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KOYUN MEME DOKU ARGINAZ AKTIVITESI UZERINE METILEN MAVISININ
iNHIBISYON ETKiSi’

Mechtap OZCELIK Neemi OZDEMIR
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Elazig-TURKIYE
Gelis Tarihi: 10.04.2002
Inhibitory Effect of Methylene Blue on Arginase Activity of the Sheep Mammary Tissue

Summary

l.: was rm{nd lhfu methylene blue caused inhibition of enzyme and that its Kinetic properties of sheep mammary
tissue arginase in lactation. Arginase activity was spectrophotometrically measured using the Tiosemicarbazide
diacetylmonoxime urea (TDMU) method.

Following pl"ei.ncubutioni with Mn(;lg. exposure to a 150 W (watt) light source and the addition of methylene
blue, the activity of arginase was found to be lower than that after preincubation with a 150 W light source,
methylene blue and the addition of MnCl,.

'Enz._\"me inhi‘bition‘ was reduced by 76% in daylight, 63% in darkness and 66% in 150 W light source. The
inhibitory effect of methylene blue on sheep mammary tissue arginase was studied and inhibition was found to

be noncompetitive.
We concluded_lhat photoinactivation might probably show its effect by modifying imidazole grups of histidyl
residues in arginase molecules.

Key Words: Arginase, photoinactivation, sheep, mammary tissue, methylene blue.

Ozet
Laktasyondaki koyun meme doku arginazinin kinetik dzellikleri arastirllarak metilen mavisinin enzimi inhibe
etigi tespit edilmistir. Tiyosemikarbazid- Diasetilmonoksim (TDMU) Yéntemi kullanilarak arginaz aktivitesi

spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Koyun meme doku arginazi, metilen mavisi varhginda 150 W 1s13a maruz birakildiktan sonra MnCl, ilavesi ile
daha az akuvite gostermig, MnCl, ile preinkiibasyona tabi tutulduktan sonra, metilen mavisi uygulandiginda
aktivitedeki distis daha fazla bulunmugtur. Enzim aktivitesinde; oda is1zinda %76, karanlikta %63, 150 W 151kta
ise %66’k bir inhibisyon gdriilmiistiir. Metilen mavisinin koyun meme doku arginazi iizerindeki inhibitdr

ctkisinin nonkompetitif oldugu ortaya konulmugtur.
Fotoinaktivasyon muhtemelen arginaz molekiilinde bulunan histidil artiklarimin  imidazol gruplarindaki

degisiklikle iliskili oldufu sonucuna vanlmistir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, fotoinaktivasyon, koyun, meme dokusu, metilen mavisi.

e %ahisma, doktorg tezinin bir bdliimiinden dzet olup, FUNAF (Proje No: 359) tarafindan desteklenmigr.
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Arginaz bakimindan en zengin organ karaciger
olup (25,34), bunun diginda bébrek, beyin, baglrsa_k,
troid bezi, tikriik bezi, meme bezi, eritrosit, 1dkosit,
trombosit, iskelet ve kalp kast, plasenta, testis gibi
dokularda (5,1 1,20,21,28,29) ve brong lavaj sivisinda
(1) da bulunmustur, Arginaz enzimi sadece lireotelik

canblarda bulunmayip, bazi iirikotelik canlilarda ve
bitkilerde de bulunmustur (6,16,18).

Arginaz bir metaloenzim olup, tam katalitik
aklivite gostermesi ve dérdiinciil yap;
i¢in her subiinitenin bir mol Mp*2
(4,10,15,17,22,2327,34). Mn*
masi enzimin

sckillenmesi
icermesi gerekir
iyonlarinin baglan-
Istya dayanikliligin artirmakta ve

inhibitorlere kargi daha dayanikhi hale gelmesini
saglamaktadir (34).

Metilen mavisinin 1stkta ariy)
arginazini da foloinaklivasyona
aktivitesini gneml olgiide az

mi§ sican karaciger
ugratigs ve enzimin
alttigs bilinmektedir (2).
Bu arastirma, luktasyond
arginazinm  kinetik ozellik)
metilen  mavisinin
aktivasyon
planlanmlstlr.

aki koyun meme doky
erini - tespi ctmek ve
lizerine  olan fotoin-
arastirmak

enzim

etkisinj amaciyla
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kurutulup MnCl, ile sulnndu'llarak P
(cam-cam)  homojenizatirle
getirilmigtir. - Homojenat +4°¢ . 16000y ha,
dakika (Sorvall RC-SB'de) sariy iglons C IS
(tulmustur. Daha sonra Srnekleriy, si’npcmmv.:,n‘ |
peletleri birbirinden ayrilmigyr, ‘

Olle o
| (.l. I \,thu
10mojey, M

Koyun meme doku Ornckleringy,
stpernatantt i¢in 3 {injlc Jack- |
cdilmistir. Daha sonra 37°C"(, 15 daki - '{Vc
edilerck endojen iircnin parcalanmyg, Saflanm
(24). Arginaz enzim aktivites;, | . argininip urgi:a[-r
ile hidrolizi sonucu olusan irenin TDM clody iI:
Slgiilmesi sonucu saptanmustir (13), Ornekler m
MnCl; ¢bzeltisi ile sulandirilarak 52°C'de 12 daki
metabolik su banyosunda tutulmasiyla prcinkijbasy0
islemi saglanmistir. Preinkiibasyon j

sleminden sonra
orekler enzim kaynag olarak kullamlmxsur.

Bean lrey;

d

Orneklerin metilen mavisiyle

muameles;- Dene
sartlarina  gore

preinkiibasyon islemi
mavisinin etkisini arastirmak lizere |2 dakik
periyot  halinde toplam 24
uygulanmigtir. Metilen mavisj sartla
preinkiibasyon agamasinda ilave edil

mctilen

alik ik
dakika olarak

ra gore I. ve ||,
mistir,
Orneklerin stk kaynagi ile muamelesi: Metjlen
mavisinin ilave edildigi kosullara gore ayni sekilde
preinkiibasyonun degisik asamalarind
8- 10 cm mesafeden 150 w 151k ka
birakilmigtir. 75 mM’lik L-a
ml ve 100 mM’hk karbonat
0.4 ml igereeck sckilde diizen
L-arginin, sonra karbonat tamponu daha sonra
lizerine preinkiibasyona  tabii  tutulan enzim
kaynagindan 0.3 ml cklenerek omekler 37°C'de
sallantili  metabolik su  banyosunda 15 dakika
tutularak  enzimaik tepkime  baslaulmigr. 15
dakikalik inkilbasyon siiresi 3 ml asit kangm
ilavesiyle sona crdirilmistir. Asit ilavesinden S00F
tiplere 2 1| renk ayiract ilave cdilmis, tipler
karigtirilarak 10 dakika kaynar su icersinde tululn'lss‘
Ve renk olusumy saglanmistir. Dalga boyu 5,2(.) ey
omeklerin fire miktarlar1 sifir zaman kérlerinin (z¢r0

_ nra
time blank) absorbanslarinin gikarilmasindan s0
degcrlcndirilmislir.

a numunelere
ynagina maruz
rginin’den (pH 9.5) 0.3
tamponundan (pH 9.5)
lenmistir. Tiiplere 8nce

. . anmustir
Protein miktar1 Biiiret Yontemi ile saptanmi
(14).

.. Gy lire
Unite: | mg proteinin 1 saatte olugturdug

, . tire/ m§
miktarinin o) cinsinden ifadesidir. (umol
Protein x saqy)

Scanned by CamScanner



pulgular

Kovun  meme dokusunda arginaz - varhgmn
ﬂ-_\«{n.xsmd.m sonra enzimun Kinetlk  ozelliklen
'\":,;.‘“ cdilmistin.  Anmalizler enaz G¢ kez
st

wekrarlandiktan sonr bulgular agiklanmstir,

Detisik metilen mavisi konsantrasvonlannda, 150
W projeksiyon g alunda, Koyun meme  doku
sremazinn fotoinaktivasyonu incelenmis ve metilen
mavisinin 03 mM konsantrasyonunda %74 0.7 mM
Lonsantrasyonundaise %096 aktivite  kaybettigi
g(\:lcnmislir (Sekal 1).

Metilen  mavisinin - arginaz. - aktivitesi  tizerine
yapudt inhibisyonun tipini - belirlemek igin - farkh
arginin konsantrasyonlaninda, 0.3 mM metilen mavisi
Lllamlmsti. Veriler  konwolle  kargtlagtinlarak
Vimax  degerinin - dedistigi - Km degerinin ise
deismedigi bulunmugtur, Metilen mavisinin enzimi
ronkompetitif inhibe cttigi saptanmustr (Sekil 2, 3).
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Sekil 2. Metilen mavisinin - ve wg@in koyun meme doku
arginaz aktivitesi Grerine ethisi.
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Sekil 3. Metilen mavisinin koyun meme doku arginaz
altivitesi Uzerine etkisinin Linewcaver-burk yontemi ile
dederlendinlmesi.

Metilen mavisinin, kovun meme doku arginaz
aktivitesine ctkisi oda widinda, karanhkta ve 150 W
ik alunda aragtinlarak konuole gore
degerlendirilmig ve inhibisyon oda giamda f876:
Karanhkta °663; 150 W agkta ise %066 olarak
hesaplanmugtir (Tablo1).

Tablo 1. Metilen mavisinin tarkh ortamlanda koyun meme
doku arginaz aktivitesi tizerine inhibitdr etkisi.

Akuvite %

Kogullar Akuvie
Kontrol (+ Metlen mavisi)

Oda i 100 76

Karanhk 100 63

150 W lsik 10 00

Metilen mavisi O mM ve MaClMtin (2 mMY,
1. ve Il preinkiibasyon sartlanmin uygulanmasiyla
(Tablo 2) sonuglar degerlendirilmig: 1 Preinkdbas-
yona sadece MnCly (2 mM)  konulmasiyla yapilan
gahgmayt kontrol kabul odip diger ¢ahsmalar bu
kontrole gdre Karglagtinlngtie (A). Hem MoCly 2
mM)  hem de RO menlen mavisinin L.
preinkiibasyon 150 w sk alinda yapilan ¢aligmayla
hoyun meme doku arginaz aktivitesini 639 inhibe
ctugt bulunmugtur (B), Ik alunda (130 W) L
premhibasyonda €01 menlen mavis, 1L
preinkubasyonda ise MaCly (2 mM) eklendiginde
Koyun meme doku arginaz aktivitesim 066 inhibe
et saptanmgur (C). Yime 130 Woagik varhi@ida, L
preinkubasyonda MaCly (2 mM), 1L premlibasyonda
ise Co0 1 metiten mavisi ellendiinde Royun meme
doku arginaz  aktivitesii - o806 wmhibe ety
aomilmiytic (D).
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isi sifin K mer
Tablo 2. MnCl,, mctilen mavist Ve 11 koyun

. Ji1en
9().1 metilen %0.1 metile

ne doku arginazinn fotoin

aktivasyonuna olan etkisi,

Isiklandirma

MnCl, 150 Wasik  Odaisigi  Kalan 9, aktivige

MnCl, mavisi mavisi - - : N
A + - ] . j o
B + + - . N ] )
C - + X ' N j .
D + - o
1. Preinkiibasyon 11. Preinkiibasyon
Tartisma

Bu caligmada metilen mavisinin koyun meme
doku arginaz aktivitesi lizerine etkisi incelenmis ve
0.3 mM Konsantrasyonun %74, 0.7 mM konsantrz}ST
yonun ise %96 dizeyinde enzimi inhibe -ettidi
goriillmistir (Sekil 1). Koyun meme doku arginaz
aktivites1  izerine metilen mavisinin  yaptif1
inhibisyonun tipini belirlemek i¢in farkli arginin
konsantrasyonlaninda, 0.3 mM metilen mavisi
kullamilarak aktivite tespit edilmis, Vmax degerinin
degistigi, Km  degerinin  degismedigini ve
nonkompetitif inhibisyona neden oldugu saptanmistir
(Sekil 2, 3).

Metilen mavisinin M. benedeni arginazin (32),
insan tikirik arginazin (31), manda karaciger ve
bobrek doku arginazim (33) nonkompetitif tipte

inhibe ettigi daha 6nce yapilan galismalarla ortaya
konmustur.

Metilen mavisi ile oda 1s13inda, karanlik ve 150
Wik 1gik altinda enzim preinkiibe edilerck bulunan
sonuglar kontrollerle kiyaslanmis ve inhibisyonun
derecesi bulunmugtur. Inhibisyon sonucu aktivitenin
oda 15131nda %76; karanlikta %63; 150 W 1s1kta %66
olarak bulunmustur (Tablo 1). Laktasyondaki koyu-
nun meme doku arginazimi  metilen
karanlkta ve 150 W'k 1isikta daha kuyv
ettigi tespit edilmistir. Enzimin 150 W 1
reaksiyona sokulmasi bir fotoinakt
Fotoinaktivasyon, enzimdcki
imid_agol gruplarinin pargalanmasiyla olusur. Metilen
mavisi ve 150 W 151k varliginda enzimin histidi]
aruginin imidazol gruplarinin parcalanmasiyla Mp*2
katyonlaninin  tetramerik Yapiya  doniistigi  ve

fotoinaktivas T T
(30‘31,32‘33))"0“““ meydana  geldig; bildirilmistir

mavisinin
ctli inhibe
stk altinda
ivasyon olayidur,
histidi] artiklannin

Rat karaciger arginaz tizerine metile isi
1_50_ W 1tk uygulandiginda aktivitedekj Iclli':n'?v"lsmc
histidil  artiginin foloinaktivasyona Sar e o
enzimin ya subiiniteler. S
bir araya gelmesi o ileceni
lardir (3).
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Koyun meme doku arginaz enzimin farg|,
ortamlarda iki farkli preinkiibasyon uygulanmyg
(Tablo 2) ve oda 1giinda, sadece MnCl, i
konulmasiyla yapilan 1. preinkiibasyon kontrol kaby]
edilmis ve diger uygulamalar bununla kiyaslanmigtr

(A).

Istk altinda (150 W) MnCl; ve %0.1 metilen
mavisi I. preinkiibasyonda ortama ilave edilmesiyle
arginaz aktivitesini %59 inhibe ettigi (B); I
preinkiibasyonda ~ %0.1  metilen  mavisi, I
preinkiibasyonda ise MnCl, eklendiginde enzim
aktivitesinin %66’ inhibe ettigi  (C); L
preinkiibasyonda MnCl,, II. preinkiibasyonda ise
760.1 metilen mavisi eklendiginde koyun meme doku
arginaz aktivitesini %86’sim1 inhibe ettigi ortaya
konulmustur (D).

Carvajal ve ark.(7), insan karacigerinde yaptiklan
¢alismada, tetramer yapidaki arginazi p-MHBA (p-
hidroxi merkiiri  benzoik asit) ile reaksiyona
sokmalariyla aktif dimerlerin olustugunu, ortama 2-
merkapto  etanol eklenmesiyle bu  dimerlerin
rejencrasyon yetenegi kazandiklarimi bulmuslard.
Calismada bu subiinitelerin Mn*? ile reaksiyona
sokulmasiyla enzimin tekrar aktif tetramer yap!
kazandig saptanmigtir,

Bagka bir ¢alismada (9), insan karaciger
arginazinin dérdiinciil yapist {izerine Mn*? iyonlannin
ctk_lsi incclcnmis, enzim 6nce EDTA ile mkﬁb'c‘_
edilerek, 30 000 Dalton molekiil agihginda inakii
sckle dSniismiiy, daha sonra Mn? iyonlanan ilav¢
edilmesiyle dogal enzimin molekiil agirthgiyla ayn!
olan yeni rejenere enzim elde edilmigtir. Benz¢f
¢ahisma (27), rat karacigeri iizerinde de denenmiy ¢
ayni sonug clde edilmistir.

Yapilan bir galismada (26), arginaz enzimin"
SubStrat ilave cdilimeden inhibitor ile karsilasugine?
!nh!bisyomm daha fazla oldugunu, substral 'l‘z
hibitér kargilagtikian sonra enzim ilave cdildizind®
¢ nhibisyonun dahg az oldugunu bildirilmistir-
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jnsan karaciget arginazinin mutagenezisi sonucu
hmﬁ nistidin-141"c  fotoinaktivasyonun  etkili
2ln;nd|gi pulunmustur (8).

gonug olarak, ortam ne olursa olsun metilen
mavisi koyun meme doku arginazi tizerine inhibitdr
ki ctmektedir 1g1gm - (150 W) cklenmesi ise,
{ahibisyonu daha Onemh hale getirerek, enzimi
{otoinaktivasyona ugratmaktadir. Fotoinaktivasyon,
pistidil ~ artiklarinm imidazol gruplarina  Mn*?
katyonlan  baglamnca  enzim  tetramerik  forma
gcqchilmcklcdir. Histidil  artiklarinin imidazol
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