Mehtap OZGELIK'
Necmi OZDEMIR?

"Weteriner Kontrol ve
Arastirma Ens:tit[]su,
Elazig, TURKIYE

2Firat Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim Dali,
Elazig, TURKIYE

Gelig Tarihi : 12.06.2008
Kabul Tarihi : 15.04.2009

Yazigsma Adresi
Correspondence

Mehtap OZGELIK
Veteriner Kontrol ve

Arastirma EnstitUsd,
ELAZIG - TURKIYE

mehtapyo@hotmail.com

F.U.Sag.Bil.Vet.Derg.
2009: 23 (2): 73-78
http://www.fusabil.org

ARASTIRMA

L- Lizin ve L- Ornitinin Manda Karaciger ve Bobrek Doku
Arginazi Uzerine Etkisi

Bu calismada L- ornitin ile L- lizinin manda karaciger ve bobrek doku arginazini farkl
konsantrasyonlarda inhibe ettigi ortaya konulmustur. L- ornitinin 20 mM konsantrasyonunda
karaciger doku arginazini %60, bébrek doku arginazini ise %39’ini inhibe ederken 80 mM’lik
konsantrasyonda ise karaciger doku arginazini %89, bobrek doku arginazini %86 oraninda inhibe
ettigi gorulmustur. Diger taraftan, 20 mM’lik L- lizin karaciger doku arginazini %47 inhibe ederken
bébrek doku arginazini %41 oraninda inhibisyona ugratmigtir. 80 mM’lik L-lizin denendiginde
karaciger doku arginazini %81, bdbrek doku arginazini %79 inhibisyona ugrattigi saptanmistir.
Farkli substrat konsantrasyonlarinda karaciger dokusu 20 mM L- arginin konsantrasyonundan
sonra doyuma ulasirken bébrek dokusu 50 mM’dan sonra doyuma erigmistir. Karaciger 2,4 mM,
bébrekte ise 8 mM olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére 50 mM L- ornitin ve L- lizin ilavesiyle
farkli substrat konsantrasyonlarinda manda karaciger ve bébrek dokusunda arginaz Km’lerinin de
farkli oldugu bulunmustur.

Sonug olarak; L- ornitin ve L- lizinin, manda karaciger ve bobrek doku arginazinin farklh oranlarda
inhibisyonuna neden oldudu gorilmustir. L- ornitin ve L- lizin amino asitleri manda karaciger ve
bdbrek doku arginazini karisik tipte (kompetatif- nonkompetatif) inhibe ettigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz,Lizin, Ornitin.

Effect of L- Lysine and L- Ornithine on Buffalo Liver and Kidney Tissue Arginase

In this study, at different concentrations, L- ornithine and L- lysine were demonstrated to be
inhibited arginase activity levels in buffalo liver and kidney tissue. At 20 mM concentration, L-
ornithine inhibited liver tissue arginase and kidney tissue arginase by 60 and 39% respectively.
Whereas at 80 mM inhibitory effect of L- ornithine were found 89 % and 86 % in liver and kidney
tissue arginases, respectively. On the other hand, L- lysine at 20 mM concentration was
determined to inhibit liver and kidney tissue arginase activity levels by 47 % and 41 % ,
respectively. When effect of higher concentration (80 mM) of L- lysine was examined, it was
determined that inhibition of liver and kidney tissue arginases were 81 % and 79 %, respectively.
With different substrates, liver tissue was saturated after 20 mM L- arginine whereas kidney tissue
was saturated after 50 mM of L- arginine. Based on these results , when 50 mM L- ornithine and L-
lysine were added at different substrate concentrations, Km of buffalo arginase was determined to
be different at liver ( 2.4 mM) and kidney (8 mM) tissues.

In conclusion, arginase activity levels in liver and kidney tissue were determined to be inhibited
differently. Arginase activity in Buffalo liver and kidney tissue arginases were demonstrated to be
inhibited via mixed inhibition (competetive- non competetive) by L- ornithine and L- lysine.

Key Words: Arginase, Lysine, Ornithine.

Girig
Arginaz enzimi (L— arginin amidinohidrolaz, E.C. 3.5.3.1), ilk defa 1904 yilinda

Kossel ve Dakin tarafindan kesfedilen sitoplazmik enzim olup lre ddéngisinin son
basamaginda L-arginini, tre ve ornitine hidrolize eder (1).
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Enzimin esas yeri karaciger olup, kirmizi kan
hiicreleri (2), bébrek (3, 4), laktasyondaki meme bezi (5),
beyin (6) gibi birgok ekstrahepatik dokularda da
bulunmaktadir. Esas fonksiyonu lre ddéngusine
katilmaktir. Bunun yaninda (re doéngusu bulunmayan
extrahepatik dokularda ise protein sentezinde rol alan
prolinin sentezlenmesinde (3, 6, 7) ve poliaminlerin
sentezlenmesi igin gerekli ornitinin Gretiminde (7, 8),
ayrica immun cevap olugsumunda, tumdr biyolojisinde de
rol oynadigi saptanmistir (9).

Arginaz enziminin tam aktivite gésterebilmesi igin
Mn*? iyonlari gereklidir (2). Mn** iyonlari arginazin
tetramer yapi1 kazanarak inhibitérlere karsi daha stabil
hale gelmesini saglamaktadir (10, 11).

Bazi amino asitlerin arginaz enzimini inhibe ettigi
bilinmektedir. Bundan dolayl bu amino asitlerden L-lizin
ve L-ornitinin manda karaciger ve bdbrek doku arginazi
Uzerine inhibisyon etkileri ve kinetik Ozelliklerinin
arastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirmada kullanilan materyaller Elazi§ Elkas
Kesimevi'nde kesilen ayni fiziksel Ozelliklere ve
beslenme 0Ozelliklerine sahip 3-4 vyaslarindaki 11
mandadan alinan karaciger ve bdbrek dokusu olup, bu
dokular % 0,9’luk NaCl icinde en kisa zamanda
laboratuara getirilmistir.

Alinan  dokular iki slzge¢ kagidi arasinda
kurutulduktan sonra MnCl2 (1/ 10, w/ v) ile sulandirilarak
Potter- Elvenjam cam- cam homojenizatérde homojenize
edilip homojenatlar sodutmali santrifijde (Sorvall RC-
5B) 16000xg’de 15 dakika santrifiij islemine tabi
tutulduktan sonra Uste kalan slpernatant alinarak enzim
kaynagi olarak kullaniimigtir.

Enzim aktivitesi Tiyosemicarbazid- Diasetilmonoxim-
Ure (TDMU) Metodu ile yapilmistir (12).

Enzim kaynaklari 2,5 mM’lik MnCl; ile reaksiyona
sokularak, 55°C’de 10 dakika preinkiilbasyona tabi
tutulmustur. L-argininden 0,3 ml (pH 9,7), karbonat
tamponundan (pH 9,7) 0,4 ml ve 0,3 ml enzim kaynagi
konularak 37°C’de 10 dakika sallantili su banyosunda
inklbasyona tabi tutulmustur. Daha sonra 3 ml asit
ayiraci ilave edilip reaksiyon durdurularak Uzerine 2 ml
renk ayiracl ilave edilip 10 dakika kaynar su hamaminda
bekletilmistir. 520 nm (UV/ Vis- Spectro- Shimadzu UV-
240) dalga boyunda 6rneklerin absorbanslarindan sifir
zaman korlerinin  absorbanslari  (zero time blank)
cikarildiktan sonra ure miktarlari degerlendirilmistir.

Protein miktarinin 6lgimiu ise Bilret Metodu ile
saptanmistir (13).

UNITE: Proteinin (1mg) 1 saatte olusturdugu (ire

miktarinin umol cinsinden ifadesidir (LLmol ire/ mg
protein x saat).
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Bulgular

Manda karaciger ve bdbrek doku arginazlarinin L-
lizin  ve L-ornitinin  varhdinda kinetik  &zellikleri
arastiriimigtir. 100 mM’a kadar degisen

konsantrasyonlarda L-lizin ve L-ornitinin kullanilarak
inhibisyon etkileri arastinimisgtir. Buna goére, manda
karaciger ve boébrek dokusu, farkli konsantrasyonlarda L-
ornitin ve L-lizin ile reaksiyona sokuldugunda arginaz
aktivitesini kuvvetli sekilde inhibe ettigi gérilmustar (Sekil
1, 2, 3, 4). L- ornitin ile L- lizin manda karaciger ve
bdbrek doku arginazini farkli konsantrasyonlarda inhibe
ettigi ortaya  konulmustur. 20 mM  L-ornitin
konsantrasyonunda karaciger doku arginazini %60,
bébrek doku arginazini %39 inhibe ederken; 80 mM’lik
konsantrasyonunda ise karaciger doku arginazini %89,
bobrek doku arginazini %86 oraninda inhibe ettigi
goralmustir (Sekil 1, 2). Bunun yaninda L-lizinin
inhibisyon etkileri de arastinimigtir. 20 mM’lik L-lizin
karaciger doku arginazini %47, bdbrek doku arginazini
da %41 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. 80 mM’lik L-
lizin denendiginde, karaciger doku arginazini %81,
bébrek doku arginazini ise %79 inhibisyona ugrattigi
saptanmistir (Sekil 3, 4).

L- ornitin ve L- lizinin inhibisyon etkisi bulunduktan
sonra farkli substrat konsantrasyonlarda ve L-lizin ile L-
ornitinin varliginda manda karaciger ve bdbrek doku
arginazinin iligkisini Michaelis- Menten esitligine gére
arastinlmisgtir (Sekil 5, 6, 7, 8). L- ornitin ve L- lizin 50
mM’lik konsantrasyonlarda kullanilarak manda karaciger
ile bobrek dokularindaki inhibisyon tipi belirlenmistir. Bu
galismayla karaciger dokusunun substratla (L-arginin)
doyumu yaklagik 20 mM ile baslarken bobrek dokusunda
50 mM Kkonsantrasyonda doyuma ulastigi goérdlmustur.
Michaelis- Menten grafiginde bulunan deg@er Lineweaver-
Burk egdrisine dokillerek Km degerleri tespit edilmistir
(Sekil 9, 10, 11, 12). Buna gbre kontrollerin karaciger
dokusunda Km degeri 2,4 mM bulunmasina karsilk , L-
ornitin ilave edildiginde 8,3 mM; L- lizin ilave edildiginde
ise 9,1 mM olarak bulunmustur. Bébrek igin Km degerleri
de saptanmigtir. Buna goére kontrol icin Km degeri
yaklasik 8 mM civarinda bulunurken, L- ornitinin ilave
edilmesiyle 14 mM, L- lizinin ilave edilmesiyle de 13 mM
olarak saptanmistir. Bulunan Km’ler dogrultusunda L-
lizin ve L- ornitin amino asitleri manda karaciger ve
bdbrek doku arginaz enzimlerini karisik tipte (kompetatif-
nonkompetatif inhibisyon) inhibe etmistir.

Tartisma

Bazi amino asitlerin arginaz enzimini inhibe ettigi
arastirmacilar tarafindan ortaya koyulmustur. Bu amino
asitlerden ornitin, sistein, lizin, 16sin, izoldsin (3, 10, 14,
15), prolin (3, 14), hidroxiprolin, homoarginin (2)
inhibisyon etkileri saptanmistir.

Muszynska ve Wojtczak (16), amino asitlerin ligand
oldugunu, bu ligandin arginaza baglanmasiyla enzimi
konformasyonel degisime ugrattigi ve bununda enzim-
substrat komplexinin turnover’ini bozdugunu
belirtmislerdir.
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Sekil 1: L- ornitinin manda karaciger doku arginazi
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Sekil 2: L- ornitinin manda bébrek doku arginazi tzerine
inhibisyon etkisi.
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Sekil 3: L- lizinin manda karaciger doku arginazi tizerine Sekil 6
inhibisyon etkisi. ornitinin
aktivites
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Sekil 4: L- lizinin manda bdbrek doku arginazi tizerine

n etkisi.
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Sekil 5: Farkl substrat konsantrasyonlarinda ve L-

varliginda manda karaciger doku arginaz
nin degisimi.

-Craitin (30mMI)

10 20 30 40 0 60

LA

L-Arpinin Konsantrasyonu (mh)

: Farkli substrat konsantrasyonlarinda ve L-
varliginda manda bobrek doku arginaz
inin degisimi.
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Sekil 7: Farkl substrat konsantrasyonlarinda ve L- lizin
varliginda manda karaciger doku arginaz aktivitesinin
degisimi.
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Sekil 8: Farkl substrat konsantrasyonlarinda ve L- lizin
varliginda manda bobrek doku arginaz aktivitesinin
degisimi.
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Sekil 9: Farkli substrat konsantrasyonlarinda ve L-
ornitin varliginda manda karaciger doku arginazinin Km
degerinin Lineweaver- Burk grafigine gore
degerlendiriimesi.

76

L- Lizin ve L- Ornitinin Manda Karaciger ve ...

F.U. Sag. Bil. Vet. Derg.

0.8 -
= .
=~ 06 4 L-Omitin
0.4
0,2
Kontrol
-0,2 -0.1 0 0,1 0,2 0,3 0.4

/S

Sekil 10: Farkli substrat konsantrasyonlarinda ve L-
ornitin variginda manda bdbrek doku arginazinin
Km degerinin Lineweaver- Burk grafigine gore
degerlendiriimesi.

L-Lizin

Kontrol

Sekil 11: Farkh substrat konsantrasyonlarinda ve L-
lizin varhginda manda karaciger doku arginazinin
Km degerinin Lineweaver- Burk grafigine gore
degerlendirilmesi.

0,6 -
0.5 L-Lizin

v
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Sekil 12: Farkli substrat konsantrasyonlarinda ve L- lizin

varliginda manda bdbrek doku arginazinin Km degerinin
Lineweaver- Burk grafigine gore degerlendiriimesi.
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Yaptidimiz bu galismada, manda karacider ve bdbrek
doku arginazi tzerine farkli konsantrasyonlarda L- ornitin
ve L- lizinin etkisini arastirmak amaciyla 20 mM L- ornitin
ilave edildiginde karaciger doku arginazini %60, bébrek
doku arginazini %39 inhibe ederken 20 mM L-lizin ise
karaciger doku arginazini %47, bobrek doku arginazini
%41 oraninda inhibe etmigtir. inhibitérlerin
konsantrasyonu 80 mM’a g¢ikarildidinda L- ornitinin
karaciger doku arginazini %89, bdbrek doku arginazini
%386 inhibe ederken; L- lizin ise karaciger doku arginazini
%81, bdbrek doku arginazini %79’luk bir inhibisyonuna
ugrattigi gorulmustur (Sekil 1, 2, 3, 4). Bu sonuglara
gore, L- ornitinin manda karaciger ve bdbrek dokusunu,
L-lizinden daha kuvvetli inhibe ettigini agiklayabiliriz. Bu
sonuglar Freedland ve ark. (15)'nin yaptigi calisma ile
paralellik gostermistir. L- lizin ve L- ornitin amino
asitlerinin arginaz enzimi icin kuvvetli inhibitérleri oldugu
cesitli galismalarla agiklanmistir (3, 10, 14, 15, 17-21).

Sigir karaciger arginazinda yapilan bir calismada,
kompetatif inhibitdr etki yapan L-lizin ve L- ornitinin;
putresin ve kadaverinden daha gugli oldugunu
aciklamiglardir (17). Bazi amino asitlerin rat meme bezi
arginazinda inhibisyon etkisi arastirilarak lizin, ornitin,
valinin kuvvetli bir sekilde kompetatif tipte inhibisyona
neden oldugunu; prolin, izolésin ve 16sinin ise daha az
inhibe ettigini bulmuslardir (18).

Amino asitlerin dokulara goére farkli etki ettigi de
saptanmistir. Ozellikle bazi amino asitler karaciger igin
bazilari ise bébrek igin gicli inhibitdr etki yapmaktadir.
Lizin ve ornitinin manda karaciger ve bdbrek doku
arginazi Uzerine glgll inhibitdr etkisi gorilmustir. Bazi
calismalarla bu etki desteklenmistir. Kaysen ve Strecker
(19), canavanin ve homoargininin karaciger arginazini
inhibisyona ug@ratirken; homosistein, lizin, ornitin, prolinin
ise bébrek arginazini gigli bir sekilde inhibe ettigi ve bu
amino asitlerin enzim Uzerinde ikinci bir bdlgeye
baglanarak etki ettiklerini agiklamiglardir. Levillain ve ark.
(20) ise 6rdek bobrek tubulllerinin farkli kisimlarinda lizin,
prolin, ornitin  ve glutaminin inhibisyon etkisini
arastirmislardir. Buna gore bdbrek tubuluslarinin biyiik
kisminda arginaz enzimini en kuvvetli inhibe eden amino
asitin lizin oldugunu; daha sonra ornitin ve glutamin takip
ettigi; prolinin ise inhibisyon guclnun istatistik énemi
olmadigini agiklamiglardir.

Bu c¢alismada, L- ornitin ve L- lizinin manda karaciger
ve bdbrek doku arginazinda nasil bir inhibisyona neden
oldugu da saptanmistir (Sekil 5, 6, 7, 8). Sonuglara goére
dokularin  kontrollerin Km'leri, amino asit varligindaki
Km'lerinden farkli bulunmustur. Kontrol Km'ler, karaciger
dokusu i¢cin 2,4 mM iken bdbrek icin 8 mM bulunmustur.
L- ornitin i¢cin karacigerin 8,3 mM, bdbregin 14 mM
bulunmasina karsilik L- lizin ilave edildiginde
karacigerde 9,1 mM, bdébrekte 13 mM olarak tespit
edilmistir. Farkh Km’lerin yaninda Vmax degerlerinde de
farklihk gorulmustir. Béylece manda karaciger ve bobrek
doku arginazlarinin L- ornitin ve L- lizin ile karisik tipte
inhibe ettigi tespit edilmigtir (Sekil 9, 10, 11, 12).
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Rat karaciger arginazinda yapilan bir calismada
ornitin ve dre kullanildiginda enzimi karisik inhibisyona
ugrattigi aciklanmistir (21).

Yapilan bazi ¢alismalarda, L- ornitinin memeli
karaciger arginazi tzerindeki inhibitor etkileri arastiriimis
farkli sonuglar elde edilmistir. Hunter ve Downs (22)
yaptigi ¢alismada, memeli arginaz enzimini kompetatif
inhibe ederken Mora ve ark. (23) ise nonkompetatif
oldugunu bulmuslardir. L- ornitinin farkli derecelerde
saflastinlan renal hepatik arginazinin kismi olarak
kompetatif / nonkompetatif (karisik tipte inhibisyon) etki
yaptigi tespit edilmistir (24). Pace ve Landers (25),
saflastinimis sigir karaciger arginazini pH degeri 9,5°da
L-ornitinin kompetatif inhibe ettigini bulmuslardir.

izole edilen rat karaciger mitokondri arginazini ornitin
ve lizinin inhibe ettigi saptanmistir (15). Ure déngiisii
enzimlerinden arginazi en iyi inhibe eden amino asitin
lizin oldugunu ve enzimi karigik inhibe ederken (26),
Subrahmanyam ve Reddy (17), lizin ve ornitinin sigir
karaciger enzimi icin kuvvetli inhibitéri oldugunu
kanitlayarak enzimi kompetatif olarak inhibe ettigini
ortaya koymuslardir. Sigan karaciger arginazini L- amino
asitlerden ornitin ve lizinin kompetatif, valin, 16sin,
izoldsin ve sisteinin ise nonkompetatif tipte inhibisyona
ugrattigi belirtilmigtir (16)

Dolinska ve Albrecht (27), rat beyin mitokondrisinde
yaptiklari bir galismada 25 mM L-arginin kullanilarak L-
ornitin ve L-lizinin etkisini ac¢iklamiglardir. Buna gére
enzimi 20 kat inhibe ettigi bulunmustur. Carvajal ve ark.
(28), insan karaciger arginazinin ornitinin nonkompetatif,
lizinin ise kompetatif inhibitéri (20, 28) oldugunu
aciklamiglardir.

Kaysen ve Strecker (19), rat bébreginde yaptidi bir
calismada arginaz enzimin allosterik bdlgelerinin var
oldugu aciklamiglardir. Ayrica dallanmis zincirli amino
asitler tarafindan olusturulan kismi inhibisyonlar arginaz
Uzerinde allosterik bir bélgenin varligini, inhibitérin bu
bblgeye baglandigini (non- kompetatif inhibisyon) ve
enzim amino asit komplexinin enzimatik olarak aktif
oldugunu gostermislerdir (3). Rao ve ark. (29) meme
tumérlerinde prolinin meme tumdr arginazi Uzerinde
inhibisyon etkisini prolinin herhangi bir konformasyonel
deg@isim olmaksizin aktif bdlge igin direkt olarak
yarismayla oldugunu ac¢iklamislardir.

L- lizinin 6-14 yas arasindaki ¢ocuklara 0,5 mmol/kg
oraninda enjeksiyonundan sonra plazmada ornitin ve
arginin, idrarda ise amonyak konsantrasyonunda artigin
saptanmasi, arginaz enzimini inhibe ettiginin gostergesi
olarak agiklanmistir. Plazmadaki bu ornitin miktarindaki
artis mitokondrial ornitin transportunun inhibisyonundan
kaynaklandigi agiklanmistir. ClnkU lizinin ammonojenik
6zelliginin  yaninda hem ornitin  transkarbamilaz
aktivitesinin hemde lizin tarafindan mitokondrial ornitin
aliniminin inhibisyonuyla ornitinin sitriline déntisimuni
bozmasina neden olabilecedi sonucuna variimigtir (30).
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ve

Sonug olarak, L- ornitin ve L- lizinin manda karaciger

bébrek doku arginazini inhibisyona ugrattig

saptanmis, inhibisyon tipinin ise karisik tipte (kompetatif-
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