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KOYUN KARACIGER DOKU ARGINAZININ GUANIDIN VE BAZI AMINO
ASITLER TARAFINDAN iNHIBiSYONU VE iNHiBiSYONUN KiNETICi
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Inhibition and Its Kinetics of Arginase by Guanidin and Some Amino Acids in Sheep Liver Tissue

Summary

In this study, the inhibition effects of guanidin and some amino acids on arginase activity in sheep liver tissue
were studied. Thiosemicarbazide-Diacetylmonoxime-Urea method was used to measure arginase activity.

Guanidin, a guanidino compound, inhibited the enzyme activity uncompetetively while L-amino acids, such as
valine, leucine, isoleucine and lysine inhibited the enzyme activity competetively-noncompetetively (mixed).
Low concentration of leucine caused activation while higher concentration caused inhibition.
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Ozet

Caligmada, koyun karaciger doku arginaz aktivitesi iizerine guanidin ve bazi amino asitlerin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Arginaz aktivitesi 8lgtimii igin Tiyosemikarbazid-Diasetilmonoksim-Ure metodu kullaniimigtir.

Bir guanidino grubu bilesigi olan guanidin, enzimi unkompetetif olarak inhibe ederken, valin, 18ysin, izoldysin
ve lizin amino asitleri ise karsik inhibisyona (kompetetif-nonkompetetif) neden olmustur. Loysin’in dusiik
konsantrasyonlari koyun karacier doku arginazinin aktivasyonuna yol acarken, yiiksek konsantrasyonlar

enzimi inhibe etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, koyun, karaciger, guanidin, amino asitler

Giris

Arginaz (L-arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1)
iireotelik hayvanlarin karacigerinde L-arginini, iire ve
L-ornitine hidrolize eden bir enzimdir (18,24).
Karaciger dokusu disinda ire  déngisiiniin
bulunmadig laktasyondaki meme bezi (16), bobrek
(15,18,21,28), prostat (28) ve aktive olmus
makrofajlar (15) gibi dokularda da arginaz aktivitesi
bulunmustur.  Biyolojik  sistemlerde  arginaz
enziminin gorev aldigi baslica metabolik yollar, iire
dongust, prolin ve poliaminlerin biyosentez yoludur
(29). Nitrik oksit radikalini sentezleyen nitrik oksit
sentaz enzimi ile arginaz enzimi substratlari olan L-
arginin i¢in yarismaktadirlar (15).

Amino asitlerin bir kismimn arginaz enzimini
inhibe ettigi, bunlardan en etkili iki tanesinin
kompetetif inhibitorler olarak etkiyen ornitin ve lizin
oldugu bulunmustur (9,25). Loysin, izoloysin ve
valin gibi dallanmis karbon iskeletine sahip amino
asitlerin sigir karacigerinde (5), rat karaciger ve
bobreginde (7), insan kalbinde (3) meydana getirdigi
inhibisyon tipi tiirden tiire degigmektedir.

Bu c¢alismada, koyun karaciger doku arginazi
lizerine bazi amino asitlerin ve yapisal agidan
arginine benzeyen guanidin’in etkileri incelenmistir.

Materyal ve Metot

Caliymada kullanmilan koyun karaciger doku
ornekleri (10 adet) Elazig ELET tesislerine kesim
igin getirilen saglikh koyunlardan kesimden hemen

sonra almip serum fizyolojik igine koyularak
labaratuara getirilmistir.

Karaciger doku ornekleri iki siizge¢ kagidi
arasinda kurutulduktan sonra 1 g olarak tartihp, 4
mM MnCl, (1/10 , w/v) ilavesinden sonra kinlmis
buz icerisinde (Potter-Elvehjem,cam-cam)
homojenizatorle homojenize edilmistir. Homojenatlar
sogutmali santrifiijjde (Sorvall RC-5B) 21000 g'de
+4°C’de 15 dakika (23) santriflije tabi tutulmus ve
islemden sonra peletler atilarak siipernatantlar alinip,
enzim kaynagi olarak kullanilmigtir.
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Koyun karaciger doku arginaz aktivitesi, L-
argininin arginaz ile hidrolizi sonucu olugan drenin
Tiyosemikarbazid-Diaselilmonoksim-Urc (TDMU)
metodu (14) ile 8l¢iilmesi ile saptanmistir. Protein
miktarinin  6lgiminde ise Lowry (20) mectodu
kullanilmistir.

Galismada enzimin spesifik aktivitesi, | saalte,
37°C’de, L-argininden 1 umol iire olusturan enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesi olup, pmol
tire / mg protein / saat olarak tanimlanmistir.

Bulgular

inkiibasyon ortamindaki L-arginin konsantrasyonu
sabit tutulup, preinkiibasyon ortamina guanidin ve L-
amino asitlerden valin, 10ysin, izoldysin ve lizin
farkli konsantrasyonlarda ilave edilerek karaciger
doku arginaz enzimi {izerine inhibitdr etkileri ve
inhibisyon oranlar aragtirilmigtir. Léysin 10 mM’a
kadar aktivasyona, 15 mM’dan itibaren ise
inhibisyona yol agarken, 2 mM’lik guanidin %90’lik
(Sekil 1), 40 mM’Iik valin %76’k (Sekil 2), 40
mM’hk 16ysin %43’lik (Sekil 3), 30 mM’lLk
izoloysin varhginda %66’lik (Sekil 4), 55 mM’Lk
lizin varhginda ise enzim aktivitesinde %74’lik
(Sekil 5) bir inhibisyon gozlenmistir.

Bulgularin  Michealis-Menten  efrisi ile
degerlendirilmesi sonucunda guanidinin arginazin
Vmax’m ve Km’ini kontrole gore distrdigi,
enzimin L-arginine karsi olan Km’i 4 mM ve Vmax’1
300 U/protein civarinda iken guanidinin varliginda
Km 2.6 mM’a ve Vmax 112 Ulproteine distigi ve
guanidinin enzimi unkompetetif olarak inhibe ettigi
gozlenmistir (Sekil 1).

L-amino asitlerin tamami enzimin Vmax'ini
kontrole gore dustirerek, Km’ini ise artirarak karigik
inhibisyon (kompctelif—nonkompetetif) sekillendirmistir.
Enzimin Km'i L-arginine karsi 4 mM iken, amino
asitlerden valin (Sekil 2) ve lysin igin bu deger 6,6
mM (Sekil 3), izoldysin igin 7 mM ($ekil 4) ve lizin
icin 8 mM (Sekil 5) bulunmugtur. Ayni sekilde
enzimin Vmax't L-arginine kargt 300 U/protein iken
amino asitlerden valin ve izoldysin igin bu deger 100
Ulprotein, lizin igin 112 Ulprotein ve 16ysin igin 160
Ulprotein civarindadir. Bu verilerden de anlagilacag)
gibi amino asitlerin yol agtif bu inhibisyon
sekillerinde enzimin Vmax’lan kiigillmekte , Km’leri
ise biiyimektedir, bir bagka deyisle karigik
inhibisyon s6z konusudur.

Yapilan galigmalar sonucunda amino asitlerden
16ysinin dusik konsantrasyonlarda enzimi aktive
ettigi, ylksek konsantrasyonlarda ise inhibe ettigi

anlagtimistir.
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Sekil 1. Guanidinin koyun karaciger doku arginaz aktivitesi
{izerine etkisi ve Guanidin varhginda, enzim aktivitesinin
substrat konsantrasyonuna bagli olarak  degisiminin
Michaelis-Menten Egrisiyle incelenmesi
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Sekil 2. L-Valinin koyun karaciger doku arginaz aktivitesi
Uzerine etkisi ve L-Valin varliginda, enzim aktivitesinin
substrat  konsantrasyonuna bagli olarak degigiminin
Michaclis-Menten Egrisiyle incelenmesi
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$ekil 3. L-Laysinin koyun karaciger doku arginaz aktivitesi
dzerine etkisi ve L-Loysin varhginda, enzim aktivitesinin
substrat  konsantrasyonuna bagh olarak degisiminin
Michaelis-Menten Egrisiyle incelenmesi
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Sekil 4. L-1zoldysinin koyun Kkaraciger doku arginaz
aktivitesi Gizerine etkisi ve L-izoloysin varhiginda, enzim
aktivitesinin  substrat konsantrasyonuna bagh olarak
degisiminin Michaclis-Menten Egrisiyle incelenmesi
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Sekil 5. L-Lizinin koyun karaciger doku arginaz aktivitesi
izerine etkisi ve L-Lizin varlifinda, enzim aktivitesinin
substrat konsantrasyonuna bagh olarak degisiminin
Michaelis-Menten Egrisiyle incelenmesi

Tartisma

Guanidino grubu bilesikler ve amino asitlerin bir
¢ofunun arginaz enzimini inhibe ettigi ve
inhibisyonun tipinin doku ve tlire gore degistigini
bildiren pek ¢ok galisma vardir (5,7,11,13,19).

Fuentes ve ark. (13) laktasyondaki rat meme bezi
arginazi Uzerine prolin, lizin, omitin, izoldysin,
16ysin ve wvalinin etkisini arastirmislar, amino
asitlerden sadecece valin giiglii bir inhibisyona yol
agarken, diger tiim amino asitlerin daha zayif bir
inhibisyon etkisine sahip olduklarini bulmuslardir.

Carvajal ve Cederbaum (7) rat karaciger ve
bobrek arginazinin, Bond (5) sigir karaciger
arginazinin izoldysin, l6ysin ve valin gibi dallanmig
zincirli amino asitler tarafindan nonkompetetif olarak
inhibe edildigini, Kesava Rao ve arkadaslan (19)
Mn™ Kkatyonlan ile preaktive edilmemis koyun
karacigerinde bu amino asitlerin kompetetif, Mn™
katyonlan ile aktive edilmiy koyun karacigerinde ise
kangik veya nonkompetetif inhibisyona yol agtigini
bildirmislerdir.

pH 7.5’da l6ysin, izoldysin, valin rat karaciger
arginazini kompetelif, bobrek arginazini
nonkompetetif olarak inhibe etmektedir. pH 9.5'da
dallanmig zincirli amino asitlerle karaciger arginazi,
bobrek arginazindan daha fazla inhibe olmustur.
Fakat dallanmis zincirli amino asitlerin her iki enzim
tizerindeki etkilern pH 7.5'da gozlenenden daha
disilk  bulunmugtur. Bobrek arginazi  karaciger
arginazina oranla prolinle inhibisyona Kargi daha
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fazla duyarl iken, valin, 18ysin, izoldysin gibi
dallanmis zincirli amino asitlerle inhibisyona kars
karaciger arginazi bobrek arginazma oranla daha

duyarh bulunmustur (7).

Saflastirilmig insan karaciger arginazindan elde
edilen All’nin kangik tip inhibisyon gdstermesi (Km
artmakta, Vmax azalmakta) Enzim-Substrat [ES]
kompleksine inhibitériin baglanmasi sonucu substrat
yikiminin engellenmesiyle agiklanmistir (4).

Ayyildiz ve Gokhun (2), Sodyum siyanid
(NaCNY’in sigir karacifer arginaz enzimini karigik
tipte inhibisyona ugratigim  bulmuslar ve bu
inhibisyon tipinin kompetetif ve nonkompetetif
inhibisyonun bir bilesimi olarak kabul
edilebilecegini, inhibitor varliginda substrat [S] ne
kadar artarsa artsin, enzimin non-produktif Enzim-
Substrat-Inhibitér [ESI] veya Substrat-Inhibitor [SI]
formunu sentezleyecegini One siirmiigler,
inhibisyonun siyanid (CN)’in bir niikleofil olarak
disiilfid baglarma saldirmasi ve enzimi denatiire
etmesi lizerinden olustugu kanisina varmislardir.

Muszynska ve Wojtczak (22), amino asitleri bir
ligand olarak kabul etmekte, arginaza bu ligandlarin
baglanmasinin, arginazin yapisinin degisimine ve bu
degisimin de [ES] kompleksinin turnover’int
bozdugunu, keza sigan karaciger arginazini L-amino
asitlerden ornitin ve lizinin kompetetif, valin, 18ysin,
izoloysin ve sisteinin ise nonkompetetif tipte
inhibisyona ugrattigini belirtmislerdir.

Bu ¢alismada amino  asitlerin yiksek
konsantrasyonlart  kullamlmig  ve pH:9.2°de
inhibisyonun kinetigi g¢ahsimistir. Amino asitler
konusunda yapilan bu galigmanin digerlerinden farki,
16ysinin  diisik konsantrasyonlarda  aktivasyon,
yiiksek  konsantrasyonlarda inhibisyon etkisini
gostermesi ve inhibitor etkisi olan bu amino asitlerin
hepsinin koyun karaciger arginazini kompetetif-
nonkompetetif (karisik) olarak inhibe etmesidir
(Sekil 2-5).

Arginin analogu olan guanidin koyun karaciger
arginazinin Vmax’im ve Km’ini kontrole gore
diigiirerek unkompetetif inhibisyona sebep olmustur.
Arginin konsantrasyonundaki artigin inhibisyonu
énleyememesi, unkompetetif inhibitorlerin serbest
enzime degil de [ES] kompleksine baglanmasi ile
agiklanabilir.

Sipir rumen doku arginazi iizerinde yapilan bir
¢alismada (10), guanido bilesiklerinden kanavanin,
agmatin ve guanidin enzimin Km’ini degistirmezken
Vmax’in azaltarak nonkompetetif inhibisyona sebep
olmuslardir.

176

Bond (5), non-kompetetif inhibisyona neden olan
inhibitérlerin substrattan farkli bir noktada enzimle
reverzibl olarak birlestigini ve ligandlarin biiyiik bir
olasilikla [ES] kompleksinin turnover’ini bozan
yapisal degisimine yol agtigint ve enzimin proteolitik
inaktivasyona duyarliligint artirdigini one stirmiistiir.

Kaysen ve Strecker (18), bobrek dokusgnc'la
yiiksek argininin konsantrasyonlariyla —enzimin
aktivasyonunun, prolin ve lizin amino asitlerinin
belirli konsantrasyonlari ile engellenebildigini ve bu
verilerin enzim iizerinde belirli amino asitler ve
arginin igin ayn iki baglanma noktasinin varhigina
isaret ettigini bildirmektedirler.

insan karaciger (6) ve rat bobregindeki (18)
arginazlar izerinde allosterik bolgelerin  varlig
konusunda kanitlar vardir. Dallanmug zincirli amino
asitler tarafindan olusturulan kismi inhibisyonlar
arginaz iizerinde allosterik bir bolgenin varligini,
inhibitoriin bu bslgeye baglandigini (non-kompetetif
inhibisyon) ve enzim amino asit kompleksinin
enzimatik olarak aktif oldugunu gostermektedir (7).

Lizinin arginazin etkili bir inhibitérii oldugu
bilinmektedir. Koyun karaciger dokusunda 55
mM’lik lizinin arginaz aktivitesini %74 oraninda
inhibe ettigi ve inhibisyon tipinin karisik oldugu
bulunmustur. Ameen ve Palmer (1) lizinin karaciger
arginazinin karisik inhibisyonuna sebep oldugunu,
Subrahmanyam ve Reddy (27), ornitin ve lizinin sigir
karaciger doku arginazini kompetetif olarak inhibe
ettigini bulmuglardir.

Ratlarda asin miktardaki lizinin karaciger arginaz
aktivitesini inhibe etmesi sonucu (8), arginin
miktarlarinda gorillen artisi (26), orotik asit ve
amonyak diizeylerindeki artis ve ire sentezindeki
gerilemenin izledigi bildirilmistir (12). Yiiksek lizin
konsantrasyonlari ayni zamanda mitokondrial ornitin
alimmini engelleyerek lire dongisiiniin zayiflamasina
da neden olabilmektedir.

Intravendz lizin infiizyonunun plazma amonyak,
arginin ve ornitin, idrar homositriillin, putressin ve
orotik asit dilzeylerinde artisa yol agarken, plazma
tire ve sitriillin diizeylerinde simirh degisimlere yol
agmasinin lizinin arginaz aktivitesini engellediginin
bir  gostergesi  olarak  degerlendirilebilecegi
bildirilmektedir (17).

Koyun karaciger enzim aktivitesinde dallanmis
zincirli amino asitlerden valin %76’lik, 16ysin
%43’lik, izol6ysin %66’lik bir inhibisyona neden
olmugtur. Rao ve ark. (19), arginazin saturasyon alti
konsantrasyonlarda dallanmis zincirli amino asitlerle
daha fazla inhibisyonunu kaydetmisler, boylece
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dallanmig zincirli amino asitlerin hiicre iginde giiglii
inhibitor etkiye sahip olduklarini belirtmislerdir.

Sonug olarak, koyun karaciger arginazi iizerine
guanidinin ve amino asitlerin etkilerinin arastinldigi
bu c¢alismada, guanidinin unkompetetif |, amino
asitlerin ise karigik tip inhibisyona sebep olduklari
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