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Tavşan Karaciğer Arginazının Optimize Edilmesi ve 
Dokulardaki Dağılımı * 

Tavşan karaciğer arginazı için optimal şartlar ve dokulardaki dağılımının araştırıldığı çalışmada bir 
yaşında 6 adet New Zelland tavşanının dokuları kullanıldı.  Tavşan karaciğer doku arginazı için 
preinkübasyon ısısı 65°C, preinkübasyon zamanı 13 dakika, inkübasyon zamanı 10 dakika ve 
optimum pH 10 olarak saptanmıştır. En yüksek aktiviteyi 2 mM MnCl2 konsantrasyonunda veren 
enzimin L-arginine karşı olan Km’i 1.6 mM olarak saptanmıştır. Sonuç olarak enzimin aktivasyonu 
için Mn+2 iyonlarının ve 65 °C’de preinkübasyonun gerekli olduğu tespit edilmiştir. Karaciğer, 
böbrek, kalp, uterus, beyin, dalak, bağırsak, yemek borusu, kas, dil, akciğer, mide, soluk 
borusundan alınan örneklerde en yüksek aktivite karaciğer, en düşük aktivite soluk borusunda 
saptanmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Tavşan, arginaz, optimizasyon. 

Optimization of Liver Arginase in Rabbit and Distiribution in Tissues 
Optimum conditions for liver arginase in rabbit and distribution in the tissues was investigated. In 
the study, the tissues of six one-year-old New Zealand rabbits were used. Its was found that 
preincubation temperature 65 °C, preincubation period 13 minutes, incubation period 10 minutes 
and optimum pH 10 for arginase in rabbit liver tissue. Enzyme achieved its highest activity at 2 mM 
MnCl2 concentration. Km of arginase in rabbit liver tissue for L-arginine were measured to be 1.6 
mM. Consequently, it was determined that Mn+2 ions and preincubation at 65 °C were essential for 
the activation of the enzyme. Among liver, kidney, heart, uterus, brain, spleen, intestine, 
esophagus, muscle, tongue, lung, stomach, trachea samples, the highest arginase activity was 
found in the liver and the lowest arginase activity was found in trachea. 

KeyWords: Rabbit, arginase, optimization. 

Giriş 

Amino asitler, aminler ve nükleik asitlerin katabolizmasından şekillenen amonyağın 
detoksifikasyonunda görevli olan üre döngüsünün, beşinci ve son basamağında 
fonksiyon gören arginaz (L-arginin amidinohidrolaz, EC 3.5.3.1), L-argininin üre ve 
ornitine hidrolizini sağlayan bir enzimdir. Arginaz üre döngüsünün tüm enzimlerini içeren 
tek organ olan karaciğerde en fazla miktarda bulunmasına rağmen böbrek gibi tam bir 
üre döngüsü bulunmayan dokularda da bulunur (1, 2). Böbrekteki arginaz arginini 
hidrolize eder ve oluşturduğu ornitin poliaminlerin, glutamatın [γ-amino butirikasitin 
(GABA) prekürsörüdür] ve prolinin sentezinde kullanılır (3). Poliaminler (putresin, 
spermin ve spermidin) hücre çoğalması için gerekli olup, iyon kanalları ve 
nörotransmitter reseptörlerin modulatörü olarak bildirilmiştir (4, 5). GABA ve prolin hücre 
sinyallemesinde fonksiyonlara sahiptir (6) ayrıca prolin kollojen sentezi için gereklidir (2). 

Çeşitli hayvan türlerinde ve dokularında enzimin optimum şartlarının belirlenmesi ve 
dokulardaki dağılımının araştırılması; ölçümler anında enzimin en aktif olduğu düzeyin 
saptanması ve enzimin fizyolojik rollerini ortaya çıkarmak için önemlidir. Tavşan 
karaciğer doku arginaz enziminin optimum özellikleri ile ilgili literatür bilgiye 
rastlanılmamıştır. Bu nedenle çalışmada tavşan karaciğer dokusunda arginazın optimize 
edilmesi ve farklı dokulardaki aktivitenin belirlenmesi amaçlanmıştır.   

Gereç veYöntem 

Çalışmada Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezi’nden sağlanan 1 yaşında 
6 adet New Zelland tavşanı kullanıldı. Araştırma için Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Etik Kurulu’ndan etik kurul izni alındı. 

Karbondioksit solutma yöntemi (%99 karbondioksit içeren kapalı tank) ile ötenazi 
edilen tavşanlardan kesimden hemen sonra alınan dokular (karaciğer, böbrek, kalp, 
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uterus, beyin, dalak, bağırsak, yemek borusu, kas, dil, 
akciğer, mide, soluk borusu) üzerindeki kanlardan 
temizlendikten sonra %0.9’luk NaCl içinde soğuk zincire 
uyularak laboratuara getirildi ve dokular folyo kağıdına 
sarılarak -80 °C’de derin dondurucuda daha sonra 
kullanılmak üzere saklandı. 

Alınan doku örnekleri süzgeç kağıdı arasında 
kurutularak 0.5 g tartıldı ve distile su ile 5 mL’ye 
tamamlanarak (ağırlık/hacim) cam-teflon homojenizatörle 
homojenize edildi. Homojenat +4 °C’de 13500 rpm’de 15 
dakika santrifügasyon işlemine tabii tutulduktan sonra 
ayrılan süpernatant kısmı enzim kaynağı olarak 
kullanıldı. Karaciğer arginazının optimum şartlarının 
belirlenmesi için tüm karaciğer homojenat 
süpernatantlarının yarısı birleştirilerek bir havuz 
oluşturuldu.  

Arginaz aktivitesi, Tiyosemikarbazid-Diasetil 
Monoksim Üre (TDMU) yöntemi esas alınarak ölçüldü 
(7). Yöntemin prensibi arginaz tarafından L-argininin 
hidrolizi ile oluşan ürenin spektrofotometrik ölçümüne 
dayanmaktadır. Arginaz aktivitesinin bir ünitesi 1 saatte 
37 oC’de L-argininden 1 μmol üre oluşturan enzim 
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir (μmol üre / 
saat/mg protein). Homojenatta protein miktarı Lowry ve 
ark. (8)’nın bildirdikleri modifiye yönteme göre tespit 
edildi.  

Bulgular 

1. Preinkübasyon Isısının Tespiti: Tavşan 
karaciğer arginazı üzerine preinkübasyon ısısının etkisini 
araştırmak amacı ile enzim kaynağı 1 mM MnCl2 
varlığında 50-75 °C’ler arasında preinkübasyon ısılarına 
tabii tutulmuştur. En yüksek enzim aktivitesi 67-68°C 
arasında saptanmış olup, bu ısıdan sonra aktivitenin 
giderek azaldığı tespit edilmiştir. Enzimin aktivasyonu 
için uygun preinkübasyon ısısı 65 °C olarak kabul 
edilmiştir (Şekil 1). 

 

Şekil 1: Tavşan karaciğer doku arginaz aktivitesinin 
preinkübasyon ısısına bağlı olarak değişimi 

2. Preinkübasyon Süresinin Tespiti: 
Preinkübasyon süresini tespit etmek için, 1 mM MnCl2 
varlığında ve 65 °C preinkübasyon ısısında, 0-25 
dakikalık zaman aralıklarında enzimin aktivitesi 

incelenmiştir. 65 °C’de 15 dakikalık preinkübasyon enzim 
aktivitesinin yaklaşık 4 misli artırmıştır. Enzimin 
maksimum aktiviteye 15 dakikada ulaştığı görülmüş ve 
optimal preinkübasyon süresi 13 dakika olarak kabul 
edilmiştir (Şekil 2). 

 
Şekil 2. Tavşan karaciğer doku arginaz aktivitesinin 
preinkübasyon zamanına bağlı olarak değişimi 

3. Mangan İyonlarının Etkisi: Preinkübasyon 
ortamına 0-5 mM konsantrasyonları arasında değişen 
MnCl2 ilave edilmiş ve enzim aktivitesi incelenmiştir. 
Enzim aktivitesi 2 mM MnCl2 konsantrasyonunda 
yaklaşık 4 misli yükselmiş, daha yüksek 
konsantrasyonda aktivite düşmüştür. Tavşan karaciğer 
doku arginazı için en uygun MnCl2 konsantrasyonu 2 mM 
olarak kabul edilmiştir (Şekil 3). 

 
Şekil 3. Tavşan karaciğer doku arginaz aktivitesinin 
MnCl2 konsantrasyonuna bağlı olarak değişimi 

4. İnkübasyon Süresinin Tespiti: Enzim kaynağı 0-
30 dakikalık zaman dilimlerinde 37 °C’de inkübasyona 
tabi tutulmuş ve reaksiyon sonunda meydana gelen 
ürenin zaman faktörüne bağlı olarak miktarları 
belirlenmiştir. Şekil 4’de görüldüğü gibi üre sentezindeki 
artış zamana bağlı olarak 18. dakikaya kadar 
doğrusallığını korumuş, bu sürenin sonunda lineerlik 
yerini hiperbolik bir görünüme bırakmıştır. Bundan dolayı 
enzim için optimum inkübasyon süresi 10 dakika olarak 
belirlenmiştir. 
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Şekil 8.Tavşan karaciğer arginazının L-arginine karşı 
olan Km’inin Eadie-Hofstee eğrisi ile saptanması 

7. Tavşanlarda Arginaz Aktivitesinin Dokulara 
Göre Dağılımı: Tavşan karaciğer doku arginazı 
ölçümünde tarafımızdan tespit edilen, diğer dokuların 
arginaz aktivitesinin ölçümünde ise rat böbrek arginazı 
için saptanmış (9) optimum koşullar kullanılmıştır. 
Tavşan dokularındaki arginaz aktiviteleri Tablo 1’de 
verilmiştir. 

Tablo 1. Tavşan dokularında arginaz akvitelerinin 
dağılımı (n: 6, ortalama±standart sapma) 

Doku Arginaz aktivitesi  (U) 

Karaciğer 105.09 ± 12.91 

Böbrek 27.03 ± 3.37 

Kalp 7.55 ± 0.91 

Uterus 3.03 ± 0.23 

Kan 3.22 ± 0.60 

Beyin 2.00 ± 0.21 

Dalak 1.91 ± 0.07 

Bağırsak 1.79 ± 0.44 

Yemek Borusu 1.76 ± 0.09 

Kas 1.60 ± 0.64 

Dil 1.56 ± 0.18 

Akciğer 1.51 ± 0.10 

Mide 1.08 ± 0.57 

Soluk Borusu 0.45 ± 0.07 

Tartışma 

Çeşitli dokularda ölçülen arginaz enzimi, maksimum 
aktiviteye ulaşmak için inkübasyondan önce Mn+2 iyonları 
ile ısı aktivasyonu (preinkübasyon) gerektirir (9-11).  
Tavşan karaciğer doku arginazının 68 °C’de Mn+2 
iyonları ile preinkübasyonu maksimum aktivite 
oluşturmuş ve bu sıcaklıktan sonra enzim aktivitesinde 
düşme meydana geldiği için optimum preinkübasyon ısısı 

65 °C olarak alınmıştır (Şekil 1). Optimum preinkübasyon 
ısısı, diabetik ve kontrol ratlarının karaciğerinde 68 °C 
(9), insan (12) ve koyun (13)  karaciğer arginazı için bu 
çalışmaya benzer olarak 60-65 °C olarak bildirilmiştir. 
Farklı türlerde karaciğer dışındaki dokularda çalışılan 
arginazların optimal preinkübasyon sıcaklıkları 55 °C 
civarında bulunmuştur (12, 14, 15). Bu bulgular Mn+2 
iyonları varlığında karaciğer arginazının diğer doku 
arginazlarından yükselmiş ısıya karşı daha dayanıklı ve 
dirençli olduğunun göstergesidir.  

Arginazın aktivasyonunda preinkübasyon ısısı kadar 
preinkübasyon süresi de önemlidir. 65 °C’de 15 dakikalık 
preinkübasyon tavşan karaciğer doku arginazının 
aktivitesini yaklaşık 4 misli artırmıştır (Şekil 2). Farklı tür 
ve dokularda çalışılan arginazların preinkübasyon 
sürelerinin 5 ile 20 dakika arasında değiştiği bildirilmiştir 
(9, 10, 12-15). Tavşan karaciğer doku arginazının en 
uygun preinkübasyon süresinin 13 dakika olduğu tespit 
edilmiş olup bu değer diğer dokular için belirtilen 
preinkübasyon süresi sınırları içerisindedir. Tüm bu 
çalışmalara zıt olarak rat böbrek arginazının aktivasyonu 
için preinkübasyon ısısı ve süresinin gereksiz olduğu 
bildirilmiştir (9). 

Bir metalloenzim olan arginazın tam katalitik aktivite 
gösterebilmesi, subunitelerine ayrılmaması ve kuaterner 
yapısının şekillenmesi için her subünitenin bir mol Mn+2 
içermesi gerekir (16, 17). Preinkübasyon ısısının Mn+2 

iyonlarına gereksinimini tespit etmek için enzim kaynağı 
MnCl2’lü ve MnCl2’süz (distile su ile) preinkübasyona 
tabii tutulmuştur. MnCl2’lü preinkübasyon uygulanan 
enzim kaynağının, MnCl2’süz preinkübasyon uygulanan 
enzim kaynağından yaklaşık 4 kat daha fazla aktivite 
gösterdiği saptanmıştır (Şekil 4). Tavşan karaciğer 
arginaz aktivitesi için de preinkübasyon ve Mn+2 iyonları 
gereklidir. Mn+2’nın preinkübasyon sırasında arginaza 
bağlanarak enzim aktivitesini ve dayanıklılığını artırdığı 
açıklanmıştır (10, 11, 17). Mn+2 iyonlarının enzim ile 
substrat arasında metal bir köprü kurduğu ve enzim-
Mn+2-arginin kompleksinin oluşmasının enzimi aktive 
ettiği bildirilmektedir (18). Bu konu ile ilgili çalışmalarda 
ortak nokta Mn+2’nın arginaz aktivitesinde vazgeçilmez 
bir kofaktör olması ve optimal Mn+2 derişiminin dokuya 
göre farklılık göstermesidir (10, 11, 16-18). 

Enzimatik reaksiyonlar vücut ısısında oluştuğu için 
enzim kaynağı 37 °C’de 0-30 dakikalar arasında 
inkübasyona bırakılarak optimum inkübasyon süresi 
tespit edilmeye çalışılmış, 18. dakikaya kadar lineerliğin 
devam ettiği, 18. dakikadan sonra ise lineerliğin yerini 
hiperbolik bir görünümün aldığı gözlemlenmiştir (Şekil 4). 
Enzim aktivitesindeki lineer artışın 18. dakikadan sonra 
lineerlikten sapması reaksiyon sonucu oluşan ornitin ve 
ürenin, enzimin inhibisyonuna (ürün inhibisyonu) neden 
olmasından kaynaklanabilir (19, 20). 

Farklı tamponlar ve farklı pH’lar kullanılarak memeli 
arginazlarının bazik optimum pH’a (9.5-10.5) sahip 
olduğu gösterilmiştir (10-13, 15, 18). Tavşan karaciğer 
doku arginazı için en yüksek aktivite pH 10-10.1’de 
sodyum bikarbonat-sodyum karbonat tamponu varlığında 
bulunmuştur (Şekil 5).  
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Tavşan karaciğer doku arginazının L-arginine karşı 
olan Km değeri 1.6 mM olarak bulunmuştur (Şekil 6). 
Yapılan çalışmalarda farklı türlerden karaciğer 
arginazının L-arginine karşı olan Km’ inin geniş sınırlar 
içinde değiştiği görülmüştür. Km değeri fascioliosisli 
koyunlarda 4 mM (13), insanlarda 4.1 mM (12), diabetik 
ve normal ratlarda 3.2 mM (9), kobaylarda 19.6 mM (21) 
olarak bulunmuştur. Tavşan karaciğer doku arginazı için 
tarafımızdan bulunan Km değeri diğer çalışmalarda elde 
edilen Km değerlerinden daha düşüktür.  

Tavşan dokularındaki arginaz aktivitelerinin tespit 
edildiği bu çalışmada en yüksek arginaz aktivitesi diğer 
memeli türlerinde olduğu gibi (1,2) karaciğerde tespit 
edilmiştir. Lisowska-Myjak ve ark. (22) 31 türün bağırsak 
arginaz aktivitesinin türden türe 2 ile 100 misli arasında 
geniş bir farklılık gösterdiğini ve en yüksek aktivitenin 
tavşan, rat, hamster ve farelerde olduğunu tespit etmiştir. 
Fare ve ratların tükürük bezlerinde arginaz aktivitesinin 
değişen seviyeleri bulunurken tavşan ve kobayın tükürük 

bezlerinin hemen hemen hiç arginaz aktivitesine sahip 
olmadığı kaydedilmiştir (23).  

Primatlarla karşılaştırıldığında (maymun, orangutan, 
gorilla, insan) primat olmayan türlerde (fare, rat, tavşan, 
kedi, köpek) eritrosit arginaz aktivitesi tespit 
edilemeyecek seviyelerde (<1.0 µmol üre / g Hb / saat) 
bulunmuştur (24). Bu çalışmada ise eritrosit arginaz 
aktivitesini 3.22±0.60 µmol üre / g Hb / saat) olarak tespit 
edildi. 

Yapılan taramalarda tavşan karaciğer doku 
arginazının kinetik özellikleri ile ilgili bir çalışmanın 
yapıldığı literatüre rastlanmamıştır. Bu nedenle tavşan 
karaciğer dokusunda arginaz enziminin kinetik özellikleri 
araştırılmış, tavşan karaciğer arginazının aktivasyonu 
için preinkübasyonun ve Mn+2 iyonlarının gerekli olduğu 
saptanmıştır. Sonuç olarak elde edilen verilerin enzimin 
fizyolojik rolleri ile ilgili yapılacak araştırmalara ışık 
tutacağı kanaatine varıldı. 
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