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Koyun Bobrek Doku Arginazinin Etilen Diamin Tetra Asetik
Asit (EDTA), Para Kloromerkri Benzoik Asit (P-CMBA), N- Etil
Maleimid (NEM) Tarafindan Inhibisyonu ve Inhibisyon Kinetigi

Bu calismada koyun bdbrek doku arginazi Uzerine EDTA, NEM, p-CMBA’ in inhibisyon etkileri
incelenmistir. Arginaz aktivitesi Tiyosemikarbazid-Diasetimonoksim-Ure metodu kullanilarak
spektrofotometrik olarak olglimustir. Protein Lowry metoduna goére saptanmistir. Koyun bdébrek
dokulan Elazi§y Elkas Kesimevi'nden temin edilmistir. Arastirmada 20 tane koyun bdbrek dokusu
kullaniimistir. Sonug olarak, koyun bébrek doku arginazini EDTA’ nin kompetetif tipte; NEM, p-CMBA’
in ise nonkompetetif tipte inhibisyona ugrattigi saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Arginaz, EDTA, NEM, p-CMBA.

Inhibitory Effect of Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid (EDTA), p-Chloromercuri
Benzoic Acid (p-CMBA), N-Ethyl Maleimide (NEM) on Arginase Activity of the Sheep
Kidney Tissue and Kinetic of Inhibition

In this study, the inhibition effects of EDTA, p-CMBA, NEM on arginase activity in sheep kidney tissue
were studied. Arginase activity was spectrophotometrically measured using the Tiyosemicarbazid-
Diacetylmonoksim-Urea Method. Protein was determined by the method of Lowry. The kidney tissues
of sheep in the present study were obtained from the Elkas sloughterhause in Elazig. This study was
carried out using 20 sample of kidney tissue. In conclusion, arginase activity in sheep kidney tissue
was determined to be inhibited competative inhibition by EDTA but to be inhibited noncompetative
inhibition by NEM, p-CMBA.

Keywords: Arginase, EDTA, NEM, p-CMBA.

Giris
Arginaz  (L- arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1) reotelik hayvanlarin

karacigerlerindeki ylksek toksisiteye sahip amonyum iyonlarinin uzaklastiriimasi igin L-
arginini, Ure ve L- ornitine hidrolize eden bir enzimdir (1).

Karaciger dokusu disinda arginaz enzimi bobrek, beyin, bagirsak, troid bezi, tukrik
bezi, eritrosit, laktasyondaki meme bezi, dalak, testis gibi dokularda da bulunmaktadir (2-
12).

Arginazin esas fonksiyonu tre donglsline katiimaktir (1, 5, 7). Bunun yaninda lre
déngusiu bulunmayan ekstrahepatik dokularda ise proteinlerin yapisina katilan prolin ve
hidroksiprolinin sentezinde (13), poliaminlerin biyosentezinde gerekli ornitin tretiminde,
ayrica immun cevap olusumunda ve timor biyolojisinde de rol oynadigi saptanmistir (14,
15).

Arginazin tam aktivite gosterebilmesi igin Mn*2 iyonlari gereklidir (11). Mn™" iyonlari
arginazin tetramer yapi kazanarak inhibitérlere karsi daha stabil hale gelmesini
saglamaktadir (16-17). Bazi amino asitlerin arginazi inhibe ettigi bilinmektedir. Prolin,
ornitin, sistein, lizin, valin gibi amino asitlerin birgcogu arginazi inhibe etmekte ve
inhibisyonun tipi birgok doku ve tire gore degismektedir (18,19). Bunun yaninda Borat,
EDTA (20), kanavanin, NEM, p-CMBA (18), metilen mavisi (21) gibi maddelerin de
arginazi inhibe ettigi ortaya konulmustur. p-CMBA, EDTA ve NEM enzimlerin aktif
merkezinde —SH grubu iceren amino asitler olup olmadigini belirlemek igin kullanilan
kimyasal maddeler olup bu maddeler —SH gruplarini bloke ederek enzimin inhibisyonuna
neden olmaktadir (22).

Bu calismada p- CMBA, NEM, EDTA’nin koyun boébrek doku arginazi lzerine
inhibisyon etkisinin arastirilmasi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirmada kullanilan materyal Elazi§ Elkas Kesimevinde kesilen ayni fiziksel
ozelliklere ve beslenme sartlarina sahip 20 tane koyun bobrek dokusu olup, bu dokular %
0,9'luk NaCl icinde en kisa zamanda laboratuara getirilmistir.
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Alinan  dokular iki stzge¢ kagidi arasinda
kurutulduktan sonra MnCl; (1/ 10, w/ v) ile sulandirilarak
Potter Elvehjem (cam-cam) homojenizatérde homojenize
edilip homojenatlar sogutmali santrifijde (Sorvall RC-
5B) 16000xg’'de 15 dakika santriflj islemine tabii
tutulduktan sonra Uste kalan slipernatant alinarak enzim
kaynagi olarak kullaniimigtir.

Enzim aktivitesi Tiyosemikarbazid Diasetilmonoksim
Ure (TDMU) Metodu ile oélgllmistir (23). Enzim
kaynaklari 2,5 mM’lik MnCl, ile reaksiyona sokularak,
55°C’de 10 dakika preinkiibasyona tabii tutulmustur. L-
argininden 0,3 ml (pH 9,7), karbonat tamponundan (pH
9,7) 0,4 ml ve lzerine 0,3 ml enzim kaynagi konularak
37°C’de 10 dakika sallantili su banyosunda inkiibasyona
tabii tutulmustur. Daha sonra 3 ml asit ayiraci ilave edilip
reaksiyon durdurulmus ve 2 ml renk ayiraci ilave edilerek
10 dakika kaynar su hamaminda bekletilmistir. 520 nm
dalga boyunda 6rneklerin absorbanslarindan sifir zaman
korlerinin absorbanslari (zero time blank) cikarildiktan
sonra ure miktarlari degerlendirilmistir.

Protein miktar1 ise Lowry Metodu ile saptanmistir
(24).

Calismada 1 Unite enzim; 1 saatte, 37 °C’ de L-
argininden 1 pmol Ure olusturan enzim miktari olup,
spesifik aktivite ymol Ure/ saat/ mg protein olarak ifade
edilmigtir.

Bulgular

Koyun bdbrek doku arginazi Uzerine EDTA’nin
inhibisyon etkisi arastirimistir (Sekil 1). inkiibasyon
ortamindaki L- arginin konsantrasyonu sabit tutulup,
preinkiibasyon ortamina 0-1 mM arasinda degisen farkli
konsantrasyonlarda EDTA ilave edilerek aktivite kaybi
kontrol grubuna goére degerlendirilmistir.  Enzim
aktivitesinin 0,2 mM’da % 25; 0,4 mM'da % 68 ve 1 mM
da ise % 100 kayboldugu gorilmustir.

0 0,2 0,6 08

0,4
EDTA (MM)

Sekil 1. EDTA'’ nin koyun bébrek doku arginazi lizerine
inhibisyon etkisi.

EDTA'nin yaptigi inhibisyon tipini tespit etmek
amacilyla 0,35 mM EDTA kullanilmig ve sonuglar
Michaelis-Menten grafiginde degerlendirilmistir (Sekil 2).
Sekil 3'de goruldigli gibi koyun bdbrek doku arginazin
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Vmax degerinin dedismedigi, Km degerinin ise degiserek
enzimde kompetetif inhibisyona neden oldugu tespit
edilmigtir.
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Sekil 2. Farkh L-arginin konsantrasyonlarda EDTA
varliginda arginaz aktivitesindeki degisiklikler.
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Sekil 3. EDTA tarafindan arginaz aktivitesinin L-arginin

konsantrasyonlarina bagli olarak degisiminin

Lineweaver- Burk egrisi ile gosterilmesi.
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Farkh NEM konsantrasyonlarinda arginaz aktivitesi
incelenmis, 20-120 mM arasinda degisen NEM
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi
arastinimistir. Aktivitede 20 mM’da % 37, 60 mM'da %
72, 100 mM’da % 90, 120 mM’da % 96 azalma olmustur
(Sekil 4).
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Sekil 4: NEM’ in koyun bdbrek doku arginazi (izerine
inhibisyon etkisi.
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Farkli arginin konsantrasyonlarinda ve 75 mM NEM
varliginda koyun bobrek doku arginaz aktivitesi
bulunarak kontrole gdre dederlendirilmistir. Vmax
degerinin degistigi Km’lerinin ise degdismedidi gérulmus
ve NEM’ in koyun bdbrek doku arginaz enzimini
nonkompetetif olarak inhibe etti§i ortaya konmustur

(Sekil 5, 6).
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Sekil 5: Farkh L-arginin konsantrasyonlarinda ve NEM
varliginda arginaz aktivitesindeki degisiklikler.
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Sekil 6: NEM tarafindan arginaz aktivitesinin L-arginin
konsantrasyonlarina bagli olarak degisiminin

Lineweaver- Burk egrisi ile gosterilmesi.

p-CMBA, 0,5 3,5 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda preinkilbbasyon ortamina ilave
edilerek enzim Uzerine inhibitor etkisi incelenip kontrole
gbre degerlendirilmistir. Enzim aktivitesinde 0,5 mM’da %
34, 1 mM'da % 57, 2,5 mM'da % 93, 3,5 mM’da ise
%100 azalma olmustur (Sekil 7).
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Sekil 7. p-CMBA’in koyun bdbrek doku arginazi tzerine
inhibisyon etkisi.
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0,75 mM p-CMBA varliginda ve inkiibasyon
ortamindaki arginin konsantrasyonlarini  degistirerek,
koyun bébrek doku arginaz aktivitesi él¢lllp inhibisyon
etkisinin varligi kontrole gére degerlendirilmistir. Hem
Michaelis-Menten esitligi  (Sekil 8) ile hem de
Lineweaver- Burk egrisi (Sekil 9) ile degerlendiriimesi
sonucu p- CMBA’in Vmax'i degistirip Km degerini
degistirmedigi  gorilmis ve  arginaz  enzimini
nonkompetetif olarak inhibe ettigi saptanmigtir.
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Sekil 8: Farkli L-arginin konsantrasyonlarda p-CMBA
varliginda arginaz aktivitesindeki degisiklikler.
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Sekil 9: p-CMBA tarafindan arginaz aktivitesinin L-
arginin konsantrasyonlarina bagli olarak degisiminin
Lineweaver- Burk egrisi ile gosterilmesi.

Tartigsma

Koyun bébrek doku arginazi tzerine EDTA, p-CMBA,
NEM'in etkisi arastinlmis, farkli konsantrasyonlarda
inhibitérler enzim kaynagi ile reaksiyona sokularak
inhibisyon etkisi incelenmistir (Sekil 1,4,7). Bu sekilde 0,2
mM EDTA konsantrasyonunda enzimin %25 aktivite
kaybettigi tespit edilmis, konsantrasyon 1mM Ustiine
cikildiginda ise aktivite kaybinin %100 oldugu
gorilmustir (Sekil 1). EDTA 0,35 mM kullanilarak farkh
substrat yogunluklarinda enzim aktivitesi arastiriimis ve
sonuglar Lineweaver- Burk egrisine dokdlerek inhibisyon
tlru tespit edilmistir (Sekil 2,3). Bu konsantrasyonda V.-
S grafigi kontrol grafigine gore karsilastirimis ve
inhibisyonun  kompetetif tipte oldugu saptanmistir.
Burada enzimin Vmax degerlerinin degismedigi, Km
degerlerinin degistidi gortlmus, kontroliin Km degeri 1,6
mM iken EDTA varliginda Km degeri 3 mM olarak tespit
edilmigtir.
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Reczkowski ve ark. (20), EDTA ve sitrat gibi
selatorlerin rat karaciger arginazini inhibe ettiklerini
bildirmislerdir. Fakat enzim saflastirildiktan sonra Mn**
ile reaksiyona sokulmasi sonucu inhibitdrlere maruz
birakildiginda enzimi fazla inhibe etmediklerini
gormisglerdir. Yapilan bagka bir g¢alismada, EDTA'nin
fare karaciger arginazina etki etmedigi ortaya konmustur
(25).

Geng koyunlarin yemlerine Ca*’- EDTA- Cu®?
kompleksi katilarak yapilan bir ¢calismada, ilk 24 saatte
arginaz aktivitesinin arttigi, daha sonra ise dustugu
ortaya konulmustur (26). Helicobacter pylori arginazinin,
30 mM’lik L-arginin ve 0,25 mM’lik EDTA ile reaksiyona
sokulmasiyla  enzimin tamamen inhibe oldugu
bildirilmistir (27).

Kuhn ve ark. (28), insan karaciger arginazinin farkh
pHlarda EDTA ile reaksiyona sokuldugunda enzim
aktivitesinde  surekli azalma  oldugunu  ortaya
koymuslardir.

Bu calismada NEM ve p-CMBA koyun bdbrek doku
arginazi Uzerine inhibisyon etkileri incelenmigtir. Degisen
NEM konsantrasyonlarda enzimin preinkiibe edilmesi
sonucunda aktivite kaybinin 20 mM’'da %37, 60 mM’da
%72, 100 mM’ da %90, 120 mM da ise %96 ulastigi
saptanmistir (Sekil 4). Enzim kaynagi, 0,5-3,5 mM
degisen konsantrasyonlarda p-CMBA ile preinkiibasyona
tabii tutulmustur. p-CMBA 0,5 mM konsantrasyonda
koyun bdbrek doku arginazini %34, 1 mM’ da %57, 2,5
mM da ise %93 dlzeyinde inhibisyona ugratmistir (Sekil
7). Konsantrasyon 3,5 mM’a ulastiginda ise enzim
aktivitesinin %100’ inu kaybetmistir.

Enzim aktivitesi 75 mM NEM, 0,75 mM p-CMBA
kullanilarak incelenmis ve veriler Michaelis-Menten
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