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Koyun Böbrek Doku Arginazının Etilen Diamin Tetra Asetik 
Asit (EDTA), Para Kloromerküri Benzoik Asit (P-CMBA), N- Etil 
Maleimid (NEM) Tarafından İnhibisyonu ve İnhibisyon Kinetiği 

Bu çalışmada koyun böbrek doku arginazı üzerine EDTA, NEM, p-CMBA’ in inhibisyon etkileri 
incelenmiştir. Arginaz aktivitesi Tiyosemikarbazid-Diasetilmonoksim-Üre metodu kullanılarak 
spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Protein Lowry metoduna göre saptanmıştır. Koyun böbrek 
dokuları Elazığ Elkas Kesimevi’nden temin edilmiştir. Araştırmada 20 tane koyun böbrek dokusu 
kullanılmıştır. Sonuç olarak, koyun böbrek doku arginazını EDTA’ nın kompetetif tipte; NEM, p-CMBA’ 
in ise nonkompetetif tipte inhibisyona uğrattığı saptanmıştır. 
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 Elazıg. 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. 

Giriş 

Arginaz (L- arginin amidinohidrolaz; EC 3.5.3.1) üreotelik hayvanların 
karaciğerlerindeki yüksek toksisiteye sahip amonyum iyonlarının uzaklaştırılması için L- 
arginini, üre ve L- ornitine hidrolize eden bir enzimdir (1).  

Karaciğer dokusu dışında arginaz enzimi böbrek, beyin, bağırsak, troid bezi, tükrük 
bezi, eritrosit, laktasyondaki meme bezi, dalak, testis gibi dokularda  da bulunmaktadır (2-
12). 

Arginazın esas fonksiyonu üre döngüsüne katılmaktır (1, 5, 7). Bunun yanında üre 
döngüsü bulunmayan ekstrahepatik dokularda ise proteinlerin yapısına katılan prolin ve 
hidroksiprolinin sentezinde (13), poliaminlerin biyosentezinde gerekli ornitin üretiminde, 
ayrıca immun cevap oluşumunda ve tümör biyolojisinde de rol oynadığı saptanmıştır (14, 
15). 

Arginazın tam aktivite gösterebilmesi için Mn+2 iyonları gereklidir (11). Mn++ iyonları 
arginazın tetramer yapı kazanarak inhibitörlere karşı daha stabil hale gelmesini 
sağlamaktadır (16-17). Bazı amino asitlerin arginazı inhibe ettiği bilinmektedir. Prolin, 
ornitin, sistein, lizin, valin gibi amino asitlerin birçoğu arginazı inhibe etmekte ve 
inhibisyonun tipi birçok doku ve türe göre değişmektedir (18,19). Bunun yanında Borat, 
EDTA (20), kanavanin, NEM, p-CMBA (18), metilen mavisi (21) gibi maddelerin de 
arginazı inhibe ettiği ortaya konulmuştur. p-CMBA, EDTA ve NEM enzimlerin aktif 
merkezinde –SH grubu içeren amino asitler olup olmadığını belirlemek için kullanılan 
kimyasal maddeler olup bu maddeler –SH gruplarını bloke ederek enzimin inhibisyonuna 
neden olmaktadır (22). 

Bu çalışmada p- CMBA, NEM, EDTA’nın koyun böbrek doku arginazı üzerine 
inhibisyon etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Araştırmada kullanılan materyal Elazığ Elkas Kesimevi’nde kesilen aynı fiziksel 
özelliklere ve beslenme şartlarına sahip 20 tane koyun böbrek dokusu olup, bu dokular % 
0,9’luk NaCl içinde en kısa zamanda laboratuara getirilmiştir. 
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Alınan dokular iki süzgeç kağıdı arasında 
kurutulduktan sonra MnCl2 (1/ 10, w/ v) ile sulandırılarak 
Potter Elvehjem (cam-cam) homojenizatörde homojenize 
edilip homojenatlar soğutmalı santrifüjde (Sorvall RC- 
5B) 16000xg’de 15 dakika santrifüj işlemine tabii 
tutulduktan sonra üste kalan süpernatant alınarak enzim 
kaynağı olarak kullanılmıştır.  

Enzim aktivitesi Tiyosemikarbazid Diasetilmonoksim 
Üre (TDMU) Metodu ile ölçülmüştür (23). Enzim 
kaynakları 2,5 mM’lık MnCl2 ile reaksiyona sokularak, 
55oC’de 10 dakika preinkübasyona tabii tutulmuştur. L-
argininden 0,3 ml (pH 9,7), karbonat tamponundan (pH 
9,7) 0,4 ml ve üzerine 0,3 ml enzim kaynağı konularak 
37oC’de 10 dakika sallantılı su banyosunda inkübasyona 
tabii tutulmuştur. Daha sonra 3 ml asit ayıracı ilave edilip 
reaksiyon durdurulmuş ve 2 ml renk ayıracı ilave edilerek 
10 dakika kaynar su hamamında bekletilmiştir. 520 nm 
dalga boyunda örneklerin absorbanslarından sıfır zaman 
körlerinin absorbansları (zero time blank) çıkarıldıktan 
sonra üre miktarları değerlendirilmiştir.   

Protein miktarı ise Lowry Metodu ile saptanmıştır 
(24). 

Çalışmada 1 ünite enzim; 1 saatte, 37 ºC’ de L-
argininden 1 µmol üre oluşturan enzim miktarı olup, 
spesifik aktivite µmol üre/ saat/ mg protein olarak ifade 
edilmiştir. 

Bulgular  

Koyun böbrek doku arginazı üzerine EDTA’nın 
inhibisyon etkisi araştırılmıştır (Şekil 1). İnkübasyon 
ortamındaki L- arginin konsantrasyonu sabit tutulup, 
preinkübasyon ortamına 0-1 mM arasında değişen farklı 
konsantrasyonlarda EDTA ilave edilerek aktivite kaybı 
kontrol grubuna göre değerlendirilmiştir. Enzim 
aktivitesinin 0,2 mM’da % 25; 0,4 mM’da % 68 ve 1 mM 
da ise % 100 kaybolduğu görülmüştür. 
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Şekil 1. EDTA’ nın koyun böbrek doku arginazı üzerine 
inhibisyon etkisi. 

EDTA’nın yaptığı inhibisyon tipini tespit etmek 
amacıyla 0,35 mM EDTA kullanılmış ve sonuçlar 
Michaelis-Menten grafiğinde değerlendirilmiştir (Şekil 2). 
Şekil 3'de görüldüğü gibi koyun böbrek doku arginazın 

Vmax değerinin değişmediği, Km değerinin ise değişerek 
enzimde kompetetif inhibisyona neden olduğu tespit 
edilmiştir.   
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Şekil 2. Farklı L-arginin konsantrasyonlarda EDTA 
varlığında arginaz aktivitesindeki değişiklikler. 

Şekil 3. EDTA tarafından arginaz aktivitesinin L-arginin 
konsantrasyonlarına bağlı olarak değişiminin 
Lineweaver- Burk eğrisi ile gösterilmesi. 

Farklı NEM konsantrasyonlarında arginaz aktivitesi 
incelenmiş, 20-120 mM arasında değişen NEM 
konsantrasyonlarının enzim aktivitesine etkisi 
araştırılmıştır. Aktivitede 20 mM’da % 37, 60 mM’da % 
72, 100 mM’da % 90, 120 mM’da % 96 azalma olmuştur 
(Şekil 4). 
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Şekil 4: NEM’ in koyun böbrek doku arginazı üzerine 
inhibisyon etkisi. 
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Farklı arginin konsantrasyonlarında ve 75 mM NEM 
varlığında koyun böbrek doku arginaz aktivitesi 
bulunarak kontrole göre değerlendirilmiştir. Vmax 
değerinin değiştiği Km’lerinin ise değişmediği görülmüş 
ve NEM’ in koyun böbrek doku arginaz enzimini 
nonkompetetif olarak inhibe ettiği ortaya konmuştur 
(Şekil 5, 6).  
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Şekil 5: Farklı L-arginin konsantrasyonlarında ve NEM 
varlığında arginaz aktivitesindeki değişiklikler. 

 
Şekil 6: NEM tarafından arginaz aktivitesinin L-arginin 
konsantrasyonlarına bağlı olarak değişiminin  
Lineweaver- Burk eğrisi ile gösterilmesi. 

p-CMBA, 0,5- 3,5 mM arasında değişen 
konsantrasyonlarda preinkübasyon ortamına ilave 
edilerek enzim üzerine inhibitör etkisi incelenip kontrole 
göre değerlendirilmiştir. Enzim aktivitesinde 0,5 mM’da % 
34, 1 mM’da % 57, 2,5 mM’da % 93, 3,5 mM’da ise  
%100 azalma olmuştur (Şekil 7). 

 
Şekil 7. p-CMBA’in koyun böbrek doku arginazı üzerine 
inhibisyon etkisi. 

0,75 mM p-CMBA varlığında ve inkübasyon 
ortamındaki arginin konsantrasyonlarını değiştirerek, 
koyun böbrek doku arginaz aktivitesi ölçülüp inhibisyon 
etkisinin varlığı kontrole göre değerlendirilmiştir. Hem 
Michaelis-Menten eşitliği (Şekil 8) ile hem de 
Lineweaver- Burk eğrisi (Şekil 9) ile değerlendirilmesi 
sonucu p- CMBA’in Vmax’ı değiştirip Km değerini 
değiştirmediği görülmüş ve arginaz enzimini 
nonkompetetif olarak inhibe ettiği saptanmıştır. 

Şekil 8: Farklı L-arginin konsantrasyonlarda p-CMBA 
varlığında arginaz aktivitesindeki değişiklikler. 

 
Şekil 9: p-CMBA tarafından arginaz aktivitesinin L-
arginin konsantrasyonlarına bağlı olarak değişiminin 
Lineweaver- Burk eğrisi ile gösterilmesi.  

Tartışma 

Koyun böbrek doku arginazı üzerine EDTA, p-CMBA, 
NEM’in etkisi araştırılmış, farklı konsantrasyonlarda 
inhibitörler enzim kaynağı ile reaksiyona sokularak 
inhibisyon etkisi incelenmiştir (Şekil 1,4,7). Bu şekilde 0,2 
mM EDTA konsantrasyonunda enzimin %25 aktivite 
kaybettiği tespit edilmiş, konsantrasyon 1mM üstüne 
çıkıldığında ise aktivite kaybının %100 olduğu 
görülmüştür (Şekil 1). EDTA 0,35 mM kullanılarak farklı 
substrat yoğunluklarında enzim aktivitesi araştırılmış ve 
sonuçlar Lineweaver- Burk eğrisine dökülerek inhibisyon 
türü tespit edilmiştir (Şekil 2,3). Bu konsantrasyonda Vo-
S grafiği kontrol grafiğine göre karşılaştırılmış ve 
inhibisyonun kompetetif tipte olduğu saptanmıştır. 
Burada enzimin Vmax değerlerinin değişmediği, Km 
değerlerinin değiştiği görülmüş, kontrolün Km değeri 1,6 
mM iken EDTA varlığında Km değeri 3 mM olarak tespit 
edilmiştir. 
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Reczkowski ve ark. (20), EDTA ve sitrat gibi 
şelatörlerin rat karaciğer arginazını inhibe ettiklerini 
bildirmişlerdir. Fakat enzim saflaştırıldıktan sonra Mn++ 
ile reaksiyona sokulması sonucu inhibitörlere maruz 
bırakıldığında enzimi fazla inhibe etmediklerini 
görmüşlerdir. Yapılan başka bir çalışmada, EDTA’nın 
fare karaciğer arginazına etki etmediği ortaya konmuştur 
(25).  

Genç koyunların yemlerine Ca+2- EDTA- Cu+2 
kompleksi katılarak yapılan bir çalışmada, ilk 24 saatte 
arginaz aktivitesinin arttığı, daha sonra ise düştüğü 
ortaya konulmuştur (26). Helicobacter pylori arginazının, 
30 mM’lık L-arginin ve 0,25 mM’lık EDTA ile reaksiyona 
sokulmasıyla enzimin tamamen inhibe olduğu 
bildirilmiştir (27). 

Kuhn ve ark. (28), insan karaciğer arginazının farklı 
pH’larda EDTA ile reaksiyona sokulduğunda enzim 
aktivitesinde sürekli azalma olduğunu ortaya 
koymuşlardır. 

Bu çalışmada NEM ve p-CMBA koyun böbrek doku 
arginazı üzerine inhibisyon etkileri incelenmiştir. Değişen 
NEM konsantrasyonlarda enzimin preinkübe edilmesi 
sonucunda aktivite kaybının 20 mM’da %37, 60 mM’da 
%72, 100 mM’ da %90, 120 mM da ise %96 ulaştığı 
saptanmıştır (Şekil 4). Enzim kaynağı, 0,5-3,5 mM 
değişen konsantrasyonlarda p-CMBA ile preinkübasyona 
tabii tutulmuştur. p-CMBA 0,5 mM konsantrasyonda 
koyun böbrek doku arginazını %34, 1 mM’ da %57, 2,5 
mM da ise %93 düzeyinde inhibisyona uğratmıştır (Şekil 
7). Konsantrasyon 3,5 mM’a ulaştığında ise enzim 
aktivitesinin %100’ ünü kaybetmiştir.  

Enzim aktivitesi 75 mM NEM, 0,75 mM p-CMBA 
kullanılarak incelenmiş ve veriler Michaelis-Menten 

grafiği ile değerlendirilmiştir (Şekil 5,8). Grafik verileri 
Linewear-Burk eğrisine dökülmüş ve Km’leri belirlenmiştir 
(Şekil 6,9). Her ikisinin de Km’lerinin değişmediği Vmax 
değerlerinin değiştiği tespit edilmiş ve bu sonuca göre p-
CMBA ve NEM’in koyun böbrek doku arginazını 
nonkompetetif inhibisyona uğrattığı saptanmıştır.  

Ber ve ark. (29), arginazın aktivite göstermesi için 
aktif merkezinde, -SH grubu içeren amino asitlerin olması 
gerektiğini, saflaştırılmış sıçan karaciğer arginazı üzerine 
p-CMBA ve NEM kullanarak incelemişler ve bu iki 
maddenin sıçan karaciğer arginazı üzerine inhibisyon 
etkisi göstermediklerini açıklamışlardır. Buna karşın sığır 
rumen doku arginazı (30) ve insan tiroid doku arginazı 
üzerinde p-CMBA ve NEM’in inhibisyon etkisinin olduğu 
bildirilmiştir (3).  

Helicobacter pylori’nin ligantlarında p-CMBA’in 
mikromolar düzeyde enzimi inhibe etmesine rağmen 
(27), başka bir çalışmada rat karaciğer arginazının p-
CMBA ve NEM’ den etkilenmediği tespit edilmiştir (29). 
M.benedeni arginazı üzerine p-CMBA ve NEM’in 
inhibisyon etkisinin olduğu ortaya konmuştur (31). Bu 
çalışmada insan tiroid dokusu (3) ve rumen dokusunda 
(30)  elde edilen bulgulara paralel olarak koyun böbrek 
doku arginazını p-CMBA ve NEM’ in non kompetetif 
inhibe ettikleri saptanmıştır. 

Sonuç olarak; koyun böbrek doku arginazının aktif 
merkezinde fonksiyonel –SH gruplarının var olduğu ve 
katalitik faaliyetin başlaması için –SH gruplarının gerekli 
olduğu, EDTA, NEM ve p-CMBA’ in enzim aktivitesi 
üzerinde inhibisyon etkisi gösterdikleri, bu etkiyi de 
enziminin aktif merkezindeki –SH gruplarını bloke ederek 
sağladıkları sonucuna ulaşılmıştır. 
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