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ARASTIRMA

Tavsan Karaciger Arginazinin Optimjze Edilmesi ve
Dokulardaki Dagilimi

Tavsan karaciger arginazi icin optimal sartlar ve dokulardaki dagihminin arastirildigi calismada bir
yasinda 6 adet New Zelland tavsaninin dokulari kullanildi. Tavsan karaciger doku arginazi igin
preinkiibasyon 1sisi 65°C, preinkiibasyon zamani 13 dakika, inkiibasyon zamani 10 dakika ve
optimum pH 10 olarak saptanmistir. En yiksek aktiviteyi 2 mM MnCl, konsantrasyonunda veren
enzimin L-arginine karsi olan Km’i 1.6 mM olarak saptanmistir. Sonug¢ olarak enzimin aktivasyonu
icin Mn*? iyonlarinin ve 65 °C'de preinkiibasyonun gerekli oldugu tespit edilmistir. Karaciger,
bdbrek, kalp, uterus, beyin, dalak, bagirsak, yemek borusu, kas, dil, akciger, mide, soluk
borusundan alinan 6rneklerde en yiksek aktivite karaciger, en duslk aktivite soluk borusunda
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tavsan, 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. lts 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
MnCl, concentration. Km of arginase in rabbit liver tissue for L-arginine were measured to be 1.6
mM. Consequently, it was determined that Mn*?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.

Girig

Amino asitler, aminler ve nikleik asitlerin katabolizmasindan sekillenen amonyagin
detoksifikasyonunda goérevli olan Ure donglsinin, besinci ve son basamaginda
fonksiyon goéren arginaz (L-arginin amidinohidrolaz, EC 3.5.3.1), L-argininin ure ve
ornitine hidrolizini saglayan bir enzimdir. Arginaz Gre dongustnin tim enzimlerini iceren
tek organ olan karacigerde en fazla miktarda bulunmasina ragmen bdbrek gibi tam bir
Ure dongust bulunmayan dokularda da bulunur (1, 2). Bobrekteki arginaz arginini
hidrolize eder ve olusturdugu ornitin poliaminlerin, glutamatin [y-amino butirikasitin
(GABA) prekirsorudar] ve prolinin sentezinde kullanilir (3). Poliaminler (putresin,
spermin ve spermidin) hiicre g¢ogalmasi igin gerekli olup, iyon kanallari ve
norotransmitter reseptdrlerin modulatéri olarak bildirilmistir (4, 5). GABA ve prolin hiicre
sinyallemesinde fonksiyonlara sahiptir (6) ayrica prolin kollojen sentezi icin gereklidir (2).

Cesitli hayvan tirlerinde ve dokularinda enzimin optimum sartlarinin belirlenmesi ve
dokulardaki dagiliminin arastiriimasi; dlgiimler aninda enzimin en aktif oldugu dizeyin
saptanmasi ve enzimin fizyolojik rollerini ortaya c¢ikarmak igin 6nemlidir. Tavsan
karaciger doku arginaz enziminin optimum &zellikleri ile ilgili literatir bilgiye
rastlaniimamistir. Bu nedenle ¢alismada tavsan karaciger dokusunda arginazin optimize
edilmesi ve farkli dokulardaki aktivitenin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg veYontem

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi'nden saglanan 1 yasinda
6 adet New Zelland tavsani kullanildi. Aragtirma igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu’ndan etik kurul izni alind1.

Karbondioksit solutma yoéntemi (%99 karbondioksit iceren kapali tank) ile 6tenazi
edilen tavsanlardan kesimden hemen sonra alinan dokular (karaciger, bobrek, kalp,

" Bu galisma, Firat Gniversitesi, Bilimsel arastirma Projeleri Birimi (FUBAP) tarafindan desteklenen
2123 nolu Yuksek Lisans tezinden 6zetlenmisgtir.
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uterus, beyin, dalak, bagirsak, yemek borusu, kas, dil,
akciger, mide, soluk borusu) Uzerindeki kanlardan
temizlendikten sonra %0.9’luk NaCl icinde soguk zincire
uyularak laboratuara getirildi ve dokular folyo kagidina
sarilarak -80 °C’de derin dondurucuda daha sonra
kullaniimak Uzere saklandi.

Alinan doku 6rnekleri sizge¢ kagidi arasinda
kurutularak 0.5 g tartildi ve distile su ile 5 mlL'ye
tamamlanarak (agirlik/hacim) cam-teflon homojenizatorle
homojenize edildi. Homojenat +4 °C’de 13500 rpm’de 15
dakika santrifigasyon islemine tabii tutulduktan sonra
ayrilan slpernatant kismi enzim kaynadi olarak
kullanildi. Karaciger arginazinin optimum sartlarinin
belirlenmesi icin tim karaciger homojenat

supernatantlarinin  yarisi  birlestirilerek  bir havuz
olusturuldu.
Arginaz aktivitesi, Tiyosemikarbazid-Diasetil

Monoksim Ure (TDMU) yéntemi esas alinarak 6lgiildi
(7). Yontemin prensibi arginaz tarafindan L-argininin
hidrolizi ile olusan Urenin spektrofotometrik olgimine
dayanmaktadir. Arginaz aktivitesinin bir Gnitesi 1 saatte
37 °C'de L-argininden 1 umol (re olusturan enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir (umol Gre /
saat/mg protein). Homojenatta protein miktari Lowry ve
ark. (8)'nin bildirdikleri modifiye yonteme goére tespit
edildi.

Bulgular

1. Preinkiibasyon Isisinin Tespiti: Tavsan
karaciger arginazi izerine preinkiibasyon isisinin etkisini
arastirmak amaci ile enzim kaynagi 1 mM MnCl;
varliginda 50-75 °C’ler arasinda preinkibasyon isilarina
tabii tutulmustur. En yuksek enzim aktivitesi 67-68°C
arasinda saptanmis olup, bu isidan sonra aktivitenin
giderek azaldigi tespit edilmistir. Enzimin aktivasyonu
icin uygun preinkiibasyon isisi 65 °C olarak kabul
edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Tavsan karaciger doku arginaz aktivitesinin
preinkubasyon isisina bagli olarak degisimi

2. Preinkiibasyon Siiresinin Tespiti:
Preinkibasyon suresini tespit etmek icin, 1 mM MnCl,
varliginda ve 65 °C preinkiibasyon isisinda, 0-25
dakikallk zaman araliklarinda enzimin  aktivitesi
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incelenmigtir. 65 °C’de 15 dakikalik preinkibasyon enzim
aktivitesinin  yaklasikk 4 misli artirmigtir.  Enzimin
maksimum aktiviteye 15 dakikada ulastigi gorilmis ve
optimal preinkiibasyon suresi 13 dakika olarak kabul
edilmigtir (Sekil 2).
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Sekil 2. Tavsan karaciger doku arginaz aktivitesinin
preinkibasyon zamanina bagli olarak degisimi

3. Mangan lyonlaninin Etkisi: Preinkiibasyon
ortamina 0-5 mM konsantrasyonlari arasinda degisen
MnCl; ilave edilmis ve enzim aktivitesi incelenmistir.
Enzim aktivitesi 2 mM MnCl, konsantrasyonunda
yaklasik 4 misli yukselmisg, daha yuksek
konsantrasyonda aktivite dismdustir. Tavsan karaciger
doku arginazi igin en uygun MnCl, konsantrasyonu 2 mM
olarak kabul edilmigstir (Sekil 3).
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Sekil 3. Tavsan karaciger doku arginaz aktivitesinin
MnCl, konsantrasyonuna bagl olarak degisimi

4. inkiibasyon Siiresinin Tespiti: Enzim kaynag 0-
30 dakikalik zaman dilimlerinde 37 °C’de inkiibasyona
tabi tutulmus ve reaksiyon sonunda meydana gelen
Urenin zaman faktdrine bagl olarak miktarlari
belirlenmistir. Sekil 4'de goruldigu gibi Ure sentezindeki
artis zamana bagh olarak 18. dakikaya kadar
dogrusalligini korumus, bu sirenin sonunda lineerlik
yerini hiperbolik bir gériinime birakmistir. Bundan dolayi
enzim icin optimum inkubasyon suresi 10 dakika olarak
belirlenmistir.
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Sekil 4. Tavsan karaciger doku arginaz aktivitesinin
inkibasyon zamanina bagli olarak degisimi

5. pH’nin Etkisi: Glisin-sodyum hidroksit tamponu
(pH: 8.6-10.6), sodyum bikarbonat-sodyum karbonat
tamponu (pH:9.2- 10.2) ve sodyum bikarbonat-sodyum
hidroksit tamponlari (pH:9.7-10.9) kullanilarak degisik
pHlarda arginaz aktivitesi Olgilmis ve pH profili
cikariimistir. Sekil 5’de gorildugi gibi en yiksek aktivite
pH 10-10.1"de sodyum bikarbonat-sodyum karbonat
tamponu varliginda elde edildiginden tavsan karaciger
arginaz aktivitesi i¢cin en uygun tamponun sodyum
bikarbonat- sodyum karbonat tamponu, optimal pH’nin
da 10 oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 5. Tavsan karaciger doku arginaz aktivitesinin
cesitli tampon sistemlerine ve pH'ya gore gdsterdigi
degisiklikler (—e—NaHCO3-Na,CO3 tamponu,—— Glisin-
NaOH tamponu, —— NaHCO3-NaOH tamponu)

6. Arginin Konsantrasyonunun Etkisi: Tavsan
karaciger doku arginazi igin optimal sartlar tespit
edildikten sonra, arginazin substrati olan L-arginine karsi
Km’i Michaelis-Menten kinetigi ile incelenmistir (Sekil 6).
Bu amagla enzim miktari sabit tutulup, L-arginin
konsantrasyonu  degistirilerek  arginaz  aktivitesine
bakilmistir. Sekil 6'da gorildigu tzere 0.5 mM’a kadar
olan L-arginin konsantrasyonundaki artis enzim
aktivitesinde lineer bir artisa (birinci mertebe kinetigi)
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neden olmus, bu noktadan itibaren dogrusallik yavas
yavas kaybolarak, yerini hiperbolik bir gériinime (karisik
mertebe kinetigi) birakmistir. 25 mM’lik L-arginin
konsantrasyonundan itibaren, arginaz L-arginin ile
doygunluga ulasarak (sifir mertebe kinetigi) reaksiyon
sabit hizla devam etmisgtir.
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Sekil 6. Tavsan karaciger doku arginaz aktivitesinin L-
arginin  konsantrasyonuna bagli olarak degisiminin
Michaelis-Menten grafigi ile gosterilmesi

Enzim aktivitesinin L-arginin konsantrasyonuna bagh
olarak degisimi Michaelis-Menten esitligi yaninda
Lineweaver-Burk (Sekil 7) ve Eadie-Hofstee (Sekil 8)
edrileriyle de incelenmis ve tavsan karaciger doku
arginazinin L-arginine karsi olan Km’'inin 1.6 mM
civarinda oldugu bulunmustur.
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Sekil 7.Tavsan karaciger arginaz aktivitesinin L-arginin

konsantrasyonuna bagli olarak degisiminin Lineweaver-
Burk egrisi ile gosterilmesi
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Sekil 8.Tavsan karaciger arginazinin L-arginine karsi
olan Km’inin Eadie-Hofstee egrisi ile saptanmasi

7. Tavsanlarda Arginaz Aktivitesinin Dokulara
Gore Dagilmi: Tavsan karaciger doku arginazi
Olgiimiinde tarafimizdan tespit edilen, diger dokularin
arginaz aktivitesinin 6lgiimiinde ise rat bobrek arginazi
icin saptanmis (9) optimum kosullar kullanilmistir.
Tavsan dokularindaki arginaz aktiviteleri Tablo 1’de
verilmigstir.

Tablo 1. Tavsan dokularinda arginaz akvitelerinin
dagilimi (n: 6, ortalamazstandart sapma)

Tavsan Karaciger ArginazininOptimize Edilmesi ...

Doku Arginaz aktivitesi (U)
Karaciger 105.09 + 12.91
Bobrek 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
Bagirsak 1.79£0.44
Yemek Borusu 1.76 £ 0.09
Kas 1.60 + 0.64
Dil 1.56+0.18
Akciger 1.51+£0.10
Mide 1.08 £ 0.57
Soluk Borusu 0.45+0.07

Tartisma

Cesitli dokularda dlglilen arginaz enzimi, mak3|mum
aktiviteye ulagmak igin inkiibasyondan énce Mn* |yonlar|
ile 1s1 aktivasyonu (preinkiibasyon) gerektirir (9- 11)
Tavsan karaciger doku arginazinin 68 °C’'de Mn*2
iyonlari ile  preinkiibasyonu  maksimum  aktivite
olusturmus ve bu sicakliktan sonra enzim aktivitesinde
disme meydana geldigi icin optimum preinkiibasyon isisi
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65 °C olarak alinmigtir ($ekil 1). Optimum preinkibasyon
Isis1, diabetik ve kontrol ratlarinin karacigerinde 68 °C
(9), insan (12) ve koyun (13) karaciger arginazi igin bu
calismaya benzer olarak 60-65 °C olarak bildirilmistir.
Farkh tirlerde karaciger digsindaki dokularda caligilan
arginazlarin optimal preinkiibasyon sicakliklari 55 °C
civarinda bulunmustur (12, 14, 15). Bu bulgular Mn*?
iyonlari varliginda karaciger arginazinin diger doku
arginazlarindan yukselmis 1siya kargi daha dayanikli ve
direncli oldugunun gostergesidir.

Arginazin aktivasyonunda preinkiibasyon isisi kadar
preinkiibasyon suresi de dnemlidir. 65 °C’de 15 dakikalik
preinkiibasyon tavsan karacier doku arginazinin
aktivitesini yaklasik 4 misli artirmistir (Sekil 2). Farkh tir
ve dokularda calisilan arginazlarin preinkibasyon
surelerinin 5 ile 20 dakika arasinda degistigi bildirilmistir
(9, 10, 12-15). Tavsan karaciger doku arginazinin en
uygun preinkibasyon siresinin 13 dakika oldugu tespit
edilmis olup bu deger diger dokular igin belirtilen
preinkiibasyon siresi sinirlari igerisindedir. Tim bu
calismalara zit olarak rat bobrek arginazinin aktivasyonu
icin preinkubasyon Isisi ve slresinin gereksiz oldugu
bildirilmigtir (9).

Bir metalloenzim olan arginazin tam katalitik aktivite
gOsterebilmesi, subunitelerine ayrilmamasi ve kuaterner
yapisinin sekillenmesi igin her subdnitenin bir mol Mn*2
icermesi gerekir (16, 17). Preinkiibasyon isisinin Mn*2
iyonlarina gereksinimini tespit etmek igin enzim kaynagi
MnCI It ve MnCly’'stiz (distile su ile) preinkiibasyona
tabii tutulmustur. MnCI’li  preinkiibasyon uygulanan
enzim kaynaginin, MnCly'sliz preinkibasyon uygulanan
enzim kaynagindan yaklasik 4 kat daha fazla aktivite
gOsterdigi  saptanmistir (Sekil 4). Tavsan karamger
arginaz akt|V|teS| icin de preinkibasyon ve Mn*2 iyonlari
gereklidir. Mn*?nin preinkibasyon sirasinda arginaza
baglanarak enzim aktivitesini ve dayanlkllllglnl artirdigi
aciklanmigtir (10, 11, 17). Mn*? iyonlarinin enzim ile
substrat arasinda metal bir képru kurdugu ve enzim-
Mn* -arglnln kompleksinin olugmasinin enzimi aktive
ettigi b||d|r||mekted|r (18). Bu konu ile ilgili calismalarda
ortak nokta Mn*%nin arginaz akt|V|tesmde vazgegilmez
bir kofaktér olmasi ve optimal Mn*2 derisiminin dokuya
gore farkhlik goéstermesidir (10, 11, 16-18).

Enzimatik reaksiyonlar vicut isisinda olustugu igin
enzim kaynagi 37 °C'de 0-30 dakikalar arasinda
inklbasyona birakilarak optimum inkibasyon suresi
tespit edilmeye calisiimis, 18. dakikaya kadar lineerligin
devam ettidi, 18. dakikadan sonra ise lineerligin yerini
hiperbolik bir gériinimun aldigi gézlemlenmistir (Sekil 4).
Enzim aktivitesindeki lineer artisin 18. dakikadan sonra
lineerlikten sapmasi reaksiyon sonucu olusan ornitin ve
drenin, enzimin inhibisyonuna (Urtn inhibisyonu) neden
olmasindan kaynaklanabilir (19, 20).

Farkh tamponlar ve farkli pH’lar kullanilarak memeli
arginazlarinin bazik optimum pHa (9.5-10.5) sahip
oldugu gosterilmistir (10-13, 15, 18). Tavsan karaciger
doku arginazi icin en yiksek aktivite pH 10-10.1’de
sodyum bikarbonat-sodyum karbonat tamponu varliginda
bulunmustur (Sekil 5).
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Tavsan karaciger doku arginazinin L-arginine kargi
olan Km degeri 1.6 mM olarak bulunmustur (Sekil 6).
Yapilan calismalarda farkh  turlerden  karaciger
arginazinin L-arginine karsi olan Km’ inin genis sinirlar
icinde degistigi gortlmustir. Km degeri fascioliosisli
koyunlarda 4 mM (13), insanlarda 4.1 mM (12), diabetik
ve normal ratlarda 3.2 mM (9), kobaylarda 19.6 mM (21)
olarak bulunmustur. Tavsan karaciger doku arginazi igin
tarafimizdan bulunan Km degeri diger calismalarda elde
edilen Km degerlerinden daha dusuktur.

Tavsan dokularindaki arginaz aktivitelerinin tespit
edildigi bu calismada en ylksek arginaz aktivitesi diger
memeli tirlerinde oldugu gibi (1,2) karacigerde tespit
edilmigtir. Lisowska-Myjak ve ark. (22) 31 turiin bagirsak
arginaz aktivitesinin tirden tire 2 ile 100 misli arasinda
genis bir farklilik gosterdigini ve en yiliksek aktivitenin
tavsan, rat, hamster ve farelerde oldugunu tespit etmistir.
Fare ve ratlarin tukurik bezlerinde arginaz aktivitesinin
degisen seviyeleri bulunurken tavsan ve kobayin tikirik
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