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1. OZET

Bu ¢aligmada tavsan bobrek dokusundaki arginazin 6l¢iilmesi i¢in bobrek
dokusundaki arginazin optimize edilmesi hedeflenmistir. Bobrek doku
arginazinin optimum pH’sinin, preinkiibasyon 1sisinin, inkiibasyon ve
preinkiibasyon zamanmin, Mn"" ve L-arginin konsantrasyonu tespit edilmistir.
Sartlar optimize edildikten sonra farkli tiirlerin bdbrek arginaz diizeyleri
belirlenmistir.

Tavsan bobrek doku arginazi igin preinkiibasyon 1s1s1 53°C, preinkiibasyon
zamani 15 dakika, inkiibasyon zamani 10 dakika, en uygun tampon NaHCO3-
NaOH tamponu ve optimum pH 10,1 seklinde tesbit edilmistir. Enzimin
aktivitesi, 1 mM MnCI2 konsantrasyonunda en yiiksek degere ulasmistir.
Enzimin aktive olmasi igin Mn*? iyonlarimin ve 53 °C’ de preinkiibasyonun
uygun oldugu kabul edilmistir. Tavsan bobrek doku arginazinin L-arginine
karsi olan Km’i 12,5 mM seklinde bulunmustur.

Tavsan, inek, koyun, keci, rat, tavuk ve bildircindan alinan O6rneklerde
arginaz enziminin miktarlar1 tespit edilmistir. Koyun, keci, sigir, tavsan,
tavuk, bildircin ve rat bobrek arginaz aktiviteleri sirasiyla 4,17 £ 1,19, 13,51 +
1,97, 1,22 £0,25, 20,84 + 3,38, 20,86 + 4,53, 59,68 £+ 13,03 ve 16,28 + 2,04
tinite olarak bulunmustur. Calisilan dokular icinde en yiiksek aktivite bildircin

bobrek dokusunda en diisiik aktivite sigir bobrek dokusunda saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Tavsan, Bobrek, Arginaz, Optimizasyon



2. ABSTRACT

DETERMINATION OF OPTIMAL CONDITIONS FOR ARGINASE
ACTIVITY IN KIDNEY OF RABBIT

In this study, for measuring of arginase in rabbit kidney was aimed to
optimize of arginase in kidney tissue. Optimum pH, preincubation temperature,
preincubation time, incubation time, Mn++ concentration and L-arginine
concentration of arginase in kidney tissue was determined. Arginase levels
were measured in kidney tissues of different species after conditions were
optimized.

Its was found to be preincubation temperature 53 °C, preincubation
period 15 minutes, incubation period 10 minutes and optimum pH 10,1 in
NaHCO3-NaOH buffer for arginase in rabbit kidney tissue. Enzyme achieved
its highest activity at 1 mM MnCl, concentration. Consequently, it was
determined that Mn** jons and preincubation at 53 °C were essential for the
activation of the enzyme. Km of arginase in rabbit kidney tissue for L-arginine
were measured to be 12,5 mM.

Levels of the arginase enzyme in kidney of the sheep, goat, cattle,
rabbit, chicken, quail and rat were determined and found as 4,17 £ 1,19; 13,51
+ 1,97; 1,22 + 0,25; 20,84 + 3,38; 20,86 + 4,53; 59,68 + 13,03; 16,28 + 2,04
unites, respectively. Among the studied species, the highest arginase activity
was found in kidney of the quails, the lowest arginase activity was found in

kidneys of the cattles.

Key Words: Rabbit, Liver, Arginase, Optimization



3. GIRIS

3.1. Amonyak Kaynaklar:

Amonyak bir takim degisik bilesenlerin metabolizmas: sonucu elde edilir.
Amino asitler amonyagin en 6nemli kaynagidir. Ciinkii 6zellikle diyetler protein
yoniinden zengindir ve fazla miktarda amino asit alinir. Amino asitler deamine

edilerek amonyak elde edilir.

1- Amino asitler: Bir ¢cok doku 6zellikle karaciger, aminotransferaz ve

glutamat dehidrogenaz reaksiyonlariyla amino asitlerden amonyak iiretir.

2- Glutamin: Bobrekler renal glutaminaz ile glutaminden amonyak
meydana getirir. Uretilen bu amonyagin biiyiik oran1 idrarla NH4* olarak atilir.
Bu durum viicudun asit-baz dengesinin siirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir. Amonyak
glutaminin intestinal glutaminaz tarafindan hidrolizi ile de elde edilir. Mukoza

hiicreleri glutamini kan ve diyet proteinlerinin sindirimi ile elde ederler.

3- Bagirsaklardaki bakterilerin etkisi: Amonyak, bagirsak lumenindeki
iirenin bakteriler tarafindan pargalanmasi ile olusur. Portal vene gegcen amonyagin

tamamina yakini daha sonra karacigerde tekrar tireye cevrilir.

4- Aminler: Besinler ile birlikte alinan veya hormon ve norotransmitterler gibi
gorev yapan monoaminlerden elde edilen aminler amin oksidaz enziminin katalizi

ile amonyaga cevrilir.

5- Piirin ve pirimidinler: Piirin ve pirimidin parcalanmasinda, halkalarda

bulunan amino gruplari amonyak olarak ortaya ¢ikar (1).

Omurgalilar besinlerle aldiklar1 amino asitlerin biiylik bir kismini protein
halinde almaktadir. Metabolik yollara ancak peptit ve proteinlerin par¢alanmasi

ile serbest kalan amino asitler girmektedir. Bunun i¢in de besinlerle alinan
3



proteinlerin gastrointestinal kanalda proteolitik enzimler tarafindan hidrolize
edilerek parcalanmasi ve serbest amino asitlere ayrilmasi gereklidir (2).

Canli organizmanin sindirim kanalindan emilen amino asitlerin bir kism1
plazma ve doku proteinlerinin, bazi1 enzimlerin, protein yapili hormonlarin, piirin
ile pirimidinlerin sentezinde ve enerji lretiminde kullanilirken bir kismi daha
fazla parcalanarak organik asitleri, amonyak ve karbondioksiti meydana getirir.

Amino asitlerin parcalanmasi amino gruplarinin uzaklastirilmasi ile baglar.
Amino asitlerin amino gruplar1 transaminasyon reaksiyonlar1 ile a-ketoglutarik
asite transfer edilerek L-glutamik asiti meydana getirirler. Sekil 1’de goriildiigi
gibi, L-glutamik asit ise hiicrelerin sitoplazmalarindan mitokondrionlarina girerek

NAD gerektiren glutamat dehidrogenaz ile tekrar amonyaga doniisiir (3).

3.2. Amino Asitlerin Amino Gruplarinin Metabolizmasi

Transaminasyon: Bir amino asidin alfa-amino grubunun, bir alfa keto aside tasinma
reaksiyonuna transaminasyon denir. Reaksiyonun sonunda serbest NH3 sekillenmez.
Transaminazlar veya Aminotransferazlar reaksiyonun katalizor enzimlerdir. Koenzim
olarak Piridoksal fosfat1 (PLP) kullanirlar. Amino gruplarin alicist seklinde gorev yapan
a-keto asit ¢ogu zaman, a-keto glutarattir. Boylece olusan glutamat, oksidatif olarak
deamine olur ve amonyum iyonu olusur veya amino asit sentezi i¢in NH2 grubunu verir.
Glutamat amino asit sentezinin en biiyiik amino vericisidir. Ciinkii hizl1 sekilde oksidatif

deaminasyona ugrayan tek amino asittir (4).

Transaminaz
o-amino asit + o-keto glutarat ————————— ¢-keto asit + glutamat
Oksidatif Deaminasyon: Esas olarak karaciger ve bobrekte olmak iizere sadece
mitokondrilerde meydana gelir. Transaminasyon aracilif1 ile glutamata tasinmis amino
gruplari, glutamat dehidrogenaz enziminin katalizi ile oksidatif deaminasyona ugrar.

Bdylece, amino asitlerin amino gruplar1 amonyak halinde agiga cikar (4).

Glutamat Dehidrogenaz

Glutamat + NADP*(NAD*) + H)) —em—  -keto glutarat + NADPH(NADH)+ H' +NH;

Koenzim: NAD" veya NADP" ‘dir.
Non oksidatif Deaminasyon: Serin ve Treonin gibi hidroksilli amino asitler i¢in
gecerlidir. Serbest amonyak (NH3) olusur. Etkili enzimler serin dehidrataz ve treonin

dehidrataz enzimleridir. Koenzim olarak PLP ( B 6 vitamini) kullanilir (4).
4



3.3. Amonyak Metabolizmasi

Amino asit yikimmin ilk asamasi «a- amino gruplarinin
uzaklastirilmasidir. Bu azot uzaklastirildiktan sonra ya diger bilesiklerin
yapisina girer ya da viicuttan atilir. Uzaklastirma isleminde ilk olarak a- amino
gruplari,  a-ketoglutarat’a aktarilir ve glutamat sekillenir. a-ketoglutaratin
amino asit metabolizmasindaki tek rolii, glutamat sekline gegerek diger amino
asitlerden amino gruplarini toplamaktir. Bu olay transaminasyon reaksiyonlari
ile gergeklestirilir (3).

Oksidatif deaminasyon raksiyonlari sonucu ise, amino grubu serbest kalan
amonyak (NHj) seklinde agiga ¢ikar. Deaminasyon reaksiyonlar1 karaciger,
bobrek, barsak mukaza  hiicrelerinde  gerceklesir.  Sonugta,  enerji
metabolizmasinin ana yollarina giren, a- keto asitler ve iire sentezinde azot
kaynagi olan amonyak olusur. Aslinda tim dokular amonyak olusturur.

AMP’nin inozin mono fosfata deamine olmasi amonyak veren bir bagka
reaksiyondur. Bu reaksiyon 0zellikle kaslarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
adenilat deaminaz tarafindan katalize edilir. Kaslarda yiiksek miktarda IMP
bulunmasi, bu reaksiyondan kaynaklanir. Yine barsak  kanalinda
mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu amonyak olusur. Olusan amonyak
emilerek kana gecer. Emilimden sonra en yiiksek serbest amonyak miktar
(%0,1mg) vena porta kaninda goriiliir. Bu nedenle pratikte “perifer kanda

amonyak bulunmaz” denir, oysa perifer kanda %0,03 mg’dan az amonyak vardir.



. Glutamat
METABOLIZMA *— a-Keto asitler

NAD(P)*
Amino trasferaz Glutamat
dehidrogenaz
DIVET viicuT a-Amingasiter NAD(P)H+H
. — A-ketoglutarat
PROTEINLER] g
ADP+Pi _
ATP Purinler,
Glutamat pirimidinler
Glutamin sentetaz /
Biyosentez Cesl azot

reaksiyonlarina NH; _,:._7.__—,.,. iceren

verilen amid : Glutamin bilesikler

akteriyel

azotu
Glutaminaz

Glutamat

IDRAR

R <———1 URE

Sekil 1: Amonyak Metabolizmasi (3)

Amonyak, basta karaciger ve bobrek olmak iizere biitiin dokularda olusur.
Bagirsak bakterileri gerek amino asitlerden, gerekse dolasimdan difiizyonla
bagirsaga gecen iireden amonyak ve bikarbonat olusturur. Bu amonyak portal
dolasimla karacigere gittiginden diger dokular etkilenmez.  Ekstrahepatik
dokularda olugsan amonyak kan yolu ile karacigere taginir ve iire sentezine girer.

Amonyak viicutta daha cok amonyum iyonu (NH4") halinde bulunur. Kaynagi
ne olursa olsun amonyum iyonlari (amonyak seklinde) insan ve memiler ic¢in
(6zellikle sentral sinir sistemi) ¢ok zehirlidir. Ciinkii amonyak karaciger
mitokondrilerinde, - ketoglutarat ile birleserek glutamat olusturur. Bu
reaksiyonda o- ketoglutarat kayb1 vardir ve bu kayip hiicre solunumunu inhibe
eder. Sonugta bol miktarda keton cisimleri ve asetil-CoA olusur. Bu nedenle

hemen zehirsizlestirilip atilmas1 gerekir.
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Amonyak esansiyel bir madde olmasina ragmen insan ve hayvanlarda ¢ok
diisiikk serbest amonyak diizeyleri bile agir serebral bozukluklara yol acar.
Amonyak zehirlenmesinin bulgular1 arasinda ellerde titremeler, konusmanin
zayiflamasi, gorme bozukluklar1 ve agir durumlarda koma ve 6liim sayilabilir. Bu

nedenle organizmada amonyak baglanarak siiratle zehirsiz hale getirilmelidir (2).

Amonyak su yollarla zehirsizlestirilir:
1. a- ketoglutarata tasinarak glutamik asit olusabilir. Bu Oksidatif
deaminasyon reaksiyonun NAD" ve NADP"” y1 koenzim olarak kullanan nadir

enzimlerden olan glutamat dehidrogenaz katalize eder.

Glutamat Dehidrogenaz

Glutamat + NAD" + H)0)  —~segm— (¢ - ketoglutarat +NH;+ NADH + H'

Glutamat dehidrogenaz, biitiin dokularda mitokondrilerin icinde yiiksek

konsantrasyonlarda bulunur ve hidrojen atomlarinit NAD" ¢ ye tasir.

uygun ¢- keto
Clesitli amino asitler asitler

Transaminazlar %
glutamat
o~ ketoglutarat J
NAD*

> glutamat dehidrogenaz

NADH +
NH,"

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi glutamat dehidrogenaz ve c¢esitli
amino transferazlarin birlikte ¢alismasi ile bir ¢ok amino asitin amino gruplari
uzaklastirilabilir. Amino asitlerin ¢ogunun amino grubu, o- ketoglutarat ile
transaminasyona girerek glutamat bigiminde toplanirlar. Glutamat hizli sekilde
Oksidatif deaminasyona giren tek amino asittir, bu reaksiyon ise glutamat
dehidrogenaz enzimi tarafindan katalize edilir. Bdylece, amino gruplarinin
glutamati olusturmak tizere a- ketoglutaratta toplanmasi ve daha sonra glutamatin
Oksidatif deaminasyonu ( tekrar o- ketoglutarat olusur) amino asitlerin amino

gruplarinin  amonyak olarak serbest kalmasina sebep olur. Glutamat



dehidrogenazin allosterik inhibitorleri ATP ve GTP, aktivatorleri ise ADP ve
GDP’dir. Bdylece hiicre i¢inde enerji diizeyi diislince, glutamat dehidrogenaz
tarafindan amino asit yikimi artar ve elde dilen a-ketoglutarat T.C.A. ‘da substrat

olarak kullanilir.

HO\ 0 HO\ 0
(|: HO-\ fo (% HO\ /O
1 s ¢
CH, CH, B6 CH, CH,
L + | + .
HN-CH =0 = ¢=0 HN-C-H
L. L. .C. . .C. .
0 0 0 0
Glutamat Olzaloastetat o-Ketoglutarat Aspartat

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi aminotransferaz (AST) diger
adiyla glutamat oksalasetat transferaz (GOT) amino gruplarinin glutamattan
oksalasetata taginmasini katalize eder. Bu reaksiyon iiredeki azot atomlarindan
biri amonyum iyonlarindan, digeri ise aspartik asitten elde edildigi i¢in ¢ok
onemlidir. Meydana gelen aspartat azot kaynagi olarak iire dongiisiine katilir.

2. Glutamik asitin 6-COOH grubuna tasinarak, amonyagin amid bag ile bagh
oldugu glutamin olusabilir. Bu reaksiyon ATP gerektirir ve glutamin sentetaz
tarafindan katalize edilir. Glutamin sentetaz enzimi, beyinde bol miktarda

bulunur. Beyin amonyum iyonlarmmi glutamine g¢evirerek zehirsizlestirir.

3
OH 0 e
0= Clt 0= CI: 0= |
C’I"z ATP ADP 0%2 NH3 Pi 01:42
| c&|42 Sy o CHy o VPP oy
oy SR Ho-wy Suane o,
0= o=C 0=C
0||.| Oll-l OL

Dolasimdaki glutaminin biiyiik bir boliimii, 6zellikle bobreklerde bulunan glutaminaz
8



enzimiyle glutamat veya amonyum iyonlarma hidrolize olur. Idrarda amonyum
tuzlarinin biiyiik bir kismi1 bu reaksiyonla olusur. Bobrekte amonyak glutaminden

glutaminaz kataliziyle olugur. Amonyum tuzlar seklinde atilir (5).

tubular lumen tubular cell peritubular

capillary
/ \\ new
H* *——[ H* + HCO3” HCO5"

N
®

B A
5

ayr)

HyC03

Glutamine

b

+
NHq NH3 + Glutamate

o\ )

L

Bobrekte Amonyagin Tubuler Lumene Gegisi

3. Dogrudan karacigerde iire biyosentezinde kullamlabilir. Ure amino asitlerden
elde edilen amino gruplarini viicuttan uzaklagtirmanin temel seklidir (Sekil 2).
Idrardaki azotun %90’ olusturur. Urenin tasidigi azotlardan biri serbest
NHjz’tan (amonyak, azotunu glutamat dehidrogenazin katalizledigi oksidatif
deaminasyon reaksiyonundan elde eder) digeri de aspartat’tan (aspartat ise
azotunu aspartat aminotransferaz’in katalizledigi oksalasetatin transaminasyon
reaksiyonundan elde eder) gelir. Glutamat, amonyak ve aspartat azotunun
prekiirsoriidiir. Urenin, karbon ve oksijeni CO,’ten temin edilir. Ure karacigerde

sekillenir, daha sonra kan yoluyla bobreklere taginarak idrar ile uzaklastirilir (3).



Protein

B
-

Amino asidler
o-Ketoglutarat Aminotransferaz

o-Keto asidler

L-Glutamat KARBON ISKELETININ

Sekil 2: Proteinden Ure Olusumu (6)

Amino asitler viicut tarafindan okside edilerek iire ve karbon dioksit olusur.
Oksidasyon yolu amino gurubunun transferaz ile uzaklastirilmas ile baslar. ilk
basamak proteinden amino asit pargalamasinda alfa amino-nitrojenin
uzaklagtirilmasidir.  Alfa amino-nitrojeninin uzaklastirilmast amonyak ile
sonuglanir. Amonyak toksik oldugundan memelilerde iireye, kuslarda iirik asite
cevrilip, baliklarda ise hemen amonyak olarak atilir (7). Amonyagm atilim
bi¢imi canlinin yasadigi ortamin su seviyesine bagli olarak farkli olabilir. Azot
metabolizmasi son iiriiniine gore canlilar ii¢ gruba ayrilir;

1-Amonotelik Grup: Deniz memelileri hari¢ suda yasayan biitiin canlilar amonyagi
bir degisiklige ugratmadan amonyak seklinde disar1 atarlar.

2-Ureotelik Grup: Suda yasayan memeliler ve bazi omurgalilar bu smifa girerler.
Ureotelik canlilarda iire bir déngii sonunda argininin arginaz ile hidrolizinden
meydana gelir. Arginin protein sentezi i¢in gerekli bir amino asit olup tiim
hiicrelerde bulunmaktadir. Ure déngiisii her hiicrede bulunmaz ancak bir ¢ok
hiicre arginaz enzimine sahiptir. Karaciger arginazi ve iire dongiisiiniin diger

enzimlerini kapsadigindan iire sentezi biiyiik oranda bu organda olusur.
10



3-Urikotelik Grup: Biitiin kanathlar ve suyun ¢ok az bulundugu kosullarda yasayan
siiriingenler amonyag: piirin biyosentezi ile iirik asite ¢evirmektedir. Urik asit

tireye gore suda daha az ¢oziinmektedir (8,9,10).

3.4. Ure Dongiisii

Kandaki amonyum iyonlar karacigerde iireye doniistiiriilerek zehirsizlestirilir.
Amonyagin kesin zehirsizlestirilmesi igin iireye doniistiiriilmesi gerekir. Urenin
elektrik yiikii yoktur, toksik degildir ve biyolojik membranlardan kolayca
gecerek bobrekler yolu ile viicuttan uzaklastirilabilir. Urenin sentral sinir sistemi
i¢in toksisitesi oldukca diistiktiir.

Memeli hayvanlarda protein azotunun baglica atilma {iriinii liredir. Protein
azotunu viicuttan iire olarak atan iireotelik organizmalar karacigerlerinde fazla
miktarda arjinaz enzimi tasirlar. Arjinaz, arjininden iireyi ayiran bir enzimdir.
Ure biyosentezinin mekanizmasi1 1932 yilinda Krebs ve Henseleit tarafindan
aydinlatilan, bir seri reaksiyonlart igerdiginden iire dongiisii veya Krebs-

Henseleit dongiisii ad1 verilmistir.

Citric Acid
Cycle

Sekil 3: Ure Dongiisii (11)
11



Amino asitlerden elde edilen amino gruplarinin esas atilim sekli iiredir.
Idrardaki azot iceren bilesiklerinin % 90’ 1 olusturur. Ure molekiiliiniin icerdigi
azotlardan birisi serbest NH3” den, digeri de aspartatdan elde edilir. Glutamat hem
amonyak hem aspartat azotunun prekiirsoriidiir. Amonyak azotunu glutamat
dehidrogenazin katalizledigi oksidatif deaminasyon reaksiyonundan, aspartat
azotunu da  aspartat aminotransferazin  katalizledigi  okzaloasetatin
transaminasyonu reaksiyonundan elde eder. Uredeki karbon ve oksijen
karbondioksitten elde edilir. Aspartik asit ise sitrik asit dongiisiinde fumarattan
olusur (Sekil 3). Ure karacigerde olusurak, daha sonra kanla bobreklere tasimnip

idrarla atilir (12).

3.4.1. Ure Dongiisiiniin Reaksiyonlar

Sentez reaksiyonlari bes asamada incelenir. Ure sentezindeki baslangigtaki
iki reaksiyon mitokondride gerceklesir. Dongiide gorevli diger enzimler
sitozoldedir (Sekil 4).

Ure sentezi mitokondrionda baglar. Mitokondriyal bir enzim olan
karbamoil fosfat sentetaz enzimi iki mol ATP kullanimi altinda bikarbonat ve
amonyaktan karbamoil fosfat’t sentezler. Mitokondriyum zar1 bikarbonat igin
gecirgen degildir. Bu nedenle sitozolden alinan karbondioksit, sadece karaciger
mitokondrionlarinda bulunan karbonik anhidrazin bir izoenzimi araciligr ile
bikarbonata ¢evrilir ve iire sentezi i¢in hazirlanir.

1. Karbamoil fosfat olusumu: Bu asamada bikarbonat ve amonyum iyonlarindan, 2
ATP harcanarak yiiksek enerjili bir bilesik olan karbamoil fosfat sentezlenir. ATP
kullanildig1 i¢in irreversible olan bu reaksiyon sayesinde cok zehirli olan
amonyum iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasi garanti altina alinmis olur.

Karbamoil fosfat sentetaz 1 mitokondri matriksinde ve aktivite
gosterebilmek i¢in N-asetil glutamat1 kofaktor olarak kullanilir. Karbamoil fosfat
sadece iire sentezinde dnemli bir bilesik degildir. Pirimidin sentezi sirasinda da
karbamoil fosfat olusur. Ancak bu reaksiyonda gorevli enzim Karbamoil fosfat
sentetaz [I’dir. Bu enzim aktivitesi i¢in N-asetil glutatmat gerekmez, reaksiyon
ise sitozolde gerceklesir. N-asetil glutamat, karbamoil fosfat sentetaz I’in esas
aktivatoriidiir. Bu enzimin katalizledigi reaksiyon ise iire dongisi
reaksiyonlarinin hizini kisitlayan asamadir.

2. Sitrullin olusumu: Karbamoil fosfat, mitokondri icinde aktivitesi i¢in Mg**
12



gerektiren mitokondrial ornitin transkarbamilaz enzimi yardimi ile ornitin ile
reaksiyona girerek sitrullin olusturur ve inorganik fosfat (Pj) agiga ¢ikar. Ornitin
ve sitrullin iire dongiisiine katilan esas amino asitlerdir. Bu amino asitler genetik
kodona sahip olmadiklarindan hiicre proteinlerine katilmazlar. Ornitin {ire
dongiisii reaksiyonlarinda her seferinde tekrar rejenere olur. Reaksiyonda olusan
sitrullin daha sonra sitozole gecer.

3-Arjinosiiksinat olusumu: Sitrullin, stoplazmada bulunan Mg** gerektiren arjinino
stiksinat sentaz enzimi yardimi ile aspartat ile birleserek arjininosiiksinat olusur.
Reaksiyonda aspartatin amino grubu, iire molekiiliin ikinci azotunu saglar.

4-Arjininosiiksinatin parcalanmasi: Arjininosiiksinat hidrolitik bir reaksiyonla
arjinin ve fumarata parcalanir. Reaksiyonu katalize eden enzim arjininosiiksinaz
(arjininosiiksinat liyaz)’dir. Sitoplazmada olusan fumarat ya yine sitoplazmada
bulunan enzim ile malata dontsiir (T.C.A. dongiisiine katilir.) ya da sitozolik
malat oksalasetata okside olarak aspartat veya glukoza doniistir.

5-Arjinin’in ornitin ve iireye parcalanmasi: Son asamada arjinin, hidrolitik bir
enzim olan arjinaz ile ornitin ve lireye parcalanir. Olusan ornitin ikinci tre
dongiislinii baglatmak {izere baska bir karbomoil fosfat molekiilii ile birlesmeye
hazirdir. Bu 5 asama ardarda devam ettigi zaman bir dongii olusur. Dongii
sirasinda amonyum iyonlarindan ve COj’ten {iire olusurken diger tiim ara
bilesikler, dongiiniin ikinci doniislinde yer almak iizere tekrar sentezlenirler (2,1).

Ornitin bagli karbamoil grubu (sitriillin) iizerine 1 mol amino grubu daha

taginmasi gerekir. Ancak bu olayin bir transaminasyonla gergeklestirilmesi
miimkiin olmadigindan aspartat dongiisiine baglanir. Bu reaksiyonda sitriillinin
karbamoil grubu ve aspartik asitin amino grubu arasindaki bag olusarak
argininosiiksinik asit meydana gelir. Reaksiyon argininosiiksinik sentetaz
tarafindan 1 mol ATP harcamasi ile gergeklesir. Argininosiiksinik asit ise
arginino siiksinaz tarafindan arginin ve fumarik asite pargalanir. Sonug olarak bu
iki reaksiyonla aspartik asitin amino grubunun sitriillin iizerine tasindigi ve
arginin sentezlendigi sOylenebilir. Sentezin son basamaginda olusan arginin,
arginaz enzimi tarafindan ornitin ve lireye parcalanarak dongii tamamlanir.
Sitozolde olusan ornitin sitriillin’in mitokondriondan c¢ikisiyla dengeli olarak
enerji kullanilarak mitokondrionlara geri doner ve tekrar kullanima hazir hale

gelir (2,1).
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Sekil 4: Ure Déngiisii (13)

Urenin atilim: Ure, karacigerden kan yolu ile bobreklere tasimr ve
stiziilerek idrarla atilir. Karacigerde sentezlenen tiirenin bir bolimii kandan
bagirsaklara diffuze olur ve bakteriyel iireaz ile CO, ve NHj’a pargalanir.
Amonyagin bir bolimii digk: ile atilir, bir kism1 da kana geri emilir. Bobrek
yetmezliginde plazma iire seviyeleri artar, ayni zamanda bagirsaklara iire girisi
de artar. Ureazin etkisi ile artan amonyak miktar1 bu hastalarda klinik bir sorun

olusturur ve hiperamonyeminin temel sebebidir (2).

3.5. Arginin

Arginin karacigerde glutamattan sentezlenen ornitin iizerinden olusur.
Glutamattan olusan ornitin, iire dongiisii enzimleri ile arginine doniisiir. Bobrekte
arginin sitriilinden sentez edilir. Bagirsagin mukoza hiicrelerinde sentezlenen
sitriilin bobrege taginirak arginin sentezine katilir.
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Arginin metabolizmast:
1. Arginin-glisin transaminidaz enzimi araciligi ile bobrekte kreatin sentezine katilir.

2. Glutamat -Y-semialdehit tizerinden glutamata ve proline doniisiir.

Arginin +11,0 Arginz__y, Orpitin-Ure

A-Ketoglutarat

NAD+H*
NAD*

Lx / Glutamat
Glutamat « . .
\ Glutamat-semialdehit

H,0

3. Beyinde antihipertansif olan agmatin arginin tiirevidir.

4. Bir cok hiicre tarafindan nitrik oksit (NO) olusturmak {izere kullanilir. Nitrik oksit
(NO): vazodilatator etkili nitrik oksit yarilanma 6mrii ¢cok kisa (2-3 saniye) olan
onemli bir habercidir. Arginin bir monooksijenaz olan nitrik oksit sentaz (NOS)
ile sitriilin ve NO’ya katabolize olur (5).

5. Arginin iire olusumunu saglayan ve bu arada ornitin veren bir amino asittir. Ure
dongiisiinde meydana gelen ornitinin tamami dongili reaksiyonlarina yeniden
katilir. Ayrica proline de ¢evrilebilir ve kreatin sentezine de katilir.

6. Arginin ornitin lizerinden poliaminlere doniisebilir (3).

3.6. Arginaz Enzimi

Arginaz mangan iceren bir enzim olup, arginin+ H, O — ornitin + iire

reaksiyonunu katalize eden iire dongiisiiniin son enzimidir. Ayni zamanda
ireohidrolaz enzim ailesindendir.  Arginaz iire dongiisliniin besinci ve son
basamagini katalize eder. Memelilerin ¢ogunda iki izoformu vardir; arginaz [ ve
arginaz II. (14), Arginaz I (karaciger tipi ) lire dongiisiinde gorevli olup en ¢ok
karaciger hiicrelerinde stoplazmada lokalize olmustur. Arginaz II (mitokondrial
tip) hiicredeki arginin/ornitin konsantrasyonu ile iliskilidir (15). Arginaz (L-
arginin amidinohidrolaz; E.C. 3.5.3.1) asagidaki reaksiyon vasitasiyla L-arginini
tire ve ornitine hidrolize eder. Varlig: ilk defa 1904 yilinda Kossel ve Dakin
tarafindan tespit edilen Arginaz iire dongiisiiniin son enzimidir (16).
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CO0M COOH URE
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Argininin Arginaz Enzimi Vasitasi ile Ornitin ve Ureye déniisiimii

Arginaz enzimi bakimindan en zengin organ karacigerdir (17). Ancak
bobrek, beyin, tiroid bezi, tiikiiriik bezi, eritrosit, trombosit, rumen, meme
dokusu, iskelet kasi, fibroblast, makrofaj, bagirsak, uterus, testis, brong lavaj
stvis1 gibi iire dongiisiiniin sekillenmedigi ekstrahepatik dokularda arginaz enzimi
saptanmustir (18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29).

Ure dongiisiiniin olmadig1 dokularda, arginazin gorevi prolin, glutamat ve
poliamin biyosentezi i¢in gerekli olan ornitini saglamak oldugu bilinmektedir
(30). Arginaz enzimi, poliamin biyosentezi reaksiyonunda ilk enzimdir. Olusan
ornitin, ornitin dekarboksilaz enzimi ile putressine doniismekte, putressin ise daha
sonra spermin ve spermidin sentezine katilmaktadir. Putressin, spermin ve
spermidin (poliamin olarak adlandilirilar) hiicre biiylimesi ve farklilagmasi igin
onemli olan biyomolekiillerdir (31,32).

Arginaz enzimi yalnizca iireotelik canlilarda bulunmaz. Bazi iirikotelik,
amonotelik canlilarda ve bitkilerde de varlig1 saptanmistir (33,19).

Arginaz enziminin izoenzimlerini belirlemek icin g¢esitli yOntemler
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kullanilmis, yapilan calismalar neticesinde enzimin 5 izoenzime sahip oldugu
tespit edilmis ve bu izoenzimlerin hiicrede lokalizasyonlarinin farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Insan dokularinda da arginazin 5 izoenzimi (A1, A2, A3, A 4, AS)
saptanmistir (34). Bu enzimlerin dokulara gore dagilimi sdyledir (35,36,
37,38,26,34) ;

Karaciger (A1,A2,A3,A5)

Bobrek, bagirsak, beyin (A1,A4)

Eritrosit(A2,A4)

Meme bezi (A1,A2)

Tukiirik ve parotis bezi (Al)

Submaksillar tiikiiriik bezi(A3)

Fibroblast (A1, A2, A3)

Plesenta villisi (A1,A2)

5 izoenzimin hepsi bazik protein yapilidir ve izoelektrik noktalar1 7.1- 9.3
arasinda degiskenlik gostermektedir (34). Bu izoenzimlerin hiicre igi
lokalizasyonlarinda da farklilik gosterdigi tesbit edilmistir. L-argininin, ornitin ve
tireye hidrolizini katalizinde gorevli arginaz iki izoforma sahiptir. Arginaz |
sitoplazmada yerlesmis durumdayken, arginaz II mitokondrionda bulunmaktadir
(23). Bobrek icin ana form olan Al formu sitoplazmada yerlesirken, prolin
sentezinde gorevli oldugu diisiiniilen A4 formu mitokondrilerde lokalize
olmustur(39,40). Gebelik doneminde insan plesentasindaki arginazin
izoformlarimin  yerlesim yerleri incelendiginde Al formunun yalnizca
sitotrofoblastlarda, A2 formunun ise hem sitotrofoblastlarda hem de
sinsitotrofoblastlarda lokalize oldugu goriilmiistiir (37).

Insan dokularindan izole edilen bu izoenzimler 120.000 + 5000 dalton
molekiil agirliginda olup (34), molekiil agirliklar1 39.200 + 400 dalton olan ii¢
sublinitenin bir araya gelerek olusturduklart trimerik yapili enzim oldugu
anlasilmistir (41,42). Degisik memelilerin bobreklerinde yapilan ¢alismalarda,
arginazin molekiiler agirliklar1 38.500-39.700 dalton olan subiinitelerin bir araya
gelmesi ile molekiiler agirligi 110.000-150.000 dalton olan tetramerik bir molekiil
oldugu bildirilmistir (41,43,44,45).

Arginaz enziminin en az iki formu AI ve AII farkli gen lokuslar

tarafindan kodlanir. Al enzimi karaciger ve eritrositlerdeki arginaz aktivitesinin
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%98’ ni olustururken, bobrek, gastrointestinal kanal ve beyindeki arginaz
aktivitesinin %50’ sini olusturur. AIl enzimi ise bobrek, gastrointestinal kanal ve
beyindeki arginaz aktivitesinin diger %350’ sini olusturur (46).

Hiperarjininemili, karaciger arginaz aktivitesi yetersiz olanlarda eritrosit
enzimi yetersizligi de vardir. Bu durum karaciger ve eritrositlerin ayni gen lokusu
tarafindan kodlandigina isaret eder (47) .

Arginaz  enzim  seviyesi beslenme ile iliskili = degiskenlik
gosterebilmektedir. Arginaz enziminin diyetle alinan proteine bagli olarak
degisiklik gosterdigi ve bu degisikligin enzim kinetigi ile ilgili olmayip enzim
protein miktarinin artmasi seklinde oldugu ifade edilmektedir (48). Yapilan
aragtirmalarda diisiik proteinli diyetlerde iire dongiisii enzimlerinin azaldig1 (49),
diyete daha fazla protein eklendiginde lire dongiisli enzim aktivitelerinin diisiik
proteinli diyetle beslenenlere goére arttigi bildirilmistir (50). Karbonhidratca
zengin yiyeceklerle beslenilmesi durumunda iire dongiisii enzimlerinin azaldigi,
karbonhidrat tiikketimi az olmasi durumunda ise ayni enzimlerin arttig1
gorilmiustiir (48).

Arginaz enzimi hormonal durum gore de degisiklik gosterir. Kortizoliin
karaciger amino asit alimini artirarak amino asit aktive edici enzimlerin
diizeylerinde artisa sebep oldugu goriilmistiir. Kortikosteronun (28),
testosteronun (24), tiroksin ve hidrokortizonun ince bagirsak ve bobrek arginaz
aktivitesini artirdig1 (26), insiilin ve deksametazonun ise iire dongiisii enzimlerini
etkiledigi gozlemlenmistir (51). Gebe koyunlarin tiikiiriigiinde arginaz
aktivitesinin arttig1 bununda hormonal degisimlere bagli oldugu bildirilmistir

(52).

Arginaz enziminin vitaminlerle etkilesimi literatiirlerden tespit
edilebilmektedir. Yiiksek dozda glukokortikoid verilmis ratlarda artmis arginaz
diizeyini E vitaminini diislirdiigii bildirilmistir (53). E vitamininin testosteron
uygulanmis tavsanlarin bobreklerindeki arginaz aktivitesindeki artisi azalttigi
saptanmistir (54).

Bir metaloenzim olan arginazin tam katalitik aktivite gosterebilmesi ve
kuaterner yapisinin olusmasi i¢in her bir subiinitenin bir mol Mn* icermesi
gerekir (55,56). Arginaz aktivitesinin % 90-95’ i Mn*? iyonlarina baghdir (27).

Mn*? iyonlarmimn baglanmasi ile enzim 1siya daha dayamkli olmakta ve
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inhibitorlere kars1 dayanikliligi artmaktadir (57,58). Ancak enzimin asitle
muamelesi sirasinda Mn** iyonlarin enzim i¢in inhibisyona ve denatiirasyona
kars1 koruma saglamadig1 goriilmiistiir (59).

Tavsan dokularinda arginazla ilgili cesitli ¢calismalar gerceklestirilmistir.
Tavsanlarda kalp yetersizliginde arginaz II protein sentezinin arttig
gozlemlenmistir (60). Rat karacigerinden izole edilen arginaz tavsanlara enjekte
edilip karaciger arginazina kars1 antikorlar iiretme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmigtir (61). Karaciger arginazinin otoimmun karaciger hastaliklarinin
patogenezisinde karacigerin onemli bir antijeni olabilecegi ve hepatositlerin bu
antikorlarla oldiiriilerek direkt sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir (61).

Karaciger arginazinin inhibitorleri N-hidroksi-D, L-indospisin ve 4-
hidroksi-D, L-fenil alanindir. Bronko-alveolar lavaj ile Tavsanlarin
akcigerlerinden elde edilen makrofajlarin sahip oldugu arginaz aktivitesinin bu iki
kimyasal ile inhibe edilerek L-arjininin NOS (nitrik oksit sentetaz) tarafindan
kullanimin arttirdigr goriilmiistiir (62).

Tavsan karaciger arginazinin molekiiler agirligt 110.000 Da ve her bir
subiinitenin molekiil agirligi 36.500 Da olup oligomer yapilidirlar. Izoelektrik
nokta tavsan karaciger arginazi i¢in 7,2 olarak hesaplanmistir (63).

Geng disi tavsanlarin arjinin gerekliligi iizerine yapilan c¢alismada yemdeki
farklh arjinin (Diyetin % 0,4-1) seviyelerinin karaciger arginaz aktivitesi iizerine
etkisinin olmadig1 tesbit edilmistir (64).

Tavsanlarda akut amonyak zehirlenmesinin nitrojen metabolizmasina
etkisi ile ilgili bir ¢aligmada karaciger ve bobrekteki arginaz aktivitesinin azaldigi
gorilmiistiir (65). Bu hiperammonemi altinda ATP seviyesinin diismesiyle
iligkili oldugu diistiniilmiistiir (65).

Yang1 atherosklerozda 6nemli bir role sahiptir. Arginaz I’in artmasinin
tavsanlarda atherosklerotik plaklarda yangi ve makrofaj infiltrasyonunu onemli
oranda azalttig1 saptanmistir (47). Arginaz I ‘in antiinflamator etkilerinin oldugu
son yillardaki ¢alismalarla belirtilmistir (47).

Idrar kesesi arteri baglanarak idrar kesesi iskemisi olusturulan
tavsanlardan 1, 4, 8, 24, 48, ve 72. saatlerde idrar kesesi ornekleri alinmis, 48.
saatte pik yaparak arginaz aktivitesinin ve putresinin arttigi, 24. saatte ise

nitrit/nitrat iiretiminin ©nemli oranda diistiigii saptanmstir. Iskemik sidik
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kesesinde arginazin iki bagimsiz role sahip olabilecegi bildirilmistir.

1- Arginaz/ornitin dekarboksilaz /poliamin yolunun iskemiyi takiben kas hasarinda

2.

aktivasyonudur.
Nitrik oksit sentaz i¢in L-arginin substratinin siirlanarak nitrik oksit iiretiminin
endojen negatif regiilasyonudur (22).

Hiperglisemi; hipertansiyon, trombosiz, atherosklerozis gibi c¢esitli
kardiovaskiiler komplikasyonlarla iligkilidir. Hiperglisemi karotit arterde intimal
hiperplasiye neden olur. Alloxan ile diabet olusturulan tavsanlarin karotid arter
endotel hiicrelerinde arginaz I ve II nin expressiyonun arttig1 dolayisiyla arginaz
aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (66).

Hiperlipidemik tavsanlarda endotel hiicrelerinde ve intimal kas
hiicrelerinde arginaz I ve II’ nin sentezinin arttig1 saptanmistir (67). Dolayisiyla
hiicre proliferasyonunun artarak atheromat6z lezyonlara sebep oldugu
gozlemlenmistir. Estradioliin ise arginaz sentezini engelleyerek dolayisiyla hiicre
proliferasyonu ve atherogenesizi baski altina aldig1 ifade edilmistir (67).

Tavsan bobrek doku arginaz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in optimum sartlarin
belirlenmemis olmasi nedeni ile tavsan bobrek dokusunda arginazin optimize
edilmesi  hedeflenerek, bobrek doku arginazinin optimum pH’sinin,
preinkiibasyon 1sisinn, inkiibasyon ve preinkiibasyon zamanmin, Mn** ve L-
arginin konsantrasyonunun tespit edilmesi amac¢lanmistir. Sartlar optimize
edildikten sonra farkli tiirlerdeki bobrek arginaz diizeylerinin belirlenmesi de

amaclanmustir.

4. GEREC VE YONTEM
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Bu calismada Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 1 yasinda 6 adet New Zelland tavsani kullanilmistir.
Aragtirmaya baslamadan once Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan arastirma i¢in etik kurul izni (Protokol No: 2014/107) alinmustir.

Karbondioksit solutma yontemi ile kesilen hayvanlardan kesimden hemen
sonra alinan tiim bobrek dokulari, tizerindeki doku ve kanlardan temizlendikten
sonra %0.9” luk NaCl icinde soguk zincire uyularak laboratuara getirilmistir.
Getirilen dokular folyo kagidina sarilarak, daha sonra kullanilmak iizere -80°C’de

derin dondurucuda saklanmuistir.

4.1. Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan L-arginin, Diasetil monoksim, Tiyosemikarbazid, Siilfiirik
asit, Mangan kloriir gibi kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma ve Merck

firmalarindan temin edilmistir.

4.2. Kullanilan Cihazlar

1- Cam-teflon (CAT) homojenizator

2- UV/VIS Spektrofotometre (Shidmadzu UV 240)

3- Sogutmal1 Santrifiij (Niive NF 800 R)

4- pH metre (pH- Meter CG 810)

5- Sicak su banyosu (Benmarti)

6- Vorteks

7- Deep-freeze (Bosch)

4.3. Metodlar
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4.3.1. Arginaz Aktivitesinin Olciilmesi ve Prensibi

Arginaz aktivitesi; Tiyosemikarbazid-Diasetil monoksim Ure (TDMU)
yontemi esas alinarak Olgiilmiistiir (68). Diasetilmonoksim, iire ile direk
reaksiyona girmez. Once asit ortamda 1sinimn etkisiyle diasetil ve hidroksilamine
hidroliz olur. Diasetil asit sollisyonda {iire ile kondanse olarak sar1 renkli bilesik
olan Diazin’ 1 olusturur. Olusan sar1 rengi kararli kilmak i¢in Tiyosemikarbazid

ve Fe* iyonlar kullanilir (21).

4.3.1.1. Kullanilan Soliisyonlar

1- 90 mM L-Arginin Soliisyonu:

4,73 g L-arginin monohidroklorit (Mol. Ag. 210.66 g/mol) 250 ml’e

distile su ile tamamlanarak, HCl ile pH’ s1 10° a getirilmistir.

2- Ure Standarti:

0,6 mg tire 100 ml’de ¢ozilerek 0,1 pmol tre/ml’lik iire standarti

hazirlanmstir.

3- Asit Karisima:

a) 0.120 M FeCl; / % 56.7 H3PO4, 3.24 g FeCl; (Mol. Ag. 270.3 g/mol)
bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra tizerine 66.7 ml % 85’ lik H;PO,4’ den
(d = 1.71, Mol. Ag. 98.0 g /mol) ilave edilir. Distile suyla 100 ml’ ye
tamamlanarak oda 1s1sinda saklanir.

b) 999 ml % 20 (v/v) * lik HySO4 (d = 1.84, Mol. Ag. 98.08 g/mol) iizerine
1,0 ml yukarida hazirlanan 0.120 M FeCl; / % 56.7 H3PO, c¢ozeltisinden ilave

edilerek oda 1sisinda saklanir.

4- Renk Ayraci:
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Bu karisim 0.0036 M Tiyosemikarbazid (TSC, Mol. Ag. 91.14 g/mol) ve
0.0617 M Diasetilmonoksim (DAM, Mol. Ag. 101.1 g/mol) icermektedir. 0.33 g
TSC ve 6.24 ¢ DAM bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra distile su ile litreye

tamamlanarak koyu renkli reaktif sisesinde, oda 1sisinda saklanmistir.

5- Stok 10 mM MnCl, Cozeltisi:

0.99 g MnCl,. 4H,O (Mol. Ag. 197.9 g/mol) bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra distile su ile 500 ml’ ye tamamlanarak +4 °C’ de saklanmustir.
Calismada bu stok c¢ozeltiden sulandirma yapilarak istenilen konsantrasyonda

kullanilmastir.

6- NaHCO3-Na,CO3 Tampon Cozeltisi (200 mM, pH 9.2-10.2 )

a) 5,29 g Na,CO3 (Mol. Ag. 105.99 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir

ve 250 ml’ ye tamamlanarak hazirlanir.

b) 5,29 g NaHCO; (Mol. Ag. 84.01 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir ve

250 ml” ye tamamlanur.

Tampon hazirlarken 200 mM’ ik NaHCOj5 ¢ozeltisi behere konarak Na,CO;
ile pH’ 51 9.2-10.2” i arasinda degisen tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Sollisyon

+4 °C’ de saklanir.

7- Glisin-NaOH Tampon Cozeltisi (200 mM, pH 8.6-10.6)

a) 3,75 g Glisin (Mol. Ag. 75.07 g/mol) bir miktar distile suda ¢6ziiniir

ve 250 ml’ ye tamamlanir.

b)2 g NaOH (Mol. Ag. 40 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziindiikten

sonra 250 ml’ ye tamamlanmustir.
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Tampon ¢ozelti hazirlanirken 200 mM’ lik Glisin ¢ozeltisi behere konmus
ve 200 mM’ Iik NaOH ¢ozeltisi ile pH’s1 8.6-10.6 arasinda degisen tampon

cozeltiler hazirlanmgtir.

8-NaHCO3;-NaOH Tampon Cozeltisi (200 mM, pH 9.7-10.9)

a)4 g NaOH (Mol. Ag. 40 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir ve 500
ml’ ye tamamlanir.
b) 4,20 g NaHCO; (Mol. Ag. 84.01 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir
ve 250 ml’ ye tamamlanir.
Tampon hazirlarken 200 mM’ lik NaHCOj3 ¢ozeltisi behere konarak NaOH ile
pH’ s19.7-10.9 aras1 degisen tampon ¢ozeltiler hazirlanmis ve soliisyonlar +4 °C’

de saklanmustir.

4.3.1.2. Arginaz Aktivitesinin Olciimii

Alinan doku o6rnekleri tizerindeki kan ve pihtilar uzaklastirildiktan sonra
iki siizge¢ kagidi arasinda kurutularak 0,5 gr tartilmis (agirlik/hacim) ve distile
su ile 5 ml’ ye tamamlanmustir (sulandirma orani1 1/10). Ornekler cam - teflon
homojenizatorle homojenize edilmistir. Homojenat +4 °C’ de 13500 rpm’ de 14
dakika Niive marka santrifiijjde santrifiigasyon islemine tabii tutulmustur. Bu
islemden sonra orneklerin siipernatantlar1 ve peletleri (¢okiintii kismi) birbirinden
ayrilmig, slipernatant kisimlarindan havuz olusturularak enzim kaynagi olarak

kullanilmastir.

Islem
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a — Enzim aktivitesi tayininde agz1 vida kapakl tiipler kullanildi. Bu
amacla iki deney seti olusturuldu. Birinci sete numaralanmis deney tiipleri, ikinci
sete ise kor (blank), standart ve sifir zaman tiipleri (zero time blank) konuldu.

Birinci diizenekteki tiipler ti¢lii, ikinci diizenekteki tiipler ¢ift olarak kullanildu.

b - Deney ve sifir zaman tiiplerine oda 1sisina gelmis 90 mM L-argininden
(pH 10) 0.4 ml ve 200 mM karbonat tamponundan (pH 10) 0.4 ml konuldu. Kor
tiipiine ise 1.0 ml distile su konuldu. Standart tiipiine 0,6 mg/dl (0,1 pmol iire/ml)

olan ¢ozeltiden 1 ml konuldu.

¢ — Homojenizasyon ile elde edilen doku homojenatinin, siipernatanti
deney asamasinda MnCl, ile 1/35 oraninda sulandirildi (35 ml i¢indeki MnCl,

konsantrasyonu 1 mM’a ayarlandi) ve enzim kaynagi olarak kullanildi.

d - Enzim kaynagi 53 °C’ deki sicak su banyosunda 15 dakika

preinkiibasyona birakildi.

e -Vida kapakli tiipler iizerine enzim kaynagindan 0,2’er ml ilave edilerek
tiipler hemen inkiibasyon i¢in 37 °C’ deki metabolik su banyosunda 10 dakika

inkiibasyona birakildi.

f — Oda 1s1sinda bekleyen sifir zaman tiiplerine 0,2 ml enzim kaynagi ilave
edildikten sonra, tiiplere reaksiyonu durdurmak i¢in hemen 3 ml asit karisimi

ilave edildi. Ayrica standart ve kor tiipiine de 3 ml asit karigimi ilave edildi.

g — 10 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda metabolik su banyosundan
alinan vida kapakli tiipler (enzimatik reaksiyonun gelistigi) iizerine de reaksiyonu

durdurmak amaci ile hemen 3 ml asit karisimi konuldu.

h — Her iki deney setindeki tiiplere, 2 ml renk aywraci ilave edilip,

kapaklar1 kapatilarak vorteks mikserde iyice karistirildi.

1 — Ornek, sifir zaman, standart ve kor tiiplerinin hepsi kaynar su
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banyosunda 10 dakika tutularak reaksiyonun tamamlanmasi saglandi.

i — 10 dakika sonunda kaynar su banyosundan alinan tiipler musluk suyu

altinda 3 dakika kadar bekletilerek sogutuldu.

J — Bu siire sonunda standart, 6rnek ve sifir zaman tiiplerinin absorbanslari

520 nm’de Shimadzu UV. Vis. Spektrofotometrede kore karsi okundu.

4.3.1.3. Tavsan Bobrek Arginaz Aktivesinin Hesaplanmasi

1-Her Ornek deney tiipliniin absorbansindan, kendisine ait sifir zaman

tiiplinlin absorbansinin farki alinarak net absorbans elde edildi.

2-Ornege ait protein degerleri, Lowry yontemi ile 6l¢iildii, mg/ml olarak

hesaplandi.

3-Enzim kaynaginin preinkiibasyon ve inkiibasyon asamasinda
sulandirilma oranlari, standart konsantrasyon degerlerinden faydalanilarak bir

faktor bulundu.

Faktor hesaplamasi su sekilde yapilds;

) 1umolﬁfoA.O.D><35x5x6
faktor = o = 263
0,40.D

o S:inibasyon ortaminda enzim kaynagini sulandirma orani
o 35: homojenatin preinkiibasyon ortaminda MnCl, ile sulandirma oranlari
o 6: Inkiibasyon ortaminda reaksiyon 10 dakika devam ettirildiginden, bulunan
degerin saatteki miktarin1 ifade etmek i¢in sonug 6 (60/10= 6) ile carpildi.

o 0,1 umol iire/ml iceren standart tlipiiniin absorbansi ise 0,4 tiir.

4- Ornege ait net absorbans degeri faktor ile carpilarak pmol iire / ml

26



homojenat/ saat cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

5- Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak icin; enzim

aktivitesi homojenatin protein (mg/ml) degerine boliindii.

Unite: 1 saatte 37 © C’de L-argininden 1 pmol iire olusturan enzim

aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir.

Unite: pmol iire /saat/mg protein

4.3.2. Homojenatta Protein Olciimii

Calismamizda kullandigimiz homojenatta protein miktar1 modifiye Lowry
(69) yontemine gore Olclilmiistiir. Alkali bakir tartarat ayiract peptit baglart ile
kompleks yapar ve prensip olarak Bakir + Protein=== Bakir — Protein basit
iligkisini icerir. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom bakir baglar. Fenol ayiraci,

bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir.

4.3.2.1. Kullanilan Ayiraclar

1. Alkali Bakir Aymraci: 10 g Na,COs3, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g Bakar
stilfat, 0.5 N NaOH i¢inde ¢oziiliir ve 100 ml’ ye tamamlanir. Hazirlanan bu
cozelti oda 1s1sinda 30 giin dayaniklidir.

2.  Fenol Ayiraci: 2 N Folin-Ciocalteu-Fenol ayiracindan 3.75 ml alinarak
distile su ile 67.5 ml’ ye tamamlanir. Bu ¢alisma 6rnek sayisina gore giinlikk
olarak hazirlanmalidir.

3. Protein Standarti: 50 pg BSA (Sigir serum albumin)/ ml

4. Okuma sinirlarina getirilmis (sulandirilarak) 6rnek

4.3.2.2. Deney Prosediirii
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Kor  Standart Ornek
Alkali Bakir Ayiract (ml) 1.0 1.0 1.0
Protein Standart1 (ml) - 1.0 -
Ornek (ml) - - 1.0
Distile su (ml) 1.0 - -

Tipler 1yice karistirild1 ve 10 dakika oda 1si1sinda bekletildi.

Fenol Ayiract (ml) 4.0 4.0 4.0

Tiipler iyice karistirilir ve 5 dakika 55 °C’ de bekletilir. Inkiibasyon sonrasi
musluk suyu altinda hemen sogutularak 6rnek ve standart tiipleri 650 nm’ de

kor tiiptine kars1 okunur.

Hesaplama:

pgr protein __ Ornek Abs.
ml ~ Std.Abs.

X Std. Konsantrasyonu
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S. BULGULAR

5.1. Preinkiibasyon Isisinin Tesbiti

Tavsan bobrek arginazi iizerine preinkiibasyon 1sisinin etkisi
aragtirllmistir. Enzim kaynagi 1 mM MnCl, varliginda 30, 40, 50, 55, 60, 65,
70 °C’ lerde preinkiibasyon isisina tabii tutulmustur. Enzimin en yiiksek
aktivitesi 50-55 °C arasinda saptanmistir. Bu 1sidan sonra giderek azalan bir
aktivite saptanip, enzimin aktivasyonu i¢in optimum preinkiibasyon 1sis1 53 °C

olarak tesbit edilmistir (Sekil 5).

20

Unite

13

10

30 35 40 45 50 55 60 65 70
Preinkiibasyon Isisi (°C)

Sekil 5: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Isisina Baglh
Olarak Degisimi
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5.2. Preinkiibasyon Siiresinin Tesbiti

aktivitesi arastirilmis,

Tavsan bobrek arginazmnin degisik preinkiibasyon zamanlarinda

0-30 dakikalik zaman araliklarinda ve 1 mM MnCl,

varliginda ve 53°C preinkiibasyon 1sisinda enzimin aktivitesi incelenmistir.

Enzimin maksimum aktiviteye 15 dakika’da ulastigt goriilmiis ve uygun

preinkiibasyon siiresi 15 dakika olarak kabul edilmistir (Sekil 6).

Unite

18

16

14
12

10

0 5 10 15 20 25 30

Preinkiibasyon Zamani (Dk)

Sekil 6: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Zamanina
Bagli Olarak Degisimi
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5.3. Inkiibasyon Siiresinin Tespiti

Tavsan bobrek arginazi i¢in optimal inkiibasyon siiresinin tespit
edilmesinde enzim kaynagi 0-35 dakikalik zaman dilimlerinde inkiibasyona
tabi tutulmustur. Reaksiyonun sonunda olusan {irenin zaman faktoriine bagh
olarak miktarlar1 belirlenmistir. Sekil 7’de gorildiigii gibi lire sentezindeki
artis zamana bagl olarak 15. dakikaya kadar lineer durumda sabit kalmis, bu
stirenin sonunda lineer c¢izginin yerini hiperbolik bir goriinim almistir.
Boylece enzim i¢in optimum inkiibasyon siiresi 10 dakika olarak kabul

edilmistir.

45

Unite

0 5 10 15 20 25 30 35
inkiibasyon Zamani (Dk)

Sekil 7: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zamanina Baglh
Olarak Degisimi
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5.4. Mangan Iyonlarinmin Etkisi

Arginaz enzimi aktivasyon icin mangan iyonlarina ihtiya¢c duyar. Bu
nedenle arginaz aktivitesi iizerinde mangan iyonlarinin etkisini aragtirmak igin
0-5 mM konsantrasyonlar1 arasinda degisen MnCl,, preinkiibasyon ortamina
eklenmis ve enzim aktivitesi incelenmistir. Enzim aktivitesi, preinkiibasyon
ortamma Mn"" eklenmeyen kontrol grubunda cok diisiiktiir. Ortama Mn™"
iyonlarinin ilavesi ile aktivitenin belirgin bir artis1 tespit edilmistir. Enzim
aktivitesi ozellikle 1 mM MnCl, konsantrasyonuna kadar ytikselmis, 1 mM’lik
MnCl, konsantrasyonundan sonra aktivite diigmiistiir. En yiiksek enzim
aktivitesi 1 mM’ Iik MnCl, konsantrasyonunda goriildiigiinden dolay1 tavsan
bobrek doku arginazi i¢in optimal MnCl, konsantrasyonu 1 mM olarak tespit

edilmistir (Sekil 8).

Unite

25
20
15

10

0 1 2 3 4 5
mM MnCl;

Sekil 8: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin MnCl, Konsantrasyonuna
Bagli Olarak Degisimi.

5.5. Tavsan Bobrek Doku Arginaz1 Uzerine pH’ min Etkisi

Tavsan bobrek doku arginazinin optimal pH’ sini1 tespit etmek i¢in pH 8,6’ dan

pH 11’ e kadar olan sinirlar icinde ¢esitli tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu

tamponlardan pH 8,6-10,6 arasinda olan Glisin-Sodyum hidroksit (NaOH)
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tamponu, pH’st 9.2-10.2 arasinda aktivite gosteren Sodyum bikarbonat
(NaHCOs3)-Sodyum karbonat (NaCO3) tamponu ve 9.7-10.9 pH’ larinda olan
Sodyum bikarbonat (NaHCOsj)-Sodyum hidroksit (NaOH) tamponu
kullanilarak belirtilen pH sinirlart i¢cinde en yiiksek aktivitenin saptandigir pH
ortam1 saptanmaya calisilmistir. En yiiksek aktivite pH 10-10,2° de Sodyum
bikarbonat —sodyum hidroksit tamponu varliginda saptanan tavsan bobrek
arginaz aktivitesi i¢in lazim olan tamponun sodyum bikarbonat (NaHCO?3)-
sodyum hidroksit (NaOH) tamponu, en uygun pH’ nin da 10,1 oldugu
saptanmustir (Sekil 9).

35

Unite

8,6 9 9,4 9,8 10,2 10,6 1
pH

m————— Glisin-NaOH
S— ® NaHCO;-Na,CO;
Sssssas NaHCO;-NaOH

Sekil 9: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli Tampon Sistemlerine
ve pH’ya Bagli Olarak Degisimi.

33



5.6. Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin Arginin

Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

Tavsan bobrek doku arginazi i¢in uygun sartlar saptandiktan sonra,
arginaz enziminin substrati olan L-arginine karsi Km’i Michaelis-Menten
kinetigi ile incelenmistir (Sekil 10). Bu amacla enzim miktar1 ayni tutulup, L-
arginin  konsantrasyonu degistirilerek arginaz aktivitesi incelenmistir.
Reaksiyon hizinin artis1 L-arginin konsantrasyonunun artisina paraleldir. Ilk
etapta, reaksiyon hizinda goriilen dogrusal artig, daha sonra hiperbolik bir
goriinim kazanmaktadir. En sonunda reaksiyon substrat konsantrasyonunun

fonksiyonu olmaktan ¢ikarak, enzim substrat ile doygun hale gelmektedir.
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Sekil 10: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin L-arginin Konsantrasyonuna

Bagli Olarak Degisiminin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi
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Sekil 10’da  goriildigii tlizere 12.5 mM’a kadar olan L-arginin
konsantrasyonundaki artis, enzim aktivitesinde dogrusal bir artisa (birinci
mertebe kinetigi) neden olmus, bu noktadan sonra lineerlik yavas yavas
kaybolarak, hiperbolik bir goriiniim (karisik mertebe kinetigi ) kazanmistir 45
mM’lik L-arginin konsantrasyonundan itibaren, arginaz L-arginin ile doygunluga
ulagarak (sifir mertebe kinetigi) reaksiyon sabit hizla devam etmektedir.

Enzim aktivitesinin L-arginin konsantrasyonuna bagli olarak degisimi
Michaelis-Menten esitligi ile beraber Lineweaver-Burk (Sekil 11) egrisi ile de
incelenmis olup, tavsan bobrek doku arginazinin L-arginine karsi olan Km’inin

12,5 mM civarinda oldugu saptanmustir.

-0,2

18

—0,08=—— Km=12,5
Km

Sekil 11: Tavsan Bobrek Doku Arginaz Aktivitesinin L-arginin Konsantrasyonuna
Bagli Olarak Degisiminin Lineweaver-Burk Egrisi ile Gosterilmesi
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5.7. Farkh Tiirlerin Bobrek Arginaz Aktiviteleri

Tavsan, koyun, ke¢i, sigir, tavuk, rat ve bildircin bobreklerinden alonan
doku ornekleri igin preinkiibasyon 1s1s1 53°C, preinkiibasyon zamani 15 dakika,
inkiibasyon zaman1 10 dakika, 1 mM MnCl, ve optimum pH 10,1 kullanilarak

deneyler yapilmis, dokularin enzim aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Farkli tiirlerin

bobrek arginaz aktiviteleri agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 1: Farkl Tirlerin Bobrek Arginaz Aktiviteleri

TR Enzim Aktivitesi (Unite)
Bildircin 59,63 +£13,03

Tavuk 20,86 + 4,53

Tavsan 20,84 + 3,38

Rat 16,28 + 2,04

Keci 13,51 +1,97

Koyun 4,17 = 1,19

Sigir 1,22 + 0,25

En diisiik aginaz aktivitesi koyun ve sigir bobreginde saptanirken, en

yiiksek arginaz aktivitesi bildircin bobreginde bulunmustur.
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6. TARTISMA

Cesitli hayvan tiirlerinde ve dokularinda enzimin optimum sartlarinin
belirlenmesi, Ol¢imler aninda enzimin aktif oldugu diizeyin saptanmasi ve
enzimin fizyolojik rollerini ortaya ¢ikarmak icin onemlidir. Tavsan bobrek
doku arginaz enziminin optimum o6zellikleri ile ilgili daha once calisildigina
dair literatiir bilgiye rastlanilmamis ve bu ¢alismada enzimin optimum

ozellikleri ortaya konulmustur.

Arginaz enzimi diger organlara gore, lire dongiisiiniin bulundugu karacigerde
daha fazladir. Fakat bobrek, beyin, kalp gibi iire dongiisiiniin bulunmadigi
ekstrahepatik ~ dokularda da  arginaz = enzimi  tespit  edilmistir
(70,71,72,73,74,42,75,76,26,77,78,79,80). Arginazin {lire  dongiisiiniin
olmadigi bu dokulardaki gdrevinin prolin, glutamat ve poliamin biyosentezi
icin gerekli olan ornitini olusturmak oldugu bilinmektedir (30). Poliamin
biyosentezinde arginaz enzimi baslangic enzimi olup olusan ornitin,
ornitindekarboksilaz enzimi ile putressine dontigmekte, putressin de daha sonra
spermin ve spermidin sentezine katilmaktadir. Poliaminler (putressin, spermin,
spermidin) hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in 6nemli olan biyomolekiillerdir

(31,32).

Enzimler genel olarak protein yapili olduklarindan 1siya hassastirlar.
Enzim aktivitesinin pik yaptigi 1smnin iizerine ¢ikilmasi durumunda enzim
aktivitesi diismektedir. Tavsan bobrek doku arginazinin preinkiibasyon 1sisini
tespit etmek icin farkli 1silarda (30, 40, 50, 55, 60, 65, 70 °C) enzim
aktivitesine bakilmis ve optimal preinkiibasyon 1sisinin 50-55°C aras1 oldugu,
bu sicakliktan sonra enzim aktivitesinde diisme meydana geldigi goriilmiistiir.
Farkli tiirlerin farkli dokularinda da preinkiibasyon 1silarma bakilmistir.
Preinkiibasyon 1s1s1 koyun gozii vitreusu icin 40 °C (81), koyun meme doku
arginazi i¢in 52 °C (82), insan tiikiiriik arginazi (25), tiroid doku arginazi (75),
eritrosit ve uterus arginazi (74), brons lavaj sivisi arginazi (70) i¢in 55 °C,
diabetik rat karacigeri icin 68 °C (57), sigir rumen doku arginazi i¢in 60 °C
(36), kobay karaciger arginazi icin 45 °C (83), teleskop balig1 karacigeri igin
37 °C (84), fascioliosisli koyun karaciger arginazi i¢in 65 °C (85), M.
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benedeni arginazi i¢in 53 °C (86) olarak bildirilmistir.

Tavsan bobrek doku arginaz enziminin optimum preinkiibasyon
zamanint saptamak i¢in enzim 53 °C’ de 0-30 dakikalar arasinda
preinkiibasyona tabii tutulmus ve en uygun preinkiibasyon siiresinin 15 dakika
olarak saptanmistir. Preinkiibasyon siiresi koyun meme doku arginazi (82) ve
insan tiroid doku arginazi (75) i¢in 12 dakika, koyun gozii vitreusu icin 9-10
dakika (81), insan tiikiiriik arginazi (25), brons lavaj sivisi arginazi (70) ve
diabetik rat karacigeri (57) icin 20 dakika, sigir rumen doku arginazi (85),
eritrosit arginazi (74) ve kobay karaciger arginazi (83) icin 5 dakika, uterus
arginazi icin 35 dakika (74), fascioliosisli koyun karaciger arginazi i¢in 15
dakika (85), M. benedeni arginazi i¢in 10 dakika olarak belirlenmistir (86).

Enzimatik reaksiyonlar viicut 1sisinda sekillendigi i¢in enzim kaynagi
37 °C’de 0-35 dakikalar arasinda inkiibasyona tabi tutalarak en uygun
inkiibasyon siiresi saptanmaya c¢alisilmis, 15. dakikaya kadar dogrusalligin
devam ettigi, 15. dakikadan sonra lineerlik yerini hiberbolik bir gériiniim aldig1
gozlemlenmistir. Tavsan bobrek doku arginazi i¢in optimum inkiibasyon siiresi
10 dakika olarak tespit edilmistir. Yapilan calismalarda farkli dokular icin
farkl1 inkiibasyon siireleri belirtilmistir. Inkiibasyon siiresi insan tiroid arginaz
icin 30 dakika (75), rat karacigeri (57), insan karaciger ve uterusu (74) i¢in 20
dakika, koyun gozii vitreusu (81) ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi (85)
icin 10 dakika, sigir rumen doku arginazi ic¢in 13 dakika (1), M. Benedeni
arginazi (86) ve koyun meme doku arginazi i¢in 15 dakika (82) olarak
bulunmustur.

Preinkiibasyon 1sis1 ve Mn+2 iyonlart c¢esitli doku arginazlari ig¢in
gerekli oldugu ve aktivitelerini artirdigi yapilan caligmalarda goriilmiistiir
(36,87,82). Sigan karaciger doku arginazimin Mn*? iyonlari varhginda 55°C’de
preinkiibasyonunun enzim aktivitesini yaklasik % 110 artirdigr (48), 5 mM
MnCl, varliginda ve 55 °C’ de 20 dakika preinkiibasyonla eritrosit arginaz
aktivitesinin 2-6 kat, karaciger arginaz aktivitesinin 4-5 kat arttig1 tespit
edilmistir (88). Netice olarak arginaz aktivitesi icin preinkiibasyon ve Mn**
iyonlar1 gereklidir.

Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve tetramerik yapinin olusmasi

icin Mn*> katyonlarma ihtiyag¢ duydugu Muszynska (89) tarafindan
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belirtilmistir. Mn*? iyonlarinin enzime baglanmasi, enzimin 1siya
dayanikliligini artirmakta ve enzimi inaktivasyonlara kars1 daha dayanikli hale
getirmektedir (18). Bundan dolayr tavsan bobrek doku arginaz aktivitesi
tizerine MnCl, konsantrasyonunun etkisi arastirilmig ve arginaz enziminin en
yiikksek aktivitesi 1 mM MnCl, konsantrasyonunda tespit edilmistir. 1 mM
MnCl, varliginda tavsan bobrek arginazi aktivitesi 5 misli artmaktadir. Yapilan
caligmalarda farkli dokular icin gerekli olan MnCl, konsantrasyonu farkli olup
rat karacigeri (24), sigir rumen doku arginazi (36) i¢in 2 mM, M. benedeni
arginazi icin 0.5 mM (86), Xenopus leavis karaciger arginazi i¢in 50 mM (90),
insan tiroid arginazi (75) ile karaciger ve eritrosit arginazi (74) icin 2.5 mM,
insan tiikiiriik arginazi (25) ve vitreus arginazi (81) i¢in 5 mM, koyun meme
doku arginazi i¢in 0.75 mM (82), insan uterusu icin 0.8 mM (74), kobay
karaciger arginazi i¢cin 10 mM (83), fascioliosisli koyun karaciger arginazi i¢in
I mM (85), diabetik rat karaciger ve bobrek arginazi i¢in 2 mM olarak
bulunmustur (57). Bu konu ile ilgili tim ¢alismalarda ortak nokta manganin
arginaz aktivitesinde vazgecilmez bir kofaktdr oldugu ve en uygun mangan
konsantrasyonunun dokuya gore degisiklik gostermesidir.

Arginaz enzimi lizerine yapilan c¢alismalarda farkli tampon sistemleri
kullamlmistir (85, 57, 36, 81, 74, 75, 91, 82, 86). Tavsan bobrek doku
arginazinin optimal pH’ sin1 tespit etmek i¢cin pH 8,6’ dan pH 10,9 a kadar
olan sinirlar i¢inde gesitli tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu tamponlardan
pH 8,6-10,6 arasinda olan Glisin-Sodyum hidroksit tamponu, pH s1 9.2- 10.2
arasinda olan Sodyum bikarbonat- Sodyum karbonat tamponu ve 9,7-10.9
pH’larinda olan Sodyum bikarbonat-Sodyum hidroksit tamponu kullanilarak,
belirtilen pH simirlar iginde en yiiksek aktivitenin alindigi pH ortami tespit
edilmeye calisilmistir. En yiiksek aktivite pH 10,1’ de Sodyum bikarbonat-
Sodyum hidroksit tamponu varliginda elde edildigi i¢in tavsan bobrek arginaz
aktivitesi icin en uygun tamponun Sodyum bikarbonat- Sodyum hidroksit
tamponu, optimal pH’ nin da 10,1 oldugu kabul edilmistir.

Karaciger ve eritrosit arginazi (88), M.expensa arginazi (87), koyun
meme doku arginazi (82), M.benedeni arginazi (86) i¢in pH 9.5” deki karbonat
tamponu, sigir rumen doku arginazi (36) ve fascioliosisli koyun karaciger

arginazi (85) i¢in pH 10’ daki karbonat tamponu, diabetik rat karacigeri (57)
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icin pH 10.1” deki karbonat tamponu, insan karacigeri ve eritrositi i¢in pH 9,7’
deki, insan uterusu ic¢in ise pH 9.6’ daki karbonat tamponunun (57)
kullanildig: bildirilmistir. Koyun gozii vitreusu i¢in pH 8.8 deki Glisin-NaOH
tamponunun kullanildig1 (81), insan tiroid arginazinin optimum pH’ sinin 9,6
(75), kobay karaciger arginazinin pH’ s 10.5 (83), Genypterus maculatus
tirlinden baliklarin karaciger arginazinin (35) pH’sinin 9.5 oldugu tespit
edilmistir. Tavsan bdbrek arginazi icin optimum pH diger arginazlar i¢in
belirlenen optimum pH’a benzerdir. Goriildiigli gibi arginazlar bazik optimum
pH’a sahiptir.

Tavsan bobrek doku arginaz aktivitesinin L-arginine karst olan Km’ i
aragtirllmig, bu nedenle enzim miktar1 sabit tutularak L-argininin degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve Km degeri 12,5 mM olarak
bulunmugtur. Yapilan calismalarda farkli tiirlerden enzim kaynaklarindaki
arginazin L-arginine karsi olan Km’inin genis smirlar i¢inde degistigi
goriilmustiir. Km degerleri sigir rumen doku arginazi (36) ve fascioliosisli
koyun karaciger arginazi (85) icin 4 mM, M. benedeni arginazi i¢in 12.5 mM
(86), insan eritrositi i¢in 3.2 mM, karacigeri i¢in 4.1 mM, uterusu i¢in 5.9 mM
(74), tiroid arginazi i¢cin 2 mM (75), vitreus arginazi i¢cin 6 mM (81), koyun
meme doku arginazi i¢in 1.35 mM (82), diabetik rat karaciger arginazi i¢in 3.2
mM, bobrek arginazi i¢in 6.7 mM (57), Mus booduga karaciger arginazi i¢in
8.3 mM (92), Xenopus leavis karaciger arginazi i¢in 29 mM (90), kobay
karaciger arginazi i¢in 19.6 mM (83) olarak tespit edilmistir. Tavsan bobrek
doku arginazi i¢in buldugumuz Km degeri yapilan ¢alismalarda elde edilen Km
degerleri sinirlar1 igerisinde yer almaktadir.

Koyun, kec¢i, sigir, tavsan, tavuk, rat ve bildircin bobrek dokularindan
ornekler alinarak homojenat hazirlanmis, preinkiibasyon 1sis1  53°C,
preinkiibasyon zamani 15 dakika, inkiibasyon zamani 10 dakika ve optimum
pH 10,1°de arginaz aktiviteleri l¢iilmiistiir. Farkli tiir bobrek dokularindaki
arginaz enziminin miktarlar1 saptanmistir. Arastirdigimiz tiirler igerisinde en
yiiksek arginaz aktivitesini bildircinda en diislik arginaz aktivitesini sigirda
tespit ettik.

Bugiine kadar tavsan bobrek doku arginaz enziminin kinetik 6zellikleri

ile ilgili bir caligmanin yapilmadig literatiir taramalarindan anlasilmaktadir. Bu
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nedenle tavsan bobrek dokusunda arginaz enziminin kinetik o6zellikleri
saptanmis ve farkli tiirlerin bobrek dokularindaki arginazin aktivitesine de
bakilmigtir. Tavsan bobrek arginazinin aktivasyonu i¢in preinkiibasyonun ve
Mn*? katyonlarmin gerekli oldugu saptanmustir. Sonug olarak elde edilen

verilerin bu konu ile ilgili yapilacak aragtirmalara 1s1k tutacagi kanaatindeyiz.
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