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SIGIR VE KOYUN HIDATIK KiIiST TABAKALARINDA (stratum germinativum,
stratum cuticularis) ARGINAZ ENZIMININ KINETIiK OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Cemil Celili*

The Investigation of Kinetic Characteristics of Arginase Activity in the Hydatid
Cyst Layers (Stratum germinativum, Stratum Cuticularis) of Cattle and Sheep

Summary: In this study the activity of arginase was examined in the
layers of liver and lung cyst hydatics of cattle and shecp. The enzyme activity
was obserced only in the yellowish layers of some old cattle lLiver and lung cyst
hydatics. The kinetic properties of the arginase in the yellowish layers of the old
cattle liver and lung cyst hydatics can be summarized as follows.

1- The K, of the enzyme for arginine ts around 1-2 mM.

09— Mn*2 ions and pre-incubation are absolutely necessary for the enzyme
activation.

3— Optimal pH is around 9.5

4— Ornithine and lysine significantly inhibit the arginase activity (com-
petetive inhibition).

The other layers of cattle and sheep liver and lung cyst hydatics have not
showed arginase activily.

Ozet: Bu arastirma ile sigur ve koyun akcider ve karaciger hidatik kist
tabakalarinda arginaz aktivitesine bakilmigtr. Inzim aktivitesine sadece yasl
sigwrlann alciger ve karaciger hidatik kistlerinde sarumtirak renkli tabakalar-
da rastlanmistir. Yagh sigarlarin sarimtirak renkli olan hidatik kist tabakalarin-
da varligr kamtlanan arginaz enziminin kinettk ozelliklert séyle bulunmugtur.

1- Enzimin arginine karsi olan K1, 1-2 mM civarindadir.

92— Enzim, aktivasyonu igin Mn*2 iyonlarina ve Pre-inkibasyona mut-
laka thtiyag duymaktader.

* Yrd. Dog. Dr., Ondokuzmayis Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dah, Samsun
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3— Enzim igin optimal pH 9.5 civarindadir.

4— Ornitin ve lizin gok belirgin olarak enzim aktivitesini inhibe etmekie
ve inhibisyonun kompetitif tipte oldugu goviilmekiedir.

Diger sigur ve koyun karacider ve akciger hidatik kist tabakalarinda ise
argina; aktivitesine rastlamlamamagstir.

Giris

Arginaz (L-arginine amidinohydrolase EC 3.5.3.1) Krebs-Hen-
scleit iire siklusunun en son tivesidir. (8,13) Arginin’i hidrolize cderck
iirc ve ornitin’c aywrir. Ancak, tre déngisine sahip olmayan birgok
canhda ve dokuda da arginaz cnziminin varh@ kanitlanmig olmakla
birlikte, heniiz biyokimyasal 6nemi aydinhga kavusturulmamigtir
(1,4,5).

Arginaz enzimi bulundugu canlilara ve dokulara gére tireotelik
ve iirikotelik olmak izere iki grupta incelenmektedir. Her iki sumf
arginaz’in kinetik 6zellikleri, molckiil biiyikliikleri, dialize olup ol-
madiklari, inhibisyon yonleri bazi canlilarda aragtinlmagtir (6).

Insan, sigir ve koyun eritrositlerinde (5,6,1 l)b, koyun plasentasinda
(3), kanath karaciger ve bébreginde (6), sican meme dokusunda (16)
ve daha bir¢ok organ ve dokuda (4,6) arginaz enziminin varhg gos-
terilmigtir.

Parazitler’den M. expansa, L. qranulosus, D. caninum, pisiformis,
F. hepatica, T. canis’de (7) arginaz’in bulundugu, ancak iire dongiisi-
niin diger enzimlerinin tamamina rastlanilamadigi belirtilmigtir. Pa-
raziter helmintlerden Hymenolepis diminuta’da varlhig bildirilen argi-
naz’in baz kinctik &zellikleri ilk olarak aragtinlmigtir (2). Schistosoma
Japonicum (15) ve Ascaris lumbricoides’de (12) arginaz cnziminin varhg
kamtlanmig bulunmaktadir.

F. hepatica’da arginazin varligt ve biyokimyasal islevini Kurelec
(10) prolin sentezinc baglayarak izaha ¢ahismaktadir. Ayni gekilde
N. crassa’da (6) bulunan arginaz’inda aymi amagla kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Bu goriiglere gore prolin sentezi i¢in 6nerilen alternatif
bir yolda arginin ara mectabolit olarak kullamlabilmckte ve arginaz
ise burada argininin katabolizmasinda rol ovnamaktadir.

Bu aragtirmada ilk kez sigir ve koyun hidatik kist tabakalarmnda
ire metabolizmasim aragtirmak amaci ile arginaz enzim aktivitesine
bakilmugtir.
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Materyal ve Metot

Aragtirmada kullanilan sifir ve koyun hidatik kistleri Elazig Et
ve Bahk Kurumundan temin edilmigtir. Deneylerde yaklagik olarak
100 sigir karaciger ve akciger hidatik kisti ve 50 koyun karaciger ve
akciger hidatik kisti kullamilmigtir. ki saat igerisinde laboratuvara
getirilen deney materyali kiivetlere alimip bir makas yardimu ile kist
duvarlan agilmigtir. Parazite ait olan kist tabakalari (stratum germi-
nativam, stratum kiitikulum) bir pens yardim ile petri kutularina
konulmustur. Ozellikle arginaz aktivitesine rastlanilan yagh sigirlarin
sarimtirak renkli kist tabakalar: ise kist duvarlar bir makasla acildik-
tan sonra, Kilejian vc ark. nin (9) yapuklan gibi keskin olmayan bir
bigakla kazinarak petri kutularina ahnmgtir. Bu tabakalar iig kez
serum fizyolojikten gecirildikten sonra hemen cnzim g¢ahgmalarinda
kullanilmis veya kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklan-
migtir.

Aragtirmada kullanilan L-arginin, L-glisin, L-ornitin, L-lizin,
lire, «-izonitrozopropiofcnon (1-2 butanedionc monoxime), Sigma
firmasindan (ABD) temin olunmugtur. Tris (hidroksi metil-amino-
mectan) Merck (Batt Almanya) firmasindan alinmigtir. Yararlanilan
diger kimyasal maddcler analitik safhktadir. '

Arginaz aktivitesinin tayini, enzimin arginin’i hidrolize etmesi
sonucu meydana gelen iirenin «-izonitrozopiofenon ile asitik ortamda
mecydana getirdigi rengin spcktrofotometrik olarak olgiilmesi csasina
gore yapildr (14).

Enzimin kinetik &zelliklerinin belirlenmesinde asagidaki deney
sirast takip edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin tesbiti : Enzim i¢in en uygun inkiibasyon sii-
resinin tesbiti igin enzim degisik zaman siirelerinde inkiibasyona alindi.
Arginin hidrolizi izlendi. Reaksiyon sonunda mcydana gelen irenin
zamana bagh olarak miktart 6lgildii.

Pre-inkiibasyonun cnzim aktivitesine etkisi: Enzim aktivitesi lizerine
olan pre-inkiibasyonun ctkisi aragtinldi. Enzim glisin-KOH tamponu
(pH:9.5) ve MnCly'iin varhginda 4 4 °C ile + 70 °C arasindaki
sicakliklarda 6n inkiibasyona tabi tutuldu.

pH’mn enzim aktivitesine etkisi: Enzimin optimal pH’sinin tesbiti
icin pH 7 den 10.5’a kadar olan sinirlar igerisinde cnzim igin en yiik-
sek aktivasyonun gériildiigic pH ortamm saptandi.
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Metal katyonlarin enzim aktivitesine olan ctkileri: Ba*, Fe™, Ca*+
ve Mnt* 1n varliginda enzim aktivitesine bakildi. Enzimin pre-in-
kiibasyonu belirtilen katyonlarin inkiibasyon ortamina ImM konsant-
rasyonlarda ilavesi ile yapildi.

Arginazin arginin’e karsi olan K, ’inin teshiti : Enzim aktivitesinin
substrat konsantrasyonuna bagl olarak degisimi Michaelis-Menten
(8) kinetigine goére incelendi. Ayrica enzim aktivitesinin substrat
konsantrasyonuna bagh olarak degisimi Lincweaver-Burk ve Eadie-
Hofstee (8) yontemlerine gore de dcgerlendirildi. Her ii¢ yontemle
enzimin arginin’e karg olan K,’i tesbite ¢aligldi.

Arginaz’in denetimi: L-ornitin ve L-lizin’in arginaz aktivitesine
olan etkileri degigik konsantrasyonlarda inkiibasyon ortamina ilave
olunarak denendi.

Bulgular

Echinococcus granulosus ile enfekte koyun ve sigir hidatik kist
tabakalarinda arginaz enzim aktivitelerine bakilmig olup, sadece
yash sifirlarda rastlanilan sarimtirak renkli karaciger ve akciger hi-
datik kist tabakalarinda arginaz aktivitesi bulundu. Bulunan arginazin
kinetik ozellikleri goyle belirlendi.

Inkiibasyon siiresinin teshiti : Belirtilen kist tabakalarinda bulunan
arginazin en uygun inkiibasyon siiresinin tesbiti i¢in enzim degisik
zaman siirelerinde inkiibasyona alindi. Argininin hidrolizi izlendi.
Reaksiyon sonunda meydana gelen iirenin zaman faktoriine bagh
olarak miktarlar1 belirlendi. Sekil 1’de goriildiga gibi lre sentezin-
deki artig, zamana bagl olarak 5 dakikaya kadar dogrusalligim ko-
rudu. Bu siirenin sonunda dogrusallik yerini hiperbolik bir gériiniime
birakti. Enzim igin inkiibasyon siiresi bundan dolayr 5 dakika olarak
belirlendi.

Pre-inkiibasyonun etkisi : Arginaz enzimi uzerinde pre-inkiibasyo-
nun etkisi araghrildi. Enzim Glisin-KOH tamponu (pH: 9.5) ve
Mn(Cl; iin varhifinda + 4 °C ile 4+ 70 °C arasindaki isilarda 6n
inkiibasyona tabi tutuldu. Pre-inkiibasyonun en yiiksek aktivasyona
(+ 51 °C de 10 dakika) neden oldugu goériildii (Sekil 2).

pH min enzim aktivitesine etkisi : Enzimin optimal pH sinin tesbiti
icin pH 7 den 10.5’a kadar olan sinirlar igerisinde en yiiksck aktivas-
yonun saptandif pH ortamu tesbiti ¢aligildi. $ckil 3’de goriildiigi gibi
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Sekil - 1 Arginaz aktivitesinin inkiibasyon sirecine bagh olarak degigimi
Figure — 1 The variation of arginasc activity depending on the incubation time
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Sekil ~ 3 Arginaz aktivitesinin pH’ya bagh olarak degisimi
Figure ~ 3 The variation of arginase activity depending on the pH
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pH profili tipik bir ¢an seklindedir. Enzim en yiiksck aktiviteyi pH:
9.5ta verdiginden bu pH ortami optimal olarak kabul cdildi.

Metal katyonlarin arginaz aktivitesine olan etkileri: Belirtilen taba-
kalarda varhig: tesbit olunan arginazin gesitli metal katyonlarina karst
duyarhigin tesbit ctmek i¢in Bat¥, Fe*rt) Catt ve Mn'tin varh-
ginda enzim aktivitesine bakildi. Enzimin pre-inkiibasyonu, adi ge-
¢en katyonlarin 1 mM konsantrasyonlarinda inkiibasyon ortamina ilé-
vesi ile yapildi. Sadece Mn*21n varlifinda enzim belirgin katalik
aktivite gosterdi. Digerlerinin varhginda ise enzim belirgin bir aktivite
gostermedi. Mn iyonlarinin arginaz igin gerckli oldugunun anlagql-
masindan sonra degisik konsantrasyonlarda- Mn iyonlarimin enzim
aktivitesine olan ctkileri incelendi. Mn iyonlarinin enzim aktivitesine
olan ctkisi 0.25 mM diizeyinden baglad: ve en yiiksck aktivasyonu 0.75
mM da verdi. Mn iyonlarinin konsantrasyonu ! mM in tizerine ¢iktigin-
da ise cnzimin aktivasyon hizinda belirgin bir diigme gozlendi (Sckil 4).
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Sekil ~ 4 Arginaz aktivitesinin MnCl, miktarina bagh olarak degisimi
Figure — 4 The variation of the arginase activity depending on the MnCl, concentration
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Arginaz’in argimin’e kargt olan K ¢ : Optimal kosullarin belirtilme-
sinden sonra cnzimin spesifik substrati olan L-arginine kargi olan
K, tesbite cahigldi. Enzimin aktivitesinin substrat konsantrasyonuna
bagh olarak degigimi Michaelis-Menten (8) kinetigine uyarak gelisti
ve tipik substrat doygunlugu profilini verdi. Enzim aktivitesinin subst-
rat konsantrasyonuna bagh olarak degigimi Lincweaver-Burk ve
Eadie-Hofstee (8) yéntemine gore degerlendirildi (Sekil 5,6). Enzi-
min L-arginine karpg K_’i bu sonuclara gére 1-2 mM sinirlan igeri-
sinde belirlendi.

Arginaz’un denetimi : Enzim 5 dakikadan sonra dogrusalliktan sap-

t1g1 igin bir iriin inhibisyonunun bulunup bulunmadiginin anlagilmas
icin L-ornitinin enzim aktivitesi tizerine olan etkisi aragtirildi. Degi-
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Sekil — 5 Arginazin L-arginine karsi olan Km’inin Lincweaver-Burk yontemi ile saptanmas:
Figure — 5 The determination Km of arginase by the Linewcaver-Burk method
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Figure — 6 The determination Km of arginase by the Ladie-Hofstec method versus the
the L-arginine

sik ornitin konsantrasyonlarinda arginaz aktivitesi incelendiginde
2.5 mM ornitinin %, 14,5 mM ornitinin ise %, 70 civarinda inhibisyona
neden oldugu gorildi (Sekil 7). Ornitin inhibisyonunun tipini belirt-
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Sekil - 7 L-ornitin’in arginaz aktivitesi iizerine olan ctkisi
Figure — 7 The effect of L-ornithine on the arginase activity
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mck igin, enzim aktivitesi degigen arginin konsantrasyonlarinda ve
2 mM ornitinin varhiginda olgiildii. Sonuclar Linewcaver-Burk y&n-
temi ile degerlendirildi  (Sckil 8). Ornitin’in varhginda cnzimin
Vmaxiin degismedigi fakat K ’inin biiyidigi tesbit edildi. Bu so-
nuglara gére L-ornitin’in c¢nzimi kompetitif olarak inhibe ettigi goril-

di.

“L.Ornitin
2mM

Kontrol

Sekil — 8 L-Ornitinin arginaz Gzerindeki inhibisyonunun Lineweaver-Burk yéntemi ile
gosterilmesi

Figure — 8 The indication of L-ornithine inhibition on the arginase by the Lineweaver-
Burk method.

L-lizinin arginaz izerinde olan inhibisyonu aragtirildiginda,
L-ornitininkine benzer bir inhibisyonun oldugu anlagild.

Sarimtirak renkli ve kazinarak alinan yagh sigirlarin hidatik kist
tabakalarinda kinetik o6zellikleri tesbite calisilan arginazin iireotelik
simfa benzerlik gosterdigi gériild.

Tartigma ve Sonug

Arginazin tire dongusiine sahip olmayan canh ve dokulardaki
biyokimyasal 6nemi hakkinda sadcce bazi yorumlar yapilmigtir
(4,6,10). Bunun diginda kesin bir izah yolu ortaya konulmamgtir.
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Ozellikle, paraziter helmintlerde bugtine kadar yapilan aragtirmalar-
da tam bir iirc déngiisiiniin bulunamadigi ancak aragtirilan parazit-
lerin bir ¢ogunda arginaz enziminin varhig ortak bir kamt olarak
belirlenmigtir (1,2,10,12,15,16). Paraziter helmintlerde bulunan argi-
nazin biyokimyasal énemi prolin sentezine baglanmaktadir (6,10).
Bu goriisc gore arginin, azot kaynagi olarak kullanilabilecegi gibi
ayni zamanda prolin sentezi icin alternatif bir yolda ara metabolit
olarak da kullanilabilmcktedir. Iste bu alternatif yolda arginaza ge-
rck duyulmaktadir denilmektedir. '

Asil amaci hidatik kistlerde iire metabolizmasimi aragtirmak olan
bu caligmanin ilk basamaginda varh@ belirtilen arginaz enziminin
kinetik 6zellikleri irdeclenccek olursa:

Yasgh sigirlarin karaciger ve akciger hidatik kistlerinde sarimtirak
renkte olan tabakalarda varh@ bildirilen arginazin L-arginine karg
K, inin 1-2 mM simirlan igerisinde oldugu gérilmistiir (Sekil 5,6).
Paraziter helmintlerde arginazlarm K, ’leri F. hepatica’da 10 mM
Hymenolepis diminuta’da 3.57 mM (2) olarak bildirilmigtir.

Kertenkele ve yilan karacigerinde bulunan arginazin K’i 100-
200 mM, insan karacigerinde 6.12 mM, sigir karacigerinde 5.5 mM
olarak bulunmugtur (5,6). Bu bilgilerin igiginda hidatik kist taba-
kalarinda bulunan arginaz’in K_’ine gorc kinetik bakimindan iri-
kotelik canhlardan ziyade iireotelik simifa yakin oldugu anlagilmstir.
Ayni durum, Hymenolepis diminuta ve F. hepatica’da da goriilmektedir.
Ureotclik olduklarnn bu giine kadar 1spatlanamazmig olan parazitler
helmintlerde iirikotelik arginazin bulunusu ilging bir durum arz
etmcktedir.

Arginaz cnziminin pH’st yapilan aragtirmalarin bir ¢ogunda
9.5 olarak belirtilmigtir (4,5). Paraziter helmintlerde ilk olarak ar-
ginazin pH’st Hymenolepis diminuta’da (2) 9.5 olarak tesbit olunmustur.
pH profilinin ¢an seklinde oldugu da bu gahgma ile gésterilmistir.
Kist tabakalarinda bulunan arginazin optimal pH sinin ve pH pro-
filinin dc bu parazite benzerlik gésterdigi gértilmustir (Sekil 3).

Enzimin aktivasyonu igin diger arginazlarda oldugu gibi (6)
Mn iyonlarina ve pre-inkiibasyona gerck duydugu anlagilmaktadir
(Sckil 2,4). Paraziter helmintlerde bulunan arginazin Mn iyonlarina
olan gercksinimi Campell (2) tarafindan aragtunlmustir. H. diminuta’da
Mn iyonlarinin varhginda arginaz aktivitesinin % 80 artug belirtil-
mistir. Bu caliymada Ba*2, Ca*2 ve Fe*2 in varhfinda cnzim aktivi-
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tesi goriilmemis, Mn’in varhginda ise enzimin katalitik aktivitesinde
cok belirgin bir artigin oldugu gériilmiigtiir. Enzim aktivitesinde artig
0.25 mM Mn*2 konsantrasyonundan baglamig ve 0.75 mM Mn kon-
santrasyonunda en yiiksek diizeye ulagmigtir (Sckil 4). Bu sonugtan
enzimin aktivasyonu i¢in mutlaka Mn iyonlanna ihtiya¢ duydugu
anlagimaktadir.

Enzimin en yiiksek aktivasyonunun fizyolojik simirlarn iizerinde
(51 °C) olan bir pre-inkiibasyon ile saglanmasi ayn bir ézellik goster-
mcktedir (Sckil 2).

Anilan kist tabakalarindaki arginazin varhg ve kinetik 6zellikleri
bu ¢alismada tesbit olunmakla birlikte, fizyoloji ve biyokimyasal
onemi konusunda bu agamada yorum yapmak miimkiin olmamak-
tadir.

Yash sigir hidatik kistlerinde rastlanan sarimtirak goériniimlii
hidatik kistlerin i¢ yiiziine bakan tabakalarin mahiyeti hakkinda ye-
terli bilgiye bu aragtirma siiresince rastlamlamamig olup konunun bu
yonide cevaplandinimayr bekleyen ayri bir problem tegkil etmek-
tedir.
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