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ARASTIRMA

Sigir Dalak Doku Arginazinin Bazi Kinetik Ozellikleri”

Bu galismada sidir dalak doku arginazinin bazi kinetik 6zelliklerini incelenmistir.

Calismada kullanilan dalak dokulari Elazig'daki Elkas kesimevinden temin edilmistir. Arginaz
aktivitesini 6lgmede tiyosemikarbazid-diasetiimonoksim tire (TDMU) metodu kullaniimistir. Protein
Lowry ve arkadaslarinin metoduna gére élgulmustur.

Preinkiibasyon sicaklidi, preinkliibasyon suresi, inkiibasyon siresi ve optimal pH’ nin sirasiyla
62°C, 15 dakika, 10 dakika ve 9.7 oldugu tespit edilmistir. Ayrica sigir dalak doku arginazinin cesitli
metal iyonlarina karsi duyarliligi tespit edilmis ve metal iyonlari (Mn*?, Cu*?, Mg*?, Ba'?, Fe**, Ag™,
Cr*®, Sn*?, Hg", Pb", Co' Ni%, zn*?, cd™ Li*', K, AI"®, Mo, Na"' ve Ca™) icinde enzim
aktivitesi (izerine en etkili metalin Mn'? oldugu bulunmustur. Enzim 2 mM’ Ik MnCl,
konsantrasyonunda en ylksek aktiviteyi géstermigtir. Enzim aktivasyonu igin Mn*2 iyonlarinin ve
preinkiibasyonun gerekli oldugu gériilmiistiir. Pb™ ve Ag+2 iyonlar varhiginda enzim hig aktivite
go6stermemistir.

Enzimin substrata olan ilgisi Michaelis -Menten grafigine gére degerlendiriimis ve Km degeri 5 mM
olarak bulunmustur.

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

Some Kinetic Properties of Arginase in Bovine Spleen Tissue
In this study, some kinetic properties of arginase in bovine spleen tissue were examined.

The spleen tissues 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.

Preincubation temperature, preincubation period, incubation period and optimal pH were
determined to be 62°C, 15 min, 10 min and 9.7 respectively. Furthermore, it was found that
arginase in bovine spleen tissue was sensitive to different metal ions. It was found that the most
effective was Mn*? from among Mn*?, Cu*?, Mg'?, Ba"?, Fe™®, Ag™, Cr”, Sn*?, Hg"?, Pb*’, Co'?, Ni*?,
Zn*?, Ccd*? Li"", K™, AI*®, Mo*®, Na"" and Ca*® metal ions. Arginase showed the

highest activity in a 2 mM MnCl;, concentration. Manganese ions and preincubation were necessary
for the activation of the enzyme. The enzyme has no activity in presence of Pband Ag ions.

The relationship with the enzyme substrate was evaluated according to Michaelis- Menten and the
Km value was 5 mM.

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

Girig

Arginaz (L-arginine amidinohydrolase, E.C. 3.5.3.1) dre siklusunun son
reaksiyonunda L-argininin, L-ornitin ve Ureye hidrolizini katalize eden bir enzimdir
(1).Arginaz enziminin esas kaynadi memeli karacieri olmasina ragmen daha disik
miktarlarda bobrek, kalp kasi, badirsak, akciger, dalak, beyin ve iskelet kasi gibi
ekstrahepatik dokularda da bulunmustur (2).

Arginazin Ure dongusu olmayan ekstra hepatik dokularda poliamin sentezine
katilmak ve protein biyosentezi i¢in gerekli olan prolinin sentezlenmesi olmak lizere 6zel
fonksiyonlara sahip oldugu saptanmistir (3).

Yapilan literatlir taramalarinda koyun meme doku arginazi (3),sigir rumen doku
arginazi (4), M. Benedeni arginazi (5), insan tiroid arginazi (6), koyun gozu vitreusu (7)
ve insan tikarigu arginazi (8) gibi bir cok tiirde ve farkli dokularda arginaz enziminin
baz kinetik dzellikleri ortaya konmus ama si§ir dalak doku arginazi Gizerine herhangi bir
galismaya rastlanmamistir. Bu sebeple yapilan ¢alismada sigir dalak doku arginazinin
bazi kinetik 6zelliklerinin ilk kez ortaya konulmasi amaglanmistir.
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Gereg ve Yontem

Arastirma materyali olan sidir dalagr Elazi§ Elkas
tesislerine kesim icin getirilen 4-5 yagslarindaki, yetistirme
sartlari ve fiziksel dzellikleri ayni olan 20 adet Holgtayn
irki sigirdan temin edilmistir. Kesimden sonra alinan
dalak dokusu Uzerindeki kan ve pihtidan temizlendikten
sonra %0.9" luk soguk NaCl ¢ozeltisi igerisinde behere
aktariimis ve buz icerisinde hizli bir sekilde laboratuara
ulastinimistir.

Doku o&rnekleri iki suzge¢ kagdidi arasinda
kurutulduktan sonra MnCl, ile (1/6 wi/v) sulandirlarak
Potter Elvehjem (cam-cam) homojenizatérde homojenize
edilmistir. Homojenat +4 °C 14000 rpm’ de 13 dakika
santrifiigasyona tabi tutulmus ve orneklerin
slpernatanlari enzim kaynag! olarak kullaniimistir.
Tiyosemicarbazid-diasetiimonoksim tre (TDMU) yéntemi
(9) kullanilarak  sigir dalak doku arginazinin
preinkibasyon 1Isisi ve zamani, inkubasyon zamani,
Mn*? konsantrasyonu , optimal pH’ nin tespiti ve arginaz
aktivitesinin L-arginin konsantrasyonuna bagl degisimi
incelenmigtir. Protein miktarida Lowry ve arkadaslarinin
metodu ile dlgtlmustir (10).

Sigir dalak doku 6rneklerinin her ml siipernatantina 3
Unite Jack-Bean ureaz enzimi ilave edildikten sonra 37
°C’ de 15 dakika inkiibe edilerek endojen (renin
parcalanmasi saglanmistir (11).

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

Bulgular

1- Preinkiibasyon Isisinin Tespiti: Sigir dalak doku
arginaz enziminin aktivasyonu icin preinkiibasyon isisi
arastirlmig ve bunun igin enzim kaynagi, mangan
iyonlari varliginda 30-75 °C’ lerde preinkliibasyon isisina
tutulmustur. En yilksek enzim aktivitesi 62 °C’ de
saptanmis ve bundan dolayl enzimin aktivasyonu igin
preinkiibasyon isisi 62 °C olarak kabul edilmistir (Sekil

1).

2 -
1,75 1
1,5 1
1,25 1
1
0,75 1
0,5 4
0,25 1
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Sekil 1. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkibasyon
Isisina Bagh Olarak Degisimi.
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2-Preinkiibasyon Zamaninin Tespiti: Sidir dalak
doku arginazinin preinkubasyon zamanina bagh olarak
degisimi arastirlmis, MnCl, variginda ve 62 °C
preinkibasyon isisinda, 0-30 dakikallk zaman
araliklarinda enzimin aktivitesi incelenmistir. Enzimin
maksimum aktiviteye 15 dakikada ulastigi gorilmus ve
preinkibasyon siresi 15 dakika olarak kabul edilmistir
(Sekil 2).
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Sekil 2. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Preinklibasyon
Zamanina Bagh Olarak Degigimi.

3- inkiibasyon Zamaninin Tespiti: Sigir dalak doku
arginazi icin optimum inklibasyon slresinin
saptanmasinda enzim kaynadi 0-30 dakikallk zaman
dilimlerinde inkubasyona tabi tutulmus ve bunu argininin
hidrolizi takip etmistir. Reaksiyon sonunda meydana
gelen drenin zaman faktérine bagli olarak miktarlari
belirlenmistir.  Sekil 3'de de gb6ruldigu gibi Ure
sentezindeki artis zamana bagh olarak 10. dakikaya
kadar dogrusaligini korumus, bu slrenin sonunda
lineerlik yerini hiperbolik bir gérinime birakmigtir.
Bundan dolayi enzim igin optimum inkiibasyon stiresi 10
dakika olarak kabul edilmigtir.
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Sekil 3. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Inkiibasyon
Zamanina Bagli Olarak Degisimi.
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4- MnCl2’ nin etkisi: Arginaz enzim aktivitesi Gzerine
mangan iyonlarinin etkisini arastirmak icin 0-8 mM
konsantrasyonlari arasinda degdisen MnCl,
preinkibasyon ortamina ilave edilmis ve enzim aktivitesi
incelenmistir. Preinkiibasyon ortamina Mn** katiimadig
kontrol grubunda enzim aktivitesi ¢ok dusuktir. Ortama
Mn™ iyonlari ilave edildiginde aktivitenin belirgin bir
sekilde arttigi gézlenmistir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi
2 mM’ ik MnCl; konsantrasyonunda gdstermesinden
dolayr sigir dalak doku arginazi i¢in en uygun MnCl,
konsantrasyonu 2 mM olarak tespit edilmistir (Sekil 4).

2,25
2 4
1,75 -

MnCb (mM)

Sekil 4. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin  MnCl,
Konsantrasyonuna Bagh Olarak Degisimi.

5- Metal Iyonlarinin Etkisi: Si§ir dalak doku arginaz
aktivitesi Uzerine bazi metal |yonlar|n|n etklsml
aragtlrmak |g|n 2 mM konsantrasa/onda Mn*2 Mg

2 cr? sn”? Pb*?, 00*2 N|+2 zn"?,
Cd*z, L”, K”, A, Mo™, Na+1 ve Ca*? metal iyonlari
preinkibasyon ortamina eklenerek aktiviteye bakilmig ve
kontrole gore degerlendlrllm|§tlr Enzimin en ylksek
katalitik akt|V|tey| Mn varllglnda gosterdlgl tesplt
ed|Im|§t|r N| Co Cd , L, K* AI , Fe'® zn'?
Ba*? Hg ve Mg varllglnda en2|m|n katalltlk
aktmtesmde artis gorilirken Mo*®, Ca*?, cu*?, Cr*®, sn*
ve Na* varllglnda en2|m|n katalltlk aktmtesmde azalma
tespit edilmistir. Pb*? ve Ag™® varliginda ise enzim hig
aktivite gostermemistir (Tablo 1).
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Tablo 1: Sigir Dalak Doku Arginazi Uzerine Bazi Metal
lyonlarinin Etkisi

Metal iyonlari % Aktivite
Kontrol 100
MnCl, 2080
NiSO, 950
CoSO, 490
CdCl, 280
LiSO, 264
KCI 256
Al,O3 249
FeCl, 200
ZnS0O, 170
BaCl, 156
Hg:Cl, 140
MgCl, 128
MoQO; 85
CaCl, 71
CuSO, 70
CrO; 50
SnCl, 20
NaCl 14
AgNO; 0
Pb(NO3), 0

6- Optimal pH’ nin Tespiti: Sigir dalak doku
arginazinin optimal pH’ sini tespit etmek igin 7.5 ile 11
arasinda degisen pH larda tampon ¢ozeltiler
hazirlanmistir (Glisin-NaOH tamponu, Tris-HCI tamponu,
Sodyum bikarbonat- Sodyum karbonat tamponu). Sekil 5’
de goéruldigu gibi pH grafigi ¢can egdrisi seklinde olup (Bell
shape) en yiksek aktiviteyi Sodyum bikarbonat- Sodyum
karbonat tamponu pH 9.7’ da verdiginden dolayi optimal
pH 9.7 olarak kabul edilmistir.

0 . . . . . . . )
7 75 8 85 9 95 10 10,5 1
pH

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

Sekil 5. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesi igin Optimal pH’ nin
Saptanmasi.
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7-Mn*? iyonlarinin ve Preinkiibasyon Isisinin Sigir
Dalak Doku Arginaz Aktivitesine Etkisi:
Preinkubasyon isisinin Mn*? iyonlarina gereksinimini
tespit etmek icin enzim kaynagdi MnCly’ Ii ve MnCl,’ stz
(distile su ile) preinkiibasyona tabi tutulmustur. Sonug
olarak MnCly' U preinkiibasyon islemi uygulanan enzim
kaynaginin MnCly slz preinkibasyona tabi tutulan
enzim kaynagindan yaklasik 3 kat daha fazla aktivite
gOsterdigi tespit edilmigtir (Sekil 6).

0.5 4 +MnC
0,25 "M'E"__‘/‘/‘/‘/‘_\‘\‘\‘
0

L T T T T T T T T 1

0 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Preinkiibasyon 1sis1 (°C)

Sekil 6. Mangan lIyonlarinin Ve Preinkibasyon Isisinin Sigir
Dalak Doku Arginaz Aktivitesi Uzerine Efkisi.

8- Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin L-
Arginin Konsantrasyonuna Bagl Degisimi: 0-50 mM
L- arginin konsantrasyonlarinda enzimin substratina olan
ilgisi calisiimis ve Michaelis-Menten  grafigi ile
incelenmistir (Sekil 7). Reaksiyon hizi baslangigta 3 mM’
a kadar lineerlik gésterirken (1.mertebe kinetidi), daha
sonra hiperbolik bir gériinim kazanmis (karisik mertebe
kinetigi) ve sonunda enzim 25 mM konsantrasyonda
doygunluga ulasarak reaksiyon sabit hizla devam etmistir
(sifir mertebe kinetidi). Sigir dalak doku arginazinin
substratina bagli degisimi Lineweaver-Burk grafigi ile
degerlendiriimis ve Km’ i 5 mM olarak tespit edilmistir
(Sekil 8).

1,75
1,5
1,25

Unite

0,75
0,5
0,25
0 — — ——T —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
L-arginin (mM)

Sekil 7. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin Substrat
Konsantrasyonuna Goére Degisimi.
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Sekil 8. Sigir Dalak Doku Arginaz Aktivitesinin L-Arginin
Konsantrasyonuna Bagh Olarak Degisiminin Lineweaver-Burk
Egrisi ile Gosterilmesi

Tartigsma

Enzimlerin genel yapisi protein kaynakli olmasi
nedeniyle 1siya dayanikli degillerdir. Maksimum aktivite
gosterdigi i1sinin Ustiine ¢iktigi zaman enzim aktivitesi
dismektedir.  Sigir  dalak doku arginazi igin
preinkiibasyon isisi 62 °C, zamani ise 15 dakika olarak
bulunmustur. Colombo ve Konarska (12) 55 °C’ de 20
dakikallk  bir preinklibasyonun karaciger arginaz
aktivitesini 4-5 kat eritrosit arginaz aktivitesinin ise 2-6
kat arttigini saptamislardir.

Preinkibasyon 1sisi ve zamani degisik hayvan ve
dokularda incelenmis koyun meme doku arginazi i¢in 52
°C’ de 12 dakika (3), koyun gozi vitreusu igin 40 °C’ de
9-10 dakika (7), insan tUkurugu igin 55°C’ de 20 dakika
(8), tiroid dokusu igin 55 °C’ de 12 dakika (6), sigir rumen
doku arginazi igin 60 °C’ de 5 dakika (4), rat karacigeri
icin 68 °C’ de 12 dakika (13) olarak tespit edilmistir.

Sigir dalak doku arginaz aktivitesinin inkiibasyona
bagl degisimi incelendiginde 10 dakikaya kadar lineer bir
artis gorulurken, 10 dakikadan sonra lineerligin
bozuldugu saptanmistir. Yapilan c¢alismalarda farkli
dokular igin degisik inkiibasyon sireleri: insan tiroid
arginazi igin 30 dakika (6), rat karacigeri icin 20 dakika
(13), koyun g6z vitreusu igin 10 dakika (7), sigir rumen
doku arginazi igin 13 dakika (4), insan karaciger ve
uterusu igin 20 dk (14), koyun meme doku arginazi igin
15 dakika (3) olarak tespit edilmigtir.

Metal iyonlari bir dokudaki enzimi aktive ederken
diger dokudaki enzimi inhibe edebilmektedir. Spektor ve
ark.(15), yetiskin ve fétal insanin karaciger, eritrosit,
bébrek, beyin ve gastrointestinal sistem dokularinda
Mn*?> Co*? > Mg*? iyonlari arginazi aktive ederken Ca*?
un inhibe ettigini ortaya koymu%Iardlr. Sigir rumen
dokusunda Mn*2, Ni*?, Cd*'2, Co'? nin enzimi aktive
ettigi, Hg*?, Sn", Zn*?, Ag™, Cu*? Pb*? Fe iyonlari
varliginda ise hi¢ aktivite gortlmedigi bildirilmistir (4).
Koyun meme dokusunda en yiksek enzim aktivitesi
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Mn*? varliginda elde edilmis, Cd*?, Ni*?, Ca*?, Mg",
Ba*’, Cu*?, Fe™ varliginda enzim aktive olmus, Sn*?,
Pb*? ve Cr*® iyonlari varliginda enzim hi¢ aktivite
g6stermemistir (3). Bu galismada da sigir dalak doku
arginaz aktivitesi Uizerine en etkili metal iyonu Mn*2 olarak
tespit edilmis, daha sonra sirastyla Ni?, Co*?, Cd*?, Li*",
K™, A, Fe™, Zn"2, Ba™, Hg" ve Mg*? metal iyonlarinin
enzim aktivitesini artirdigi saptanmistir. Mo*®, Ca*?, Cu™,
Cr, Sn*? ve Na™ metal iyonlarinin variginda enzim
aktivitesinde azalma gérulurken, Pb*? ve Ag+2 varliginda
ise enzim hic aktivite gdéstermemistir.

Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve
tetramerik yapinin olusmasi igin Mn*? katyonlarinin
gerekli oldugu Muszynska (16) tarafindan belirtilmigtir.
Mn*? iyonlarinin enzime baglanmasi 1siya dayanikliligi
artirmakta ve enzimin inaktivasyonlara karsi daha
dayanikli hale gelmesini saglamaktadir (17). Yapilan
calismalarda farkh dokular igin Mn*? konsantrasyonlari
farkli olup rat karacigeri icin 2 mM (13), M. Benedeni
arginazi i¢in 0.5 mM (5), koyun meme doku arginazi igin
0.75 mM (3), insan karacigeri icin 2 mM (12) , koyun
g6zl vitreusu (7) ve insan tikurigi icin 5 mM (8), sigir
rumen doku arginazi i¢cin 2 mM (4), insan karaciger ve
eritrositi igin 2.5 mM (14) olarak tespit edilmistir.

Ozcelik ve Ozdemir (3) preinkiibasyon ortamina Mn*?
iyonlari ilavesinin enzim aktivitesini artirdigi
belirtmektedirler. Bu c¢alismada da arastirmacilarin (32
bulgularina paralel olarak preinkiibasyon ortamina Mn"
iyonlari ilavesinin dalak doku arginaz enzim aktivitesini
Ug kat arttirdigi saptanmistir.
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Arginaz enzimi Uzerine yapilan calismalarda farkh
tampon sistemleri kullaniimistir (3, 4, 6, 12, 13, 18). Bu
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sigir rumen doku arginazi igin ise karbonat tamponu (pH
10) (4) oldugu saptanmistir.
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degeri Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri ile
arastinimis ve 5 mM olarak bulunmustur. Degisik
calismalarda Km degerleri: M. Benedeni arginazi igin
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insanlar lzerinde yapilan c¢alismalarda eritrosit igin 3.2
mM, karaciger igin 4.1 mM, uterus i¢in 5.9 mM (14), tiroid
icin 2 mM (6) ve vitreus sivisi arginazi i¢in 6 mM olarak
bildirilmistir (7).
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