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lw\sﬂg\lgi%s!SLI KOYUNLARIN ARGINAZ ENZIM AKTIVITE DUZEYLERI ILE
SER DOKU ARGINAZININ BAZI BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI®
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. L 'an:-tcrlincr Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii Elazig-TURKIYE

Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Elazig-TURKIYE

Gelis Tarihi: 17.05.2002

The Levels o inase I2 i ’
s of Arginase Enzyme Actlvity In Sheep with Fasclolnsls and some Biochemical Properties of Arginase In
Liver Tissue

Summary
1 h(? lcvcl.s ol.’ arginase in erythrocyte and liver in sheep with fasciolasis and some biochemical propertics of
arginase in IIVC‘T Iissgc were investigated. This study was carricd out using 120 sample of blood and liver,
"}ilﬁ'fg:;r}?;;c:::i);\l:|‘L!c-Dluscl‘lIm.on()f‘i‘m.-L{rf:.;l .mulhud .w:ls uscd_m measure arginasc znctivilly. There was no
: tween groups with fasciolasis and control groups for activity of erythrocyle arginase (P>0.05). The
levels of arginase aclivity in liver decreased significantly in the group with fasciolasis when compared with
cF)anI group (p<0.01). There was no difference between healthy sheep and sheep with fasciolasis for
hlthcmicuI properties of liver arginase enzyme. It was determined that presence of 1 mM Mn*?ions, |5-minute-
preincubation at 65°C and 10 minute-incubation at 37°C are necessary [or activation of arginase in liver tissue of
sheep. The most suitable buffer for enzyme of arginasc in liver tissue is bicarbonate buffer and it was found
about optimal pH: 10. Km which is against L-arginine-substrat of enzyme-was found by the method of

Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk and it is about 4 mM.

Key Words: Fasciolasis, arginase, liver, sheep, biochemical properties

Ozet

Fasciolasisli koyunl
biyokimyasal zellikleri
gcrccklc;\'tirilmislir. Arginaz

kullamlmisur. Eritrosit arginaz
arginaz aktiviteleri kontrollerc

ann critrosit ve karaciger arginaz aktivile diizeyleri ile karaciger doku arginazimn baz
caligiimistir.  Aragrma ortalama 120 adet kan ve karaciger doku orncgi ile
aktivitesi  dlglimii  igin Tiyoscx11iknrbuzid-Diusctilmonoksim—Urc metodu
aktiviteleri fascioliosisli ve kontrol gruplan arasinda farklilik gdstermemigtir
(P>0.05). Karaciger gore fascioliosisli grupta énemli derccede diigmilgtiir
(p<0.01). Karaciger arginaz enziminin biyokimyasal dzellikleri fascioliosisli koyunlar ile saghkl koyunlar
arasinda farklihk gostermemigtir. Koyun karacificr doku arginazimin akfivasyonu igin ; | mM Mn*? iyonlarinin
varlifit, 65°C’de 15 dakikalik preinkiibasyonun ve 37°C*de 10 dakikahk inkubasyonun gereklilifi saptannugtir.
Karaciger doku arginazi igin en uygun tamponun karbonat tamponu oldugu, optimal pH’nin 10 civarinda oldugu
bulunmustur. Enzimin substrali olan L-arginine kary Km’i Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk yontemleri
ile degerlendirilmig, Km'in 4 mM civarninda oldugu saptanmusgtir,

Anahtar Kelimeler: Fasciolasis, arginaz, karaciger, koyun, biyokimyasal dzellikler

Giriy

Arginaz (L-arginin amidinohidrolaz; E.C. 3.5.3.1)
{irc dongiisiniin son basamaginda L-argininin ornitin
ve Qreye hidrolizini katalize eden bir enzimdir. Ure
bobrekler  yolu ile atlirken omitin, prolin  ve
poliaminlerin sentezinde rol oynamaktadir (12).
Siroz, karaciger parankiminin gbzden kaybolmast ve
bunun yerini giderck yaygn bir bigimde lrcyen
interstitic] dokunun almasi ile karckterizedir (1).
Fasciolasis karacigerde ciddi tahribatlara yol agan

* Bu ¢aligma, doktora tezinden Szctlenmiy olup,

bir enfeksiyondur. Fasciola hepatica
yapisinda  bulunan  arginazin
nedenini  Isserof  (10)

paraziler
(F.hepatica)'nin
biyokimyasal ~ gdrevinin
kollagen sentezi igin gerekli prolin ve hidroksi
prolinin saglanmasi olarak izah etmistir. Isscrof (9)
siganlara prolin enjekte cdildifi zaman karacigerde
siroz olugtufunu gostermistir.  Bu bulgular  F.
hepatica enfcksiyonu sonucu olusan kronik sirozun
parazitin devamli ortama saldig1 prolinden meydana

FUNAF (Proje No:336) tarafindan desteklenmistir.
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gelebilecegi seklinde agiklanmaktadir,

Arginaz enzimi en yiiksek aktiviteyi karaciger
dokusunda gosterdiginden, fasciolasis sonucu olugan
karaciger harabiyetinde arginaz  cnzim aktivite
diizeyimin ve cnzimin kinctik dzelliklerinin degisip
degismedigini anlayabilmek icin, arginaz aktivitelen
ile enzimin baz kinetik dzellikleri cahigimisur.

Materyal ve Mctot

Cahgmada kullamlan kan ve karaciger doku
smekleri Elazig Elet Tesislerine getirilerck klinik ve
postmortem muayenc sonrasi saghkl ve fasciolasis
teshisi  konulan koyunlardan ahnmustir.  Arginaz
aktivitesi dl¢umi igin Tiyosemikarbazid-
Diasetilmonoksim-Ure (TDMU) metodu
kullamimustir (6).

Eritrosit arginaz enziminin tayini igin okzalath
kan &mekleri alimmustr. Kan dmeklerinin orijinal
hacmini belirlemek amacryla cam tiplerin etrafi
cizilmistir. Daha sonra kanlar santrifiij edilerek
plazmalan uzaklagtinlmg ve kalan peletler 3 defa
serum fizyolojik ile yikanmugtir. Yikanmig critrositler
4 mM'hk MnCl, ile orijinal hacimlerine
tamamlanarak, bir gece +4°C’de bekletilmis ve
critrositlerin ~ hemoliz  olmalan saglanmustir.
Hemolizatlarda arginaz aktivitesi ve hemoglobin
tayinleri yapulmistir.

Karaciger doku smekleri iki siizgeg kagidi
arasinda kurutulup 1 g olarak tartilmi§ ve 4 mM’lik
MnCl, ile 1/10 oraninda (w/v) sulandinlarak
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar
15000 rpm’de +4°C"de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra siipernatantlar alinarak protein ve enzim
tayinleri yapilmistir.

Hemoglobin tayininde Siyanomethemoglobin
(25) metodu, protein miktannin  dl¢iimiinde  ise
Lowry (16) metodu kullanilmistir.  Deneysel

galigmalar sonucu elde edilen veriler, ortalama =
standart hata olarak gosterilmis olup, gruplarn
kargilagtinlmasinda Student- t testi (4) kullanilmusur.

Calismada spesifik aktivite ; | saatte, 37°C'de, L-
argininden | pmol ire olugturan enzim aktivitesinin

gy 3k bin
doku igin mg protein. eritrosit igin £ hemoglo

cinsinden ifadesi olarak tarif edilmisur.

Bulgular

ioliosislt K itrosit
Saghkh ve fascioliosisli koyunlarin critrosi

aktivitcleri sirastyla 84.(1(1128.29‘ ile
Ulg Hb iken. dokuda bu dcgcrl.cr
le 50.37£19.63 U/mg protein

arginaz
87.11£22.41 .
sirastyla 236.65£57.641

olarak bulunmustur (Tablo 1).
Mn*® iyonlarinin varhginda V¢ yoklugund.]..
inaz cnzimi

inkiibasyon 1silan dcgislirilcrck argl ;
‘S?flﬁtf.ﬁc ’ cdildiginde  MnCl: vn,rh.u}n}l'é
preinkiibasyon uygulanmasinin enzim 'JkllVllL,Sll;'l
MnCl,"siiz preinkiibasyona oranla kuf'\lml gruhl;\‘m’i:
yaklasik 27 misli, fascioliosish gru‘ptu isc )_ml:‘lasl 2
misli arturdign saptanmistir (Sckil 1). bagh'kh ve
fascioliosisli koyun karaciger doku arginazi i¢in ¢n
uygun preinkiibasyon st 65°C  olarak kabul
edilmistir.

Koyun Kkaraciger doku arginazi igin optimal
preinkiibasyon zamanini tespit ctmek amf:my!a
enzim, MnCl, varhginda ve 55, 60, 65, 70 C'lik
preinkiibasyon isilarinda degisik s&rc!crdci
bekletilmis, enzim en yiiksck aktiviteye 65°C'de 15
dakikada ulagmustir. 65°C’de 15 dakikalik bir
preinkiibasyon uygulamast, enzim  aktivitesini
preinkiibasyon uygulanmamg ~ doku drneklerine
oranla saglikli dokuda %51, fascioliosisli dokuda is¢
%57 oraninda artirmigtir (Sekil  2). Saghkh ve
fascioliosisli dokuda optimal preinkiibasyon stiresi 15
dakika olarak kabul edilmistir.

Koyun karaciger doku arginazi igin en uygun
inkubasyon siiresini ~saptamak amaciyla MnCl;
varliginda, inkiibasyon siiresi degistirilerek arginin-
arginaz  reaksiyonunun olusmas1  saglanmigtir.
Karaciger doku arginaz 15. dakikaya kadar lincer bir
artis gosterip 15. dakikadan sonra bu lincer artig
yerini hiperbolik bir goriiniime birakmugur ($ekil 3).
Bu nedenle saglikh ve fascioliosisli karaciger doku
arginazi i¢in vptimal inkiibasyon zamam 10 dakika
olarak belirlenmistir.

Tablo 1: Saghkh ve fascioliosisli koyunlarin eritrosit ve karaciger arginaz aktivitelen

Arginaz (Eritrosit) U/g Hb

Arginaz (Karaciger) U/mg protein

n X = SX n X + SX
Kontrol grubu 72 84.66 = 28.29 50 236.65 + 57.64
Fascioliosisli grup 73 87.11 £22.41 20 50.37 : l9.63
P >0.05 YT
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Sclfil 1. Saghkh ve fascioliosisli koyun karaciger doku
arginaz aktivitesinin preinkiibasyon 1sisia bagl olarak
degisimi
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Sekil 2. Farkl isilarda preinkibasyon zamanmmna bagh
olarak saghikh ve fascioliosisli koyun karaciger doku
arginaz aktivitesindeki degisimler
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Sckil 3. Saghkh ve fascioliosisli koyun karaciger doku
arginaz aktivitesinin inkubasyon zamanina bagh olarak

degisimi

F U Saghk Bil Dergin 2007, 16(2)

Karacifer doku arginazinin optimal  pH'lanin
saptamak agin 7.0 ile 105 arasinda degisen qegth
tampon  sistemlert  kullamlmustir - Bu  tampon
sistemleri Trs-HCl, Glisin-NaOH.,  Sodyum
hikarbonat-Sodyum  karbonat  tamponlant — olup,
arginin pH'siile tamponlarm pH' st aym tutulmustur
Saglikh ve fascioliosish (Sckil 4) koyun karacijer
doku arginaz aktivitelennin Olgimii igm en uygun

tampon,  Sodyum  bikarhonat-Sodyum  karbonat
tampon sistemi olup, en uygun pHise 10.0°dur.
am
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Sekil 4. Saglhkh ve fascioliosisli koyun karaciger doku
arginaz aktivitesinin gesitli tampon sistemlerine ve pH'ya
gore gosterdigi degisiklikler

Koyun karaciger arginaz aktivitesinin  MnCl,
konsantrasyonuna bagli olarak degisimini aragtirmak
amaciyla preinkiibasyon ortamina ()-8 mM arasinda
degisen konsantrasyonlarda, Mn'* iyonlan ilave
edilmis ve optimal Mn" konsantrasyonu | mM
olarak saptanmustir ($ekil 3).
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Sekil 5. Saghkh ve fascioliosisli koyun karacifer doku
arginaz aktivitesinin MnCl, konsantrasyonuna bagh olarak
degisimi
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Nameiper doku apman igin
belnlendihten sonra MR substiate Learginine
Ranyt olan Kty Michaehs-Menten Kimeng ile
meelennngtie, Sehil 6'da da sonldigi by L-mginin
konsantasvonunda saehkle Koy haraciper
dokusunda 3 M, fascioliossli Kataciger dokusunda
A3 WM hadar olan Ay, enzin aktivitesinde hineer
b actiga (Divined mertebe kinetip) neden olmuy, bu
noktadan dograsalhk vavay  yavag
haybolacak, vering hipertbolik bir portinime (kangik
mertebe Kinetipy) biaknugtie. 20 M hik L-arginin
honsantasyonunda— 1xe arginaz - Learginin ile
doveunlufa  wlagarak (it mertebe Kinetigi)
reaksivon  sabit lazla devam  ctmigtit,  Enzim
aktivitesinin L-arginin Konsantrasyonuna bagh olarak
deisimi Michaclis-Menten evitigi  yaninda,
Lineweaver-Burk (Sekil 6) cirileriyle de incelenmig
ve Koyun Karaciper doku aninazinn L-arginine kargi
olan Kmimin 4 mM civannda oldugu bulunmugtur,

optimal Kosullar

whibaren
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Sekil 6. Sughkh ve fascioliosisli koyun karaciper doku
arginaz aktivitesinin - L-arginin  derigimine bagh olarak
degisiminin - Michaclis-Menten  ve  Lineweaver-Burk
Egnleriyle gosterilmesi

Tartigma

Plazma enzim analizleri yoluyla sigirlarda F.
hepatica enfeksiyonunun diagnozu ile ilgili yapilan
bir caligmada (27), plazmada albumin, total biliribin,
total protein, arginaz, aspartat aminotransferaz (AST)
ve gamma-glutamil transpeptidaz (GGT) aktiviteleri
Olgtilmistir. Plazma arginaz aktivitesi ile parazit
enfeksiyonu arasinda  bir  iligki bulunamanugur.
Arginaz aktivitesinin plazmada degiyiklik
gostermemesi arginazin mitokondriye bagh bir enzim
olmasiyla ve geng parazitin gogii esnasinda enzimin
ctrafini gevreleyen sivinin igerisine salinmamasiyla
agtklannuguir (3). Karacigerde hasar meydana getiren
organik  g¢bziciler  kullamlarak  képeklerde
olugturulan intoksikasyonda  plazma  arginaz
aktivitesinde artiglar meydana gelmigtir (19).

Tirkoglu (26)'nun yapug ¢alismada CCly enjekte

‘asctolasish Koyunlann Arginaz..,

edilerek siroz olugtunilan siganlann karacifier arginaz
aktvatelerinde dnemh digiigler bulunmugytur,

Ozan ve Gilen (20) tarafindan  yapilan  bir
¢alismada £ hepatica enfeksiyonu sonucu olugan
siroik - sifur karacigerlen ale pl.mmlnnnfl.l_h.u»n
anmino asit metabolizmast enzim diizeyler nlqul.mu»,'
ve yapilan gahgmada plazma arginaz ;lkli"lllc*inl'j.l:
artig, sirotik karaciger arginaz aktivitesinde ise digiiy
Kaydedilmigtir,

Saghkh ve Fascioliosisli  koyunlarin critrnsfl
arginaz aktivite diizeyleri arasinda istatistik Ul.’ll’;ﬂ% hu_'
fark  pozlenmezken, karaciger arginaz .\kllvnlgx‘:
agisindan fascioliosishi hayvanlarda énembh bir .diiw\,
gozlenmistir, Eritrosit ve karacigier arginaz aktvitesi
ile ilgili buldugumuz sonuglar yukandaki ¢alismalar
ile uyum igerisindedir,

Daha Once birgok dokuda gahistlan arginazlann
optimal preinkiibasyon silan 50-60°C  civaninda
bulunmustur. Preinkiibasyon 1sis1 insan  tikirigii
(14), tiroid dokusu (11), uterusu (8), critrositi (2.8)
igin 55°C, Moniezia expansa (22) igin 53°C, sifr
rumen doku arginazi igin (5) ise 60°C olarak
bulunmustur.

Hayvansal kaynakli enzimler gencllikle optimal
1stya 40-50°C’ler arasinda crigir, bu  derecelerin
tstinde enzimlerin 1siya bagh olarak denatiire olma
h1z1, enzimin reaksiyon hizi artisindan daha strath
oldudu igin enzim aktivitesi azalmaktadir. Sekil 1'de
de gorildigi gibi enzim aktivitesi Mn*? varhginda
65°C'ye kadar ytkselmekte, 65°C’den itibaren
diismektedir. Bu sonuglara
fascioliosisli koyun karaciger dok
arginazlardan daha fazla

ise
gore  saghkh  ve
u arginazinin diger
1stya dayanikli oldugu

sOylenebilir,

Calismamuzin  diger bir béliminde, degisik
sturelerde farkh preinkiibasyon 1silan uygulanarak;
maksimum aktiviteye  ulagmak igin  gereken

preinkiibasyon zaman tespit edilmigtir. Sekil 2" de de
gorildugu gibi enzim 55, 60, 65, 70°C’lik 1silarda
preinkube edildiginde; en yuksek aktiviteye 65°C"de
15 dakikada ulagmaktadir.

Bu konu ile ilgil ¢alismalara bakugimizda
premkibasyon  stresi, insan tiroid dokusu (11),
wkariga (14), karaciger ve eritrosit (2) arginazi igin
20 dakika olarak bulunmustur, Kedra-Luboinska ve
arkadaglan (13) insan eritrositleri igin bu streyi 15
dakika, Enigir ve Ozan (3) sigir ume

g . n doku arginaz
1510 9 dakika olarak bulmuslardur,

Enzimatik reaksiyonlar viicut 1sisinda
cttiginden inkibasyon 1sis1 37°C olarak alimp
reaksiyon igin gerekli inkibasyon zamanin, Lespit
ctmek amaci ile 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 dakikalarda

cereyan

——————
- e e .
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enzim inkdbasyona tabii tutlmustur. Elde edilen
vealer grafige uygulandipinda Sekil 3'den de
anlagilacagy gibi enzim aktivitesi 13, dakikava kadar
lincer bir arts gdstermekte, bu dakikadan sonr
hineerlikten  sapmaktadir. 15, dakikadan  sonra
linceritenin bozulmast dikkate alinarak inkiibasvon
sirest saghkh ve fascioliosisli koyun Karaciger
arginaz igin 10 dakika olarak aliip dnite tarifi saate
gore vapilmistir,

Inkibasyon  siresine  gdre  Gnite  tanmu
yapildigindan, aregtincilar bu konuda farkh sureler
l_mll.mnu$ ve aktiviteyi buna gére tammlamiglardir.
Insan troid doku arginaz igin bu sire 30 dakika
(I1). karaciger igin 20 dakika (8). eritrosit igin 8
dakika (8,23). uterus igin 20 dakika (8). vitreus i5in 9
dakika (7), sigir rumen doku arginaz icin 13 dakika
(5) olarak alinmustr.

Cabsmada. enzim  aktivitesi Uzerine farkh
pH'lann ve tamponlann  etkilen arastinlmisur.
Arginazin  optimal pH'st bir ¢ok doku tirinde
Galiilnus ve argininin arginaz ile hidrolizi igin
gerekli optimal pH'min doku tiriine gore degistizi ve
bu pH'min 9.3-11 aresinda bazik pH siurlan iginde
oldugu bildinlmigur (2,14.24).

Arginazin, arginini  hidrolize edebilmesi igin
opumal pH'nin 9.4-98 arasinda olmasi gerekir
(18,.24). Arginaz enzimi olgiiminde arasuncilar farkh
tampon sistemlen  kullanmuglardir.  Colombo  ve
Konarska (2), hem karaciger hem de entrosit igin
karbonat tampon (pH: 9.5) sistemi kullanmglardir.
Ozan ve ark.(22)’lan MonieZia expansa arginazi igin
en uygun tamponun Karbonat tamponu (pH: 9.3)
oldugunu tespit etmislerdir. Engir ve Ozan (3) sigir
rumen doku arginaz:i igin en uygun (amponun
bikarbonat-karbonat tamponu oldugunu (pH: 9.7)
saptamuslardir. Ozan ve Gilen (20,21) yapuklan
¢alismalarda  F.  heparica’'mn  arginaz  enzim
aktivitesinin optimal pH'sim 10.5 olarak bulurken,
sifir wakurik arginazinin optimal pH'sim 9.2-9.3
arasinda saptamuslardir.

Sekil 4'de de gomildagu gibi saghkh ve
fascioliosisli koyun karaciger doku arginazi da bazik
pH'da optimum akuvite vermekte ve diger doku
arginazlan i¢in belirlenmig olan pH degerlen ile
uyum gastermektedir,

Arginazin tetramenk bir yapiva sahip oldugu ve
tetramerik vapinin olugmasi igin Mn** katyonlannin
gerekli - oldugu  Muszynska  (17) tarafindan
bildirilmisti. Mn** iyonlannin enzime baglanmast,
isiva davamkhb@i  arimakt ve enzimin
inaktivasyonlara kargi daha dayamikh hale gelmesini
saglamaktadir (11,21).

F.O. Saghk Bil. Dergisi 2002, 16 (2)

Saghkh ve fascioliosisli koyun karaciger doku
argimazi 1 mM'hk  Mn*® iyonlan varhifinda
maksimum aktivite gostermektedir (Sckil 5). Yapilan
cahsmalarda dokular i¢in Mn*’ konsantrasyonlan
farkh olup insan karacigeri igin 2.0 mM (2), insan
takunigd igin 5.0 mM (14), tiroid doku arginaz igin
2.5 mM (11), entrosit arginazi igin 5.0 mM (2,15),
sigir rumen doku arginazi igin | mM (5) olarak tespit
edilmistr. Bu konu ile ilgili tim ¢aligmalarda ortak
nokta, manganin arginaz aktivitesi igin vazgegilmez
bir kofaktdr oldugu ve optimal Mn? derisiminin
dokuya gore farklihk gostermesidir.

Koyun karaciger doku arginazimn L-arginine
karst olan Km’ini araghrmak amaciyla enzim miktan
sabit tutulup, L-argininin degigen
Konsantrasvonlarinda enzim aktivitesi olgnlmigtar.
Burada maksimum aktivitenin yansmna tekabiil eden
substrat  konsanmrasyonu  Km'i, yani enzimin
substraina  karsi olan ilgisini  gGstermektedir.
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (Sekil 6)
egrileni ile Km'ler degerlendirildiginde saghkh ve
fascioliosisli koyun karacigerlerinde Km’'in 4 mM
civarinda oldudu gozlenmistir.

Insan karaciger arginaz igin Km 10.14 mM (24),
insan enmosit arginazi ig¢in Km 1.5 mM (23),
Moniezia expansa arginazi igin 7 mM (22), sigir
rumen doku arginazt igin Km 4 mM olarak
bulunmugmur (5). Ozan ve Gilen (21) tarafindan
vapilan bir ¢ahsmada Km degerleri sigirlann
wikiiriiklerinde 5-3.3 mM, entrositlerinde 2.5 mM ve
karacigerlerinde ise 2.3 mM civannda bulunmustur.

Yukanda venlen omeklerden de anlagilacagm
uzere arginaz enziminin arginine kargt Km degen
dokulann farkhligina gore degigmektedir. Ancak
karaciger gibi benzer doku galigmalannda da uyum
gorulmemektedir.  Dokular aymi  oldugu halde
sonuglann  uyum iginde olmamas), canllann
tirlennin ve optimize edilen sartlann farkhhgindan
kaynaklanabilir eklinde yorumlanabilir.

Sonug olarak, entrosit arginaz aktiviteleri
bakimindan fascioliosisli ile kontrol gruplan arasinda
fark gozlenmemesine ragmen, karaciger arginaz
akuvitelen bakimindan fascioliosisli grupta énemli
derecede bir azalma gozlenmistir. Bu aktivitedeki
disus karaciger dokusunun ilen derecede fibrotik
olmasindan kaynaklanabilir. Fasciolasisin karaciger
dokusunun bivokimyasal ozelliklenm etkilemedigi,
sadece enzim akuvitesinde dususe scbep oldugu
gozlenmigtir.
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