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KOYUN KARACIGER DOKU ARGINAZINDA -SH GRUPL ¢
ENZIM AKTIVITESI UZERINE SULFUR GRUBU iCEREfI\\IRfANl;gI\‘/I]:}l}ile(\;'I -
HIDROKSILLI AMINO ASITLERIN ETKis ’

Fulya BENZER Sema TEMIZER OZAN
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Elazig-TURKIYE
Gelig Tarihi: 31.07.2001

Presence of -SH Groups in Liver Tissue Arginase of Sheep and Effects of Amino Acids Containing Sulphur Group,
Aromatic and Hydroxylic Amino Acids on the Enzyme Activity

Summary

The effects on sheep liver tissue arginase of tyrosine and tryptophan from aromatic amino acids; serine and
threonine from hydroxylic amino acids; cysteine and methionine from amino acids containing sulphur group and
homocysteine from amino acids that do not occur in proteins were investigated. To understand whether there was
thiol groups in enzyme structure or not, effects of p-chloromercuri benzoate and n-ethylmaleimide was also
investigated.

As a result of the investigation, while arginase was inhibited by cysteine, homocysteine and thyroptophan, was
less activaled by serine and threonine; methionine and tyrosine did not cause any changes on arginase activity.
While p-chloromercuri benzoate, cysteine and homocysteine caused activation in low concentration, they caused
inhibition in high concentration.

Cysteine, homocysteine and thyriptophan from amino acids caused mixed inhibition, p-chloromercuri benzoate
caused uncompetetive inhibition and n-ethylmaleimide caused noncompetetive inhibition.

Key Words: Liver, arginase, sheep, amino acids, sulfhydryl groups.

Ozet

Koyun karaciger doku arginazi iizerine aromatik amino asitlerden tirozin ve triptofan; hidroksilli amino
asitlerden serin ve treonin; siilfiir grubu igeren amino asitlerden sistein, metionin ile protein yapisinda )I/er
elmzyan amino asitlerden homosisteinin ctkileri arastnlmistir. Enzimin yapisinda thiol gruplanmn olup

Baig igi i ik asi i imiti ileri arastinlmugtir.
olmadigini anlamak igin p-kloromerkdri benzoik asit ve n-ctil maleimitin etkileri arag )
omosistein ve triptofan inhibisyen, scrin ve treonin

nzim aktivitesinde herhangi bir degisiklige febep
yonlarda aktivasyon, yiksek

Yapilan arastirmalar sonucunda amino asitlerden sistcin, h
hafif bir aktivasyon yaparken, mectionin ve tirozin 1s€ (. ! iy t
olmamistir. P-kloromerkiiri benzoik asit, sistein ve homosistein disik konsantras

komsanirasyonlarda ise inhibisyon meydana getirmislerdir. "

: ettt . i ik asit unkompetett
Amino asitlerden sistein, homosistein ve triptofan karigik inhibisyona, p-kloromerkiri benzoik P
hibisyona, n-ctil maleimit ise nonkompetetif inhibisyona neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Koyun, karaciger, arginaz, amino asitler, silfhidril gruplari.
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Ana kaynag .ﬁrc
Jundufu  karaciger olan arginaz

bir mekanizmadir,
onyagin asil tchli

kaginilmig olur.

L ,\lrgmj‘l ( L-arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1_) Sag!ay;nk' il
¢ Congisingn son basamaginda L-argininin ornitin scvnyc] cnldan
0, ye hidrolizinj katalizleyen bir enzimdir 21). senu%:;nﬁn N S
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bepy,  EUSUNGN tim- enzimlerini igeren karaciger do;i%ninc n_bulutduB . beyin, n{mcn‘,-broz.ﬁm
h lc(gl dalak jskelet kas, eritrosit, 1l 3
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krofaj riktritk bezleri  gibi nonlireotelik
ma .

il 2 sentezinin, hem de arginaz aktivitesinin en
i 1Jr:l

der. “ufu organdir (1 1). Ure aretimi, azotun son
 “omilebilir ve nontoksik formda atilmasini
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dokularda da diisiik diizeylerde rastlnmImuklnfln"
(1,6,12,19). Bu dokulardaki  arginaz, .¢C.‘;‘!lll
kaynaklardan gelen arginini lirc ve ornitine hidrolize
etmektedir.

Koyun karacifier doku arginazi tizerine farkh

amino  asitlerin ctkilerini aragirmak ve enzimin
Katalitik aktivitesi icin siifhidril gruplarmm gerekli

olup olmadigim tespit cdebilmek amaciyla  bu
¢alisma planlanmigtir,
Materyal ve Metot

Caligmada kullamilan  koyun karaciger doku

ornekleri (10 adet) Elazig ELET tesislerine kesim
igin getirilen saghkli koyunlardan kesimden hemen
sonra ahmp scrum fizyolojik igine koyularak
laboratuara getirilmistir. Karaciger doku érnckleri iki
suzge¢ kagidi arasinda kurutulduktan sonra 1 g
olarak tartilip, 4 mM MnCl, (1/10, w/v ) ilavesinden
sonra, kinlmig buz i¢erisinde (Potter-Elvehjem, cam-
cam) homojenizatorle  homojenize  edilmistir.
Homojenatlar sogutmah santrifiijde ( Sorvall RC-5B)
21 000 g’de +4 °C'de 15 dakika (20) santrifiije

edilmis wve islemden sonra peletler atilarak
sipemnatantlar ~ alimip, enzim kaynag olarak
kullanilmagtir.

Koyun karaciger doku arginaz aktivitesi, L-
argininin arginaz ile hidrolizi sonucu olusan iirenin
Tiyosemikarbazid-Diasetilmonksim-Ure ~ (TDMU)
metodu (9) ile 8lgiilmesi sonucu saptanmistir. Protcin
miktarinin  $l¢limiinde ise Lowry metodu (106)
kullamlmigtir.

Enzim kaynaklari, MnCl, ¢ozeltisi ile 1000 misli
sulandinlip (MnCl,’tin preinkiibasyon ortamindaki
son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde) 65 °C’de

15 dakika tutularak  preinkiibasyon iglemi
uygulanmugtir.  Amino asitlerin, p-kloromerkiiri
benzoik asit (p-CMBAYin ve n-etil maleimit
(NEM)’in  preinkiibasyon  ortamindaki  son

konsantrasyonlar (serin, sistein, homosisteinin 0-80
mM, treonin 0-70 mM , triptofan 0-12 mM, p-CMBA
0-50 pM, NEM 0-14 mM) belirli arahklarda
hazirlanmugtir.

Inkiibasyon ortami 1 ml olup, 66.6 mM L-
argininden (pH:10) ¢ozeltisinden 0.3 ml, 75 mM
NaHCO3-Na,CO; tamponundan (pH:10) 0.4 ml
olacak  sckilde  diizenlenmis  ve karisima
preinkiibasyon islemi uygulanmis enzim
kaynagindan 0.3 ml ilave edilerek 37 °C'de
metabolik su banyosunda 10 dakika inkiibe
cdilmigtir. 10 dakikalik inkiibasyon igleminden sonra
her bir tiipe 0.3 ml asit ilave edilerek reaksiyon
dll}'dumlmus, daha sonra 2 ml renk ayiraci ilave
cdilerek 10 dakika kaynatilmistir, Sonuglarin saglikl,
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degierlendirilmesi igin her Grnegie sifyp zamg
hazirlannustir, Absorbanslar 520 npm dalga b, iy
okunmuy ve érneklerin dire miktarlar, Sifir 3njnfla
korlerinin - absorbanslarinin c;lknnlmzmnd;m Ay

- ‘e s Somy,
degerlendirilmigtir, ra

Amino asitlerin, p-CMBA ve NEM'iy
oldugu inhibisyon tipini belirleyebilmek igin 12 rr).';1
triptofan, 55 mM sistein, 50 mM homosistcin, 45 i
p-CMBA ve 12 mM NEM varhiginda ve inkﬁbagy,lm
ortamindaki L-arginin konsantrasyon(y,
degistirilerck  karaciger doku arginaz  aktivit,
dliiliip, kontrol arginazina gire degerlendirilmistir,

Calismada enzimin spesifik aktivitesi, 1 saae,
37°C'de, L-urgininden | pmol drc olusturan enzip
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesi olup, pime|
tire / mg protcin / saat olarak tanimlanmustir,

Bulgular

Yapilan galigmalar sonucunda, amino asitlerden serin
(Sckil 1) treonin (Sckil 2) hafif bir aktivasyon,
triptofan (Sekil 3), sistein ($ckil 4) ve homosistein
(Sckil 5) isc inhibisyona neden olmustur. Sistein ve
homosisteinin 10 mM’a kadar aktivasyona, 20
mM’dan itibaren ise inhibisyona neden olduklan
gdriilmiistiir. 12 mM triptofan varhginda % 67’lik, 33
mM sistein varhiginda % 58’lik, 50 mM homosistein
varhiginda ise enzim aktivitesinde % 60'lik bir
inhibisyon gozlenmistir. 45 uM (0.045 mM) p
CMBA varliginda (Sekil 6) cnzim aktivitesinde %
70°1ik, 12 mM NEM varhifinda (Sckil 7) isc % 85'lik
bir inhibisyon gozlenmistir. p-CMBA 10 pM’a kadar
aktivasyona sebep olurken 20 uM’dan itibaren
inhibisyona sebep olmustur.

& 400
3
=
<
=3
i
-4
v 300 /.—"' LN
[ ] \\.
s
® o —0 ¢
200®
100
R — = . _ B vl
70 80
0 10 20 30 40 50 )
[mMs‘""

. . givites
Sckil 1. Serinin koyun karaciger doku arginaz gk

zerine etkisi

Scanned by CamScanner



8 500
s
2
z i ..
g 400 - .
p
| y %
L]
/ L]
) e
300 ¢ L4
* L]
200 |
)
!
100 1
|
|
ol U e S
[\ 10 20 0 40 50 60 70
|mM Treonin]

Sekil 2. Treoninin koyun karaciger doku arginaz aktivitesi
iizerine ctKisi

Spesitik Aktivita
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Sekil 3. L-Triptofanin koyun karaciger doku arginaz
aktivitesi zerine etkisi ve L-Triptofan varhginda, ¢nzim
aktivitesinin  substrat konsantrasyonuna bagl olarak
degisiminin Linewcaver-Burk Egrisiyle incelenmesi
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Sekil 4. L. Sisteinin koyun karaciger doku arginaz
aklivitesi Gzerine etkisi ve L-Sistein varhinda, enzim
akiivitesinin  substrat  konsantrasyonuna  bagh olarak
degisiminin Lineweaver-Burk Egrisiyle incclenmesi
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Sckil 5. L-Homosisteinin koyun karaciger doku arginaz
aktivitesi iizerine etkisi ve L-Homosistein varliinda,
cnzim aktivitesinin substrat konsantrasyonuna bagl olarak
degisiminin Lineweaver-Burk Egrisiyle incelenmesi
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Sckil 6. p-CMBA'in koyun karaciger doku arginaz
aktivitesi iizerine etkisi ve p-CMBA varhginda, enzim
aktivitesinin  substrat konsantrasyonuna  bagl olarak
degisiminin Lineweaver-Burk Egrisiyle incelenmesi

300

250 §

Spesifik Aktivite

200

150
.
100

50

[mM NEM]

Sekil 7. NEM’in koyun karaciger doku a.rginaz _ak.tivi'te_Si
iizerine etkisi ve NEM varhginda, enzim akll\(lt_cs!n_m
substrat  konsantrasyonuna bagh glarak degisiminin
Lineweaver-Burk Egrisiyle incelenmesi
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egtrisi ile
W, sistein ve
pore

Bulgulann L"m“\'cm{f\l.lt:“i:lshﬂ’;
degerlendirilmest f:nnuum{’. o Kentrole
homosisteinin arginazin o clttigi bulunmustur,
dusindagi. Ko m?‘w‘\\“ &‘l' Km'i 4 mM
En‘zimin. substrati L-arginine }u\l\‘l an \ cintofan
ve ‘an.\‘l 375 U/protein civarinda 1kﬁn‘ 115‘“”1“\‘
varhginda enzimin Vmax" 100 U/PRT!T”; ‘\‘i‘\-u-i;\
olup: Km'ise 7 mM'a c|~k1m$ur (‘t,\u;klﬁ ["]/‘ -\,|“in¢
varhginda (Sckil 4) enzimin \’nm§ 1 :L __|\u~ \“
homosistein varhgimda (Sckil §) ise 200 U/PINRI;}L
diigmiis, Km'leni ise ynkl;\s_lk nlnr‘;\k .l(l m.l a
¢iknustir. - Bdylece  bu - amino nsn!crm cnm‘\:!
kompetetif-nonkompetetif (km‘lﬁlk.) inhibe c.mg_l
saptannugtir.  p-CMBA™in (St‘k-ll. ‘(\) cn?lnn‘n
Vmaxim 210 U/protein’e, Km'ini ise 3 mM‘u
distirmesi sonucu unkompetetif inhibisyon yaphig
bulunmusgtur Buna karsilik NEM'in (Sckil 7) enzimin
Vmax'mi 232 U/proteine diisiirdiigii, ancak enzimin
Km'ini  degigtimedigi  yani

nonkompetetif
inhibisyona neden oldugu gérilmiistiir,

Yapilan ¢ahsmalar sonucunda
homosisteinin ve p-CMBAin digiik konsantrasyon-
larda aktivasyona, yiiksek konsantrasyonlarda ise
inhibisyona neden olduklar bulunmustur,

sistein,

Tartisma

p-CMBA ve NEM enzimlerin aktif merke
=SH grubu igeren amino
belirlemek amaciyla
maddelerden olup, enzimle
=SH gruplarini bloke ede
neden olmaktadirlar.

zinde
asitlerin olup olmadigin

kullanilan kimyasal
rin aktif merkezlerindeki
rek, enzimin inhibisyonuny

Muszynska ve ark,
¢aligmada, p-CMBA’ip
karaciger arginazin, etkilemedigi, act bak|a ve
karaciger arginazi iizerine jse kuvv
ctki meydana getirdigi bildiril,

(17) tarafindan yapilan
rat Karaciger ve sigir
tavuk
etli bir inhibisyon
nighr,

P-CMBA ¢ NEM'in
ctkilcmcdigini,
kuvvetlj

Ber ve ark. 3),
karaciger arginazin)
arginazin olduk¢a
bulmuslardr,

rat
act bakly
inhibe ctliging

insan karaciger, critrosiy
u?erine P-CMBAin ctkisi
ctkisine rast|y,

Ve uterus doky, argin
aragtinlng e

nimamggyy (10).
L.Kon

arska ve | Tomas; i
] ) aszewskj (I5) rat jne
- il rat inge
d;il;lsilk arginazinin P-CMBA’| inhibe olmadign,

5 ]

. ra Eorc bu farkhhk!ann nedeniniy cn‘limlcrix;
1 . . A ’ -
. merkezlerinip farkl, Yapuda olmagy e L
enzimlerip B oy e

. Yapisindak;j far arl; o .
010bllcccginibclinmimr‘ arkhliklar), algili

azy
hcrh:mgi
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Koyun Karacifier Doku ATz,

Sigur tumen doku arginazu ile ilgilj olarpk Yapuly,
“en : b N an
bir ¢aligmada (7)., p-( M'[1|A' ve [\.”,‘M in o
arastidinus ve nonkompetetil tipte inhibisyon —_
‘ b
bulunmustur,

Sijur - karaciger m:p_inn/,l ‘ilzu*tintc Y"if""fl by
cahgmada (22) ise, NEM ‘lulfllllllhflf (‘Il/lllll'l; inhyl
edilmedigi, dolayisiyla enzimin aktif merkezinge SIH
grubunun - bulunmadigi S(lllll!:‘llllil Vllrllllll$|lr.l-(|,y””
karaciper doku arginazt Gzerine Y{II)I!I‘IS ()lltllll}{l‘lmlu
bu ¢ahigmada p-CMBA - ve .N.I'.M in '”’“'"‘.ynn
ctkisine rastlaminug olmast enzimin uk.u‘l mc",wl’-“‘ulc
=SH gruplarimn bulundugunu ve k:llnlmk‘nklwu'cnm
bagardmast igin =SHE gruplanmim gerekli uldu’w"m
gostermektedir. Bulmug oldugumuz sonuglar SIPIF ve

rat - Karacigerindeki - sonuglarile yyyy,
gostermemekitedir,
Cesitli - amino asitlerle  arginaz aktivitesinin

inhibisyonu  birgok  doku ve tirde penis  olarak
kaydedilmigtir (4,5,8,14).

Muszynska ve Wojlezak (18), amino asitleri

ligand olarak kabul ctimekte, arginaza bu ligandlang
baglanmasinimn, arg

inazim konformasyonel degisimine
scbep

oldugunu  ve  bunun  dy enzime-substral
kompleksinin turnover* bozdugunu belirtmektedir
Aynt galismada, sigan- karaciger arginazing sisteinin
nonkompclclil'inhil)isyunu ugrattig belirtilmigtir,

Kaysen ve ark. (13)
cahismada homosisteinin
arginazini inhijbe Cligi, ancak by inhibisyonun
bobrekte  daha ¢tkili- oldugy bclirtilmia;tir. Aym
galismada,  metioninin bibrek  arginazim hig
ctkilemedigi, karaciger arginazing jse yok denecck
kadar zayif bir sekilde etkiledipi bildirilmistir,

tarafindan  yapilan  bir
karaciger  ve bobrek

Koyun karaciger doky
amino asitlerin ctkile
metionin ye
olmnnnsur.

arginazi {izerine  baa
rinin incelendigi by caligmada
tirozin hethangi bir degisiklipe sebep
Mectionin ¢ ilgili buldugumuz sonug
Kfl)’SL'H ve ark. tarafinday Yapilan galigma ile uyum
sostermektedir, Tirgy, e ilgili olarak herhangi bir
hulguyu rustlmnlm:ullgi igin - by kunudu. bir
kargilagtirmg yup:lum:nmsllr.

Aming asitle

_ rden Serin
:lktlvusyun

Yaparken,

y 4 sebep olmug]
SIBIC Karaciger arginaz)
Galismady Sisteinin
heden oldugy, g
meydanp

ve treonin  hafif lf”
homosistein ~ ve  sistein
ardir. Bond (4) tarafindan
ile ilgili olarak yapilan
nonkompetetif bir inhibisyond
in ise herhangi bir inhibisyon
bulunmustur.

illllihisynn

rin
a gclu'mcdigi
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aciper dokusu ile ilgili olarak yapilan

sitﬂcin. homosistein - ve  triptofamin
bir inhibisyon meydana  getirdigi
Srillmustir. Suﬂn.slmhnw i.n:?‘:m kurucigF,-
Eminnzmdun clde Acdllfn All nin k:'“-w.lk, tip
;nﬁihisyon gostermesi LS kompleksine inhibitdriin
paglanmast sonucu substrat yikimunn
cnéellcmncsiy]c aciklannustir (2).

Koyun kar
bu g‘ahsmmi;l
kansik  upte

Koyun Karaciger arginazi lizerine  p-CMBA
unLom'ptlc(if olarak inhibisyon yapmug, NEM ise¢
ponkompetetif bir inhibisyon meydana getirmigtir,
Bond non-kompetetil inhibisyona  neden  olan
inhibitérlerin substrattan farkh bir noktada enzimle

reversibl  olarak  birlestigini - ve  ligandlarin
muhtemelen enzim-substrat kompleksinin

wmover' i bozan konformasyonel degisime scbep
oldugunu ve ecnzimin proteolitik  inaktivasyona
duyarhhgmin artigim belirtmigtir,

Dokuya gire amino asitlerin inhibitér etkilerinin
farkhhiklarmin - aktif  merkezin  iginde  veya
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