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KISMEN SAFLASTIRILAN SIGIR KARACIGER ARGINAZININ KINETIK
OZELLIKLERI ve BAZI KIMYASAL BILESIKLERIN ENZIM
AKTIVITESINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Aysegiil Ayyildiz' » ismail Hakki Gokhun™

OZET

Bu calismada, olasr tibbi uygulamalara muhtemel bir
hedef olarak sigir karacigerinden arginaz enzimi kis-
men saflastirilarak, bazi kinetik ézellikleri incelenmis-
tir. Saflastirilan enzimin énce arginin substrati i¢in Mic-
haelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek
Km degeri 4.5 mM olarak hesaplanmistir. Daha sonra
sodyum siyanid, prolin, ¢inko klortir, sodyum dietilditi-
yokarbamat, histidin ve gentamisin’ in enzim aktivitesi
tzerindeki etkileri arastirlmistir. Sodyum siyanidin en-
zim Uzerinde karisik, prolin ve ZnCI2’ nin yarismali in-
hibisyon meydana getirdigi, sodyum dietilditiyokarba-
mat, histidin ve gentamisinin enzim aktivitesine dene-
nen konsantrasyonlarda gozlenebilen bir etkisi olmad-
g1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, saflastirma, kinetik, in-
hibitér, sigir, karaciger

SUMMARY

Investigation of The Kinetic Properties of partially
Purified Bovine Liver arginase and The Effect of Some
Chemical Compounds On Enzyme Activity

In this study, arginase was partially purified from bovi-
ne liver and some of its kinetic properties were investi-
gated for evaluation of possible medical applications.
The Km value for its natural substrate arginine was de-
termined as 4.5 mM by plotting the Michaelis-Menten
and Lineweaver-Burk graphics. Then, eftect of sodium
cyanide, proline, zinc chloride, sodium diethyldithi-
ocarbamate, histidine and gentamycine on enzyme ac-
tivities were investigated. Sodium cyanide was found to
be a mixed type inhibitor of the enzyme whereas proli-
ne and ZnCl2 were competitive inhibitors. Addition of
sodium-diethyldithiocarbamate, histidine and gen-
tamycine caused no observable effect on the enzyme
activity within the experimental concentrations.

Keywords: Arginase, purification, kinetics, inhibitors,
bovine, liver

Arginaz (E.C. 3.5.3.1), lire dongtstiniin son basa-
maginda L-arginini, tre ve ornitine hidroliz eder.
Memelilerde karaciger basta olmak iizere pek cok
dokuda aktivitesi belirlenmistir (1,2). Arginazin aktif
formu herbiri 35.000lik ti¢ alt tiniteden olusan, fark-
I dokularda 105-120.000 Daltonluk bir yapi olustu-
ran, bir mangan metalloenzimdir (3,4).

Biyolojik sistemlerde arginaz enziminin énem ta-
sichgr baslica metabolik yollar, tire déngiisii, prolin
ve poliaminlerin biyosentez yolu (5) ve sitotoksik
NOeo radikalini sentezleyen nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimiyle, paylasugi substrat igin girdigi yarisma yo-
ludur (6).

Arginaz enziminin kanserli hiicrelerde normal
hiicrelere gore daha fazla miktarda bulundugu, kolo-
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rektal kanserler (7), epidermal papillomalar (8), sinir
dokusu tiimorleri (9), prostat karsinomu (10) ve mide
kanserlerinde (11) gosterilmistir. Serum arginaz akti-
vitesinin arttig diger baslica patolojik durumlar, ka-
raciger hiicre harabiyeti, hemolitik anemiler (12) ve
miyokard enfarktustidiir (13).

Serum arginaz aktivitesinin dustk oldugu bir du-
rum ise enzim defektinin otozomal resesif gecis gos-
terdigi argininemidir. Argininemide plazma ve
BOS’da arginin konsantrasyonu artar (14).

Bu calismada sigir karaciger arginazinin molekii-
ler yapisi, belirlenen bazi kinetik 6zellikleri yoniin-
den, literatiir 1s1ginda baz diger hayvanlardan elde
edilen arginazlarla karsilastinlmistir. Bu yolla, sigir
karaciger kaynakl arginazin, argininemide replas-
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man amach kullanilabilirligi, ya da aktivitenin arttig
kanser gibi durumlarda inhibitor ilag hedefi olup
olamayacaginin bir 6n degerlendirmesi amaglanmis-
tir.

MATERYAL ve METODLAR

Calismamizda, 6nce arginaz enzimi sigir karaci-
gerinden Harrel ve Sokolowsky'nin metodu (15) esas
alinarak kismen saflastirilldi. Saflastirma isleminin
her basamaginda total protein miktarlari Lowry me-
toduyla (16) ve enzim aktivitesi Chinard metoduyla
(17) olgildi. Kismen saflagtirma isleminin sonunda
ise enzimin arginin substratina karsi Michaelis-Men-
ten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km dege-
ri hesaplandi. Bundan sonra arginazin kinetik 6zel-
liklerini tespit icin deneyler yapildi. Bu deneylerde
sodyum siyanid, prolin, ¢inko klortir, sodyum dietil-
ditiyokarbamat, histidin ve gentamisin gibi degisik
etkenlerin enzim aktiviteleri tizerine etkileri incelen-
di.

Arginaz saflastirma metodu olarak Harrell ve So-
kolowsky metodundaki basamaklardan asagida be-
lirtilenler, aciklanan degisikliklerle aynen uygulandi.
Buna gore, sigir karacigerinden arginazin kismen
saflastiriimasi icin ham homojenat metodda o6neril-
digi olctlerde once asetonla, sonra %55 doygunluk-
ta amonyum stilfatla ¢oktiriildi. Elde edilen mater-
yal dializle arindirildi ve jel filtrasyonu icin Sepha-

dex G-150 kolonundan karbonat tamponuyla elue
edildi (15,19). Toplanan 82 fraksiyon icinde aktivite-
si en yiiksek bulunanlar kinetik ¢calismada kullanild.
Arginaz aktivitesini U/ It birimiyle hesaplamak
icin asagidaki formul kullanild.
Numunenin arginaz aktivitesi = ODg,s; numune x
Faktor (IU/It), olarak hesaplandi
(Faktor = 125)
30uM 1
0,8 15 dk.

Faktor= x 50

30/0,8 = standart konsantrasyonu / OD515 stan-

dart

1/15 = 1/deney suresi
50 = seyreltme faktort
BULGULAR

Yapilan saflastirma islemiyle elde edilen en yiik-
sek spesifik aktiviteli fraksiyonda enzim aktivitesinin
baslangictaki ham homojenattan 24 kez daha fazla
oldugu belirlenmistir. (Tablo 1)

Bu fraksiyonla yapilan kinetik ¢alismalarda 75
mM karbonat tamponunda (pH 9,8) 37°C da L-argi-
nin substrati icin Km degeri 4,5 mM olarak bulun-
mustur. ilgili Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk

grafikleri Sekil 1 ve 2’de gosterilmistir.

Tablo 1. Sigir karacigerlerinden arginaz enziminin saflastirma tablosu

Saflastirma Hacim (mi) Total protein Total aktivite Spesifik Aktivite Safl P .
——— acim (m P (1v) 1U/mg aflagtirma orani %o verim
Homojenat 500 18,5 28100 1518 1 100
A :
SR 270 2,16 9450 4375 2,67 33,6

Coktiirme
Amonyum
§ﬁlfatla 60 0,6 3750 6250 4,11 13,3
coktiirme
Sefadeks 3 0,0043 158 36754 24,17 0,0056
G-150
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Sekil 1. Artan substrat konsantrasyonlari icin arginaz aktivitesi.

Deneye katilan etkenlerden sodyum siyanid, ¢in-
ko klortir ve prolinin artan konsantrasyonlarinin en-
zim aktivitelerini baskilayici etkisi belirlenirken (Se-
kil 3, 4, 5) histidin, sodyum dietilditiyokarbamat ve
gentamisin denenen konsantrasyonlarda ve kosullar-
da aktiviteye etki etmemislerdir (Sekil 6, 7, 8).

Sabit etken konsantrasyonunun artan substrat
konsantrasyonlarinda serum aktivitesine etkisinin in-
celenmesi amaciyla iki degisik konsantrasyonda
NaCN, ZnCl2, ve prolinin etken olarak kullanildig
deneylerde elde edilen verilerle cizilen Michealis-
Menten ve Lineveawer-Burk grafikleri sirasiyla Sekil
9a ve 9b, 10a ve 10b ve 11a 11b’de gosterilmistir.
Buna gore ZnCl2 ve prolin enzimi kompetitif olarak
inhibe etmekte, NaCN ise karsik tipte inhibisyon
yapmaktadir.

Histidin, Sodyum dietil ditiyokarbamat ve genta-
misin ise in vitro ortamda denenen kosul ve konsant-
rasyonlarda enzim aktivitesine etki etmemislerdir.
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Sekil 3. Artan NaCN konsantrasyonlarinin arginaz aktivitesine
etkisi

1/v
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1/18)
Sekil 2. Degisen arginin substrat konsantrasyonlari igin

Lineveawer-Burk egrisi

TARTISMA

Arginaz klinik biyokimya laboratuvarlarinda tani
ve tedavinin takibinde rutin olarak kullanilan bir en-
zim degildir. Bunun sebebi, enzimin viicutta hemen
hemen her dokuda bulunmasi, bu yiizden cesitli
hastaliklarin tanisinda 6zgiintigiiniin dustik olmasi-
dir. Arginazin farkli izoenzimlerini belirleyecek ayi-
rici testlere ise bu giine dek yapilmis olan klinik uy-
gulamalarda rastlanmamaktadir.

Cesitli tiir ve dokulardan elde edilen arginazlann
L-arginin icin Km degerleri 2-18 mM arasinda bildi-
rilmistir. Km farkliliklar farkli tiirlerin benzer doku-
larinda da gortlmektedir (20). Bu calismada sigir ka-
racigerinden 24 kez saflastinlan arginazin L-arginin
icin Km degeri 4,5 mM olarak belirlenmistir. Harrel
ve Sokolowsky’nin orjinal metodlarinda spesifik ak-
tivite, DEAE selliloz, SE sefadeks kromatografisi,
izoelektirik odaklama gibi yontemlerin de uygulan-
mastyla baslangic materyaline gore 790 kez daha
yuksek olarak belirlenmistir. Karaciger arginazinin
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Sekil 4. Artan ZnCl2 konsantrasyonlarinin arginaz aktivitesine

etkisi
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Sekil 5. Artan prolin konsantrasyonlarinin arginaz aktivitesine
etkisi

saflastirlmasindaki giiclik ve verim dustkligt goz
ontine alindiginda, eritrositlerin arginaz igin daha iyi
bir kaynak olusturabilecegi diistiniilmiis, ancak erit-
rosit ve karaciger arginazlarninin identikligi kesin ol-
madigindan (21) son olarak klonlama ile (22) karaci-
ger arginazinin tim cDNA’si E. coli’de bir ekspres-
yon plazmidiyle elde edilmis, her 1g E. coli icin 10
mg arginaz proteiniyle yiiksek verim elde edilimistir.
Ayni ¢alismada elde edilen klonlanmis insan karaci-
ger arginazinin, saflastirilmis eritrosit arginaziyla im-
munolojik capraz reaktivite gosterdigi ve amino asit
kompozisyonunun diger tiirlerden elde edilen kara-
ciger arginaziyla kiyaslandiginda en ¢ok insan eritro-
sit arginaziyla benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Bi-
zim calismamizdaki safsizliklar, substratin, enzime afi-
nitesine etki ediyor olabilir. Proteinin yapisina dair ¢I-
karnmlara ulagmak icin enzimin daha saf halde elde
edilmesi gerekir. Ancak bu ¢alismadaki kosullarda elde
edilen arginazin Km'si literatiirde 10,5 olarak belirle-
nen insan karaciger arginazi Km’sinden dustiktir (15).

Bu bilgiden hareketle herhangi bir kaynaktan
dogrudan ya da gesitli kimyasal ya da genetik mole-
kiler modifikasyonlarla elde edilebilecek diisiik Km
degerli bir arginazin arginine artmis afinitesiyle argi-
ninemi tedavisinde bir ¢esit arginin selatori gibi kul-
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Sekil 7. Artan Sodyum dietilditiyokarbamat konsantrasyonlari-
nin arginaz aktivitesine etkisi
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Sekil 6. Artan histidin konsantrasyonlarinda arginaz aktivitesi

lanilabilmesi miumkiin olabilir. Enzim tzerindeki
kimyasal modifikasyonlarin arginazin immiinojenik
ozelligiyle birlikte Km degerini de degistirebilecegi
bildirilmistir (23).

Yapilan deneylerde efektorlerden NaCN'in argi-
naz enziminde karisik tipte bir inhibisyon yaptig be-
lirlenmistir. Bu tip inhibisyon kompetitif ve nonkom-
petitif inhibisyonun bir birlesimi olarak kabul edilir.
Burada inhibitor var oldugu siirece [S] ne kadar ar-
tarsa artsin, enzim non-produktif ESI veya SI formu-
nu sentezleyecektir.

Burada inhibisyon CN’nin bir niikleofil olarak di-
sulfid baglarina saldirmasi ve enzimi denatiire etme-
siyle de gerceklesiyor olabilir.

Yapilan galismalarda Zn'nun arginaza baglanma
enerjisinin Mn’a gore yiiksek oldugu bildirilmistir
(25). ZnCl,'un arginaz aktivitesini baskiladigi bilin-
mekte ancak inhibisyonun mekanizmasi bilinme-
mektedir. Bu calismada ZnCl,'un yarismal inhibitor
olarak davrandigi gosterilmistir. Bu bulgu da Green
ve arkadaslarinin kurdugu Zn’nun enzimle olustur-
dugu kompleksin enzimin dinamik yapisini stabilize
ederek “induced-fit” 6zelligine engel olabilecegi hi-

50 4 L)
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Sekil 8. Artan konsantrasyonlarda gentamisinin arginaz aktivite-
sine etkisi
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Sekil 9a. Sabit NaCN ve artan Substrat konsantrasyonlarinda
arginaz aktivitesi
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$ekil 10a. Sabit ZnCl2 ve artan arginin konsantrasyonlarinda ar-
ginaz aktivitesi

potezini de aktif bolgeye baglanma teorisini destek-
lemesi yoniinden onaylamaktadir.

1945'le Hunter ve Downs, cesitli amino asitlerle
arginaz molekdliniin bag yapma enerjilerini belirle-
yip karsilagtirdiklarinda, arginaza afinitesi yiiksek
olan ve dogal substrat L-arginin’le yaristig bilinen L-
lizin ve omitin’in bag enerjilerini sirasiyla 3,72 ve
3,82 kcal/mol olarak bildirmislerdir. Histidinin bag
enerjisiyse -0,82 olarak bulunmustur (24). Arginaz
molekiltintn histidinle spontan kompleks olustur-
maya yatkinhginin distiklugu bu ¢alismada da gos-
terilmistir.

Prolin sentez yolu arginazla baslamaktadir. Elde
edilen sonuglar, prolinin kullanilan in vitro kosullar-
da arginazin bir yansmali inhibitorii oldugunu gos-

| ® 25 mM Prolin

| ®50 mM Prolin

0 s 0 18 20 s

[Arginin] (mM)

Sekil 11a. Sabit prolin ve artan arginin konsantrasyonlari icin
arginaz aktivitesi
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Sekil 9b. Sabit NaCN ve artan substrat konsantrasyonlari icin
Lineveawer-Burk egrisi
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Sekil 10b. Sabit ZnCl2 konsantrasyonlarinda artan substrat kon-
santrasyonlari icin Lineveawer-Burk egrisi

termektedir. Sentezlenebilecek prolin tiirevi yapisin-
da etkin inhibitorler arginin igin arginazla yarisan
NOS (Nitrik oksit sentetaz) yolunun organizmada
hizlandinlmasi amaciyla arginazin baskilanmasi ve
bu yolla 6rnegin tumér buyiimesinin yavaslatiimasi
ve timor oliminin hizlandirilmas icin denenebilir.
Bu calismada, pek cok dokuda aktivitesi bulunan
bir enzim olan arginazin, sigir karacigerinden 24 kez
saflastirilmis homojenat icindeki formunun Km de-
geri belirlenmis ve bazi kimyasal bilesiklerin enzim
aktivitésine etkileri arastirilmistir. Bu 6n calisma ge-
lecekteki olasi yeni klinik tani ve tedavi metodlarin-
da arginazi arastirma konusu olarak irdeleyecek
arastirmacilara ek bir bilgi kaynagidir.

0.400¢

® Prolinsiz
= 25 mM Prolin

A 50 mM Prolin

1N

1/151

Sekil 11b. Sabit prolin konsantrasyonlarinda artan substrat kon-
santrasyonlari icin Lineveawer-Burk egrisi
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