrattan farkli bir noktada enzimle
reversible olarak birlestigi ve ligantlarin muhtemelen
enzim substrat kompleksinin turnover ini bozan
konformasyonel degisime sebep oldugunu ve enzimin
proteolitik inaktivasyona duyarhihdinin arttigini
belirtmistir.

Rat beyin mitokondrisinde yaptiklari ¢alismada 25
mM L-arginin kullanarak L- lizin ve L-ornitinin enzimi 20
kat inhibe ettigini saptamislardir (11).

Koyun meme doku arginaz aktivitesi (4) ve sigir
sumen doku arginaz aktivitesi (3) Uzerine L- lizin ve L-
ornitin amino asitlerinin etkileri arastiriimis , her iki amino
asidinde enzimi nonkompetetif inhibe ettigi tespit
edilmistir.

M. Expansa arginaz aktivitesi (12) , sican karaciger
arginaz aktivitesi (13), laktasyondaki rat meme bezi
arginazi (14), Sigir karaciger arginazi (15,16), insan
tiroid doku arginaz aktivitesi (17), Xenopus laevis
karaciger arginazi (18), Mus booduga (Gray) karaciger
arginazi (19), Uzerine L- Lizin ve L- ornitin amino
asitlerinin inhibisyon etkisi incelenmis ve bu amino
asitlerin  enzimi  kompetetif inhibe ettikleri ortaya
konmustur..

insan karaciger arginazini ornitinin nonkompetatif,
lizinin ise kompetetif inhibe ettigini ortaya koymuslardir
(20).L- ornitinin buzag! karaciger arginazini (21), ve
vitreus arginazi (22) lzerindeki etkisini incelenmis ve bu
amino asidin enzim Uzerinde kompetetif inhibisyona
neden oldugunu saptanmigtir.

Kaysen ve strecker bdbrek dokusunda yuksek arginin
konsantrasyonlariyla enzimin aktivasyonunun, prolin ve
lizin amino asitlerinin belirli konsantrasyonlari ile
engellenebildigine isaret etmiglerdir (23). Koyun
karaciger dokusunda 55 mM’ lik lizinin arginaz aktivitesini
% 74 oraninda inhibe ettigi ve inhibisyon tipinin karigik
oldugu bulunmustur (24). Ameen ve Palmer’ de lizinin
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karaciger arginazinin karigik inhibisyonuna sebep
oldugunu belirtmiglerdir (25).

Koyun beyin doku arginazi lzerine bazi L- amino
asitlerin inhibisyon etkisi incelendiginde lizin, ornitin, 16sin
ve valinin kompetetif inhibisyona neden oldugu tespit
edilmistir (26). Ornitin, lizin ve prolin koyun karaciger
arginazi Uzerinde kompetetif inhibisyona neden olurken
valinin Mn*? ile aktive edilmemis enzimde karisik tip
inhibisyona sebep oldugu saptanmigtir (27).

Sigir rumen doku arginazi Uzerinde valin, 16sin,
iz6losin, prolin, sistein gibi bazi L- amino asitlerin
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