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ARASTIRMA

Koyun Dalak Doku Arjinazinin Fotoinaktivasyonu ve Bazi
Kinetik Ozellikleri

Bu galismanin amaci koyun dalak doku arjinazinin bazi kinetik 6zelliklerinin tesbit edilerek metilen
mavisinin inhibisyon etkisinin arastirimasidir.

Calismada kullanilan dalak dokulari Elazig’daki Elkas kesimevinden temin edilmistir. Arjinaz
aktivitesi spektrofotometrik olarak tiyosemikarbazid-diasetiimonoksim re (TDMU) metodu
kullanilarak o6l¢ildi. Protein Lowry ve arkadaslarinin metoduna gore lgiimustir.

Calismada dort grup kullanildi. Birinci grupta, birinci preinkiibasyonda MnCl, eklendi ve érnekler
oda igi§inda tutuldu. Bu grup kontrol grubu olarak kabul edildi. ikinci grupta metilen mavisi ve
MnCl, birinci preinkiibasyonda eklendi ve érnekler 150 watt 151§a maruz birakildi. Uglincii grupta
orneklere birinci preinkiibasyonda MnCl,, ikici preinkiibasyonda metilen mavisi eklenerek 150 w
1sik uygulandi. Dérdiincti grupta ise birinci preinkiibasyonda metilen mavisi ikinci preinkiibasyonda
ise MnCl, eklenerek 6rnekler 150 w 1s13a tabi tutuldu.

Koyun dalak doku arjinaz aktivitesinde en fazla kayip dérdincu grupta olurken bunu ikinci grup
takip etti. En az aktivite kaybi ise Uglincu grupta goruldi. Enzim aktivitesinde oda i1s1ginda % 66,
karanlikta % 60 ve 150 w isikta % 72’ lik bir inhibisyon oldugu saptandi. Metilen mavisinin koyun
dalak doku arjinazi tzerinde non-kompetetif inhibisyona neden oldugu tesbit edildi.

Fotoinaktivasyonun, muhtemelen arjinaz molekiliinde bulunan histidil artiklarinin imidazol

gruplarinin degisiklige ugramasi sonucu meydana geldigi disunuilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Arjinaz, fotoinaktivasyon, koyun dalak dokusu.

Photoinactivation and Some Kinetic Properties of Tissues Arginase in Sheep
Spleen

The aim of study was to investigate the inhibitory effect of methylene blue by determining some
kinetic properties of tissues arginase in sheep spleen.

The spleen tissues samples used in this study were obtained from Elkas slaughterhouse in Elazig.
Arginase activity was spectrophotometrically measured, using the Thiocemicarbazide
diacetylmonoxime urea (TDMU) method. Protein activity was measured with the method of Lowry
etal.

The study was performed on four groups. In the first group, the samples were supplemented with
MnCl;, at the first preincubation and kept at room light. In the second group, the samples were
supplemented with methylene blue and MnCl, at the first preincubation and exposed to a 150 W
(watt) light source. In the third group, MnCl, at first preincubation and methylene blue at the second
preinkubation were included in the samples that were then exposed to a 150 W (watt) light source.
In the fourth group, after supplementing methylene blue at the first preincubation and MnCl, at the
second preincubation, the samples were exposed to a 150 W light source. The highest decrease
in the sheep spleen arginase activity were determined in the fourth group, which were followed by
the second group. The least decrease in the enzyme activity was determined in the third group. It
was analyzed to have 66, 60 and 72 % of inhibitory decrease in enzyme activity successfully in the
room light, dark and 150 w light source. Methylene blue was found to result in a non-competitive
inhibitory effect on sheep spleen tissues arginase.

We concluded that photoinactivation may be due to a modification in imidazole group of hystidyl
residues present in arginase molecules.

Key Words: Arginase, photoinactivation, sheep spleen tissues.

Girig
Arjinaz, L- arjininin ortinitin ve Ureye déntusiminden sorumlu olan tre donglisinin
son enzimidir (1). Arjinaz enziminin esas kaynadi memeli karacigeri olmasina ragmen

bdbrek, kalp kasi, akciger, dalak, beyin, iskelet kasi gibi ekstrahepatik dokularda da
dislik miktarda arjinaz aktivitesi saptanmigtir (2).

" Bu calisma, doktora tezinin bir bélimiinden &zet olup, Firat Universitesi Bilimsel Aragtirma Fonu
(FUBAP-Proje No: 1398) tarafindan desteklenmistir.
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Arjinazin dokulara yayilmig iki formu bulunmaktadir.
Bunlar sitozolik form A1 ve mitokondrial form A2’ dir.
Sitozolik form (A1) daha ¢ok karacigerde bulunur ve ire
dongustnde goérev alir (1). Mitokondrial form (A2) ise Ure
siklusunun olmadigi ekstrahepatik dokularda,
poliaminlerin (putressin, spermin, spermidin), protein
biyosentezi icin gerekli olan prolinin sentezlenmesi gibi
Ozel fonksiyonlara sahiptir ve yangisal mekanizmalarin
biyosentezinde gorev almaktadir (2).

Muszynska ve ark. (3), arjinaz enziminin histidil
artiklarinin  imidazol gruplarina Mn*2 katyonlarinin
baglanmasi ile enzimin tetramerik yapiya ulasarak tam
aktivite gosterdigini  bildirmislerdir. Mn*? iyonlarinin
enzime baglanmasi isiya dayanikhhdi artirmakta ve
enzimin inaktivasyonlara karsi daha dayanikli hale
gelmesini saglamaktadir (4).

150 watt 151k ve metilen mavisi varliginda enzim
histidil artiginin imidazol gruplarinin parcalanmasi ile
Mn*? katyonlarinin tetramerik yapiyr olugturamadigi ve
bu nedenle fotoinaktivasyonun meydana geldigi
bildirilmistir (5,6).

Bu arastirmada koyun dalak doku arjinazinin bazi
kinetik Ozelliklerinin saptanmasi, arjinazin
fotoinaktivasyonu ile enzimin histidil artiginin imidazol
gruplarinin pargalanmasiyla ortamda inhibisyonun nasil
olacagi ve preinkiibasyon agamalarinda inhibitortin farkl
zamanlarda ilavesiyle nasil bir sonu¢ alinacaginin tespiti
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirma materyali olan koyun daladi Elazi§y Elkas
tesislerine kesim icin getirilen 2-3 yaslarindaki, barinak,
bakim ve beslenme sartlari ayni olan bir surideki 20
adet Akkaraman irki koyunlardan temin edilmigtir.
Kesimden sonra alinan dalak dokusu, Gizerindeki kan ve
pthtidan temizlendikten sonra %0.9'luk soguk NaCl
¢ozeltisi icerisinde behere aktariimis ve buz igerisinde
hizli bir sekilde laboratuara ulastiriimistir.

Doku o&rnekleri iki stzge¢ kagdidi arasinda
kurutulduktan ve MnCl; ile sulandinidiktan (sulandirma
orani 1/6) sonra cam-cam homojenizatdrde homojenize
edilmistir. Homojenat +4°C 14000 rpm'de 13 dakika

santrifij edilerek orneklerin  slipernatantlari  enzim
kaynagi  olarak  kullanilmistir.  Arjinaz  aktivitesi
Tiyosemikarbazid-Diasetii Monoksim Ure (TDMU)

Metodu (7) ile; protein miktari ise Lowry (8) yontemine
gore Olgulmustar. Calismamizda kullandigimiz
homojenatta koyun dalak doku &rneklerinin her ml
supernatantina 3 (nite Jack-Bean lireaz enzimi ilave
edildikten sonra 37°C' de 15 dakika inkibe edilerek
endojen Urenin pargalanmasi saglanmistir (9).

Orneklerin metilen mavisiyle muamelesi: Deney
sartlarina gdre preinkiubasyon islemi, metilen mavisinin
etkisini arastirmak tzere 58 °C’ de 13 dakikalik iki dénem
halinde toplam 26 dakika olarak uygulanmistir. Metilen
mavisi sartlara gore |. ve Il. preinkiibasyon asamasinda
ilave edilmistir.
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Orneklerin 151k kaynagi (150 w) ile muamelesi:
Metilen mavisinin ilave edildigi kosullara gére numuneler
preinkibasyonun  degisik asamalarinda 10 cm
mesafeden 150 w i1sik kaynagina maruz birakilmistir.
Enzimatik karigsim toplam 1 ml olup bu karisim 0.3 ml
120 mM arjinin (pH 9.5), 0.4 ml 200 mM karbonat
tamponu (pH 9.5) ve 0.3 ml enzim kaynag olacak
sekilde hazirlanmigtir. Tiplere ©6nce L-arjinin, sonra
karbonat tamponu konulmus ve daha sonra
preinkibasyondan c¢ikan enzim kaynadi eklenerek
inkibasyon igin 37 °C’ de 10 dakika sallantili metabolik
su banyosunda tutularak tepkime baslatiimistir. Tepkime
sonunda tiplere 3 ml asit karisimi ilave edilerek
reaksiyon durdurulmus ve son olarakta 2 ml renk ayiraci
eklenerek tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda
tutularak renk olugsumu saglanmistir. 520 nm dalga
boyunda elde edilen orneklerin absorbansindan sifir
zaman korlerinin absorbanslarinin ¢ikariimasiyla kalan
deger Unite Uzerinden degerlendirilmigstir.

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

Bulgular

Koyun dalak doku arjinaz aktivitesi (izerine metilen
mavisinin fotoinaktivasyon etkisini incelemek amaciyla
enzim degisik metilen mavisi konsantrasyonlarina ve 150
w 1g1da maruz birakilmistir. Enzim, 0,3 mM metilen
mavisi konsantrasyonunda %72, 0,6 mM’ da % 85, 0,9
mM’ da % 92 aktivite kaybina ugramistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Degisik konsantrasyonlarda metilen mavisinin
koyun dalak doku arjinaz aktivitesi Uzerine inhibisyon
etkisi

Metilen mavisinin koyun dalak doku arjinaz aktivitesi
Uzerine yaptigi inhibisyon tipini belilemek igin farkli
arjinin konsantrasyonlarinda ve 0,3 mM metilen mavisi
varliginda enzim aktiviteleri incelenerek veriler Michaelis-
Menten (Sekil 2) ve Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 3) ile
degerlendiriimis, sonug olarak metilen mavisinin enzimi
non-kompetetif inhibisyona ugrattigi saptanmistir.
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Sekil 2. Farkh substrat konsantrasyonlarinda metilen
mavisinin koyun dalak doku arjinaz aktivitesi Uzerine
etkisinin Michaelis-Menten grafigi ile degerlendiriimesi.
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Metilen mavisi ilave edilmemis érnekler kontrol olarak
kabul edilmis ve aktivite %100 olarak tanimlanmistir.
Metilen mavisi ilave edilmis &rneklerdeki aktivite
kaybedilen aktiviteyi gostermektedir. Bu asamayla
metilen mavisinin hangi ortamda daha etkili oldugu
saptanmigtir.

Degisik i1siklandirmalar, MnCl, (2 mM) ve % 0,3 lik
metilen mavisinin 1. ve Il. preinkiibasyon ortamina
eklenmesiyle elde edilen veriler degerlendirilmistir
(Tablo 2).

I. preinkiibasyona sadece MnCl, (2 mM) eklenmis ve
bu kontrol olarak kabul edilmistir (A). MnCl, (2 mM) ve %
0,3 lik metilen mavisi 150 watt 1sik altinda |
preinkibasyonda uygulanmis ve enzimin % 63 aktivite
kaybina ugradigi goérilmustir (B). |. preinkiibasyonda
MnCl, (2 mM), Il preinkiibasyonda ise % 0,3’ lik metilen
mavisi eklenmis ve enzim 150 watt 1g1Ida maruz

:; 35 Metilen Mavisi + 150 W Projeksiyon [ngs blraklldlglnd? % 51. aktivite .k.ayblnlr_\ olfiugu saptanmigtir
(C). % 0,3’ Iik metilen mavisi I. preinkiibasyonda, MnCl»
ER (2 mM) ise Il. preinkibasyonda ortama eklenmis ve
25 enzimin 150 watt 1sik altinda aktivitesi incelendiginde %
) 81’ lik aktivite kaybina ugradigi tespit edilmistir.
127 Tablo 1. Degisik 1sik kosullarinda metilen mavisinin
1 Kool arjinaz aktivitesi Gzerine olan etkisi.
Km=6 mM 1,/:%{' AKTIVITE % (Kaybedilen )
-04 032 02 -0 i} 0,1 0,2 0.3 04 0.5 0,6 KO$ULLAR Kontrol + Metilen Mavisi
1/ Km L/[s]
Sekil 3: Metilen mavisinin koyun dalak doku arjinaz Oda Isigi 100 66
aktivitesi Uzerine etkisinin Lineweaver-Burk egrisi ile
degerlendiriimesi.
Karanlik 100 60
Koyun dalak doku arjinaz aktivitesi izerine metilen
mavisinin etkisi farkli ortamlar (oda 1s1g1, karanhk, 150
watt 1gik) altinda incelenmigtir. Buna gére enzim oda 150 Waitt Isik 100 2
1IsiIginda % 66, karanlikta % 60, 150 watt 1sik altinda ise
% 72 aktivite kaybina ugramistir (Tablo 1).
Tablo 2. Metilen mavisi, MnCl; ve i1s1din koyun dalak doku arjinazinin fotoinaktivasyonuna olan etkileri.
|.Preinkibasyon 1. Preinkiibasyon ISIKLANDIRMA
%0,3’lik %0,3’luk 150 w Kalan %
MnCl, Metilen Mavisi Metilen Mavisi MnCl, Isik Oda 15131 Aktivite
A + - - - - + 100
B + + - - + - 37
C + - + - + - 49
D - + - + + - 19
Tartisma kaynagi 150 watt 1sik altinda, degisik metilen mavisi

Koyun dalak doku arjinaz aktivitesi Uzerine metilen
mavisinin fotoinaktivasyon etkisini incelemek igin enzim

konsantrasyonlarina maruz birakilmigtir. 0.3 mM metilen
mavisi varliginda enzim aktivitesinde %72, 0.6mM
konsantrasyonda ise % 85’ lik bir azalma tesbit edilmigtir.
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inhibisyon tipini belirlemek icin 0.3 mM metilen mavisi
varliginda enzim aktivitesi incelenmis ve metilen
mavisinin enzimi non-kompetetif inhibisyona ugrattigi
saptanmistir. Calismamizla paralel olarak koyun meme
doku arjinazi (10), M. Benedeni arjinazi (6), manda
karaciger ve bodbrek doku arjinazi (5) ve insan tikirik
arjinazinin da (11) metilen mavisi tarafindan non-
kompetetif inhibisyona ugratildigi belirtilmistir.

Metilen mavisinin inhibisyon etkisi farkli ortamlarda
incelenmis, oda 1siginda aktivitenin % 66’ sinin,
karanlkta % 60’ inin ve 150 watt 1sik altinda ise % 72’
sinin kayboldugu goérulmustir. Koyun dalak doku arjinaz
enzimini, metilen mavisinin 150 wat 1sik altinda daha
gucll inhibisyona ugrattigi saptanmistir. Enzimin 150 w
1sik altinda reaksiyona sokulmasinin bir fotoinaktivasyon
olayi oldugu kanitlanmistir.

Rat karaciger arjinazi tzerine metilen mavisi ile 150
w 1sik uygulanmig ve aktivitedeki dustse 21 histidil
artiginin  fotoinaktivasyona  ugramasiyla  enzimin
sublinitelere ayrilmasinin neden oldugu belirtiimigtir.
Fotoinaktivasyon, enzimdeki histidil artiklarinin imidazol
gruplarinin  pargalanmasiyla  olusmaktadir.  Cesitli
dokularda arjinaz enzimi dimerik yapidadir. Mn*2 iyonlari
dimerik yapiya baglanarak enzimi tetramerik (E- Mn4)
yaplya donlstirmekte ve bu sekilde arjinaz enzimi tam
aktivite gostermektedir (12). 150 w 11k ve metilen mavisi
varliginda enzimin histidil artiginin imidazol gruplarinin
parcalanmasi ile Mn*? katyonlarinin tetramerik yapiyi
olusturamadigi ve bu nedenle fotoinaktivasyonun
meydana geldigi bildirilmistir (5, 6, 11, 13).

Koyun dalak doku arjinaz enzimine farkli ortamlarda
iki preinkibasyon uygulanmig, oda 1siginda |I.
preinkibasyona sadece MnCl, konularak yapilan
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