T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOKIMYA ANABILIiM DALI

RATLARA DENEYSEL OLARAK UYGULANAN
FARKLI DOZLARDAKiI KURSUN ASETATIN
ARGINAZ ENZIiMI AKTIVITE DUZEYLERINE
ETKIiSI VE ARGINAZ ENZIMININ KINETIK
OZELLIKLERI

YUKSEK LiSANS TEZi

Fatih DEMIR

ELAZIG-2014



ONAY SAYFASI
Prof Dr. Mustafa KAPLAN

Saglik Bilimleri Enstitust Mudura

Bu tez Y.Lisans T%tandaﬂlarma uygun bulunmustur.

/2 | )%&M)

Prof. Dr. P. Sema TEMIZER OZAN

Biyokimya Anabilim Dali Bagkani

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Y.Lisans Tezi

olarak kabul edilmistir.

20
Q)
Prof. Dr. P. Sema TEMiZER OZAN

Danigman

Y.Lisans Tezi Sinav1 Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. P Sema TEMIZER OZAN % . O 20

Prof. Dr. Mine ERISIR

Prof. Dr. Omer KIZIL




TESEKKUR

Egitimim boyunca ve tez ¢aligmalarim sirasinda benden gerekli her tiirli
ve yardimi esirgemeyen degerli danisman hocam ve Anabilim dali bagskanimiz
Prof.Dr. Sema Temizer OZAN ¢ a tesekkiirii bir borg bilirim.

Caligmalarim sirasinda yardimini esirgemeyen Anabilim dalimizin 6gretim
iiyesi degerli hocam Yrd. Dog¢. Dr. Gonca OZAN ‘a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Anabilim dalimizin degerli 6gretim iiyeleri Prof. Dr.Seval YILMAZ’a ve
Prof. Dr. Mine ERISIR’e, tesekkiir ederim. Calismam swrasinda yardimmi
esirgemeyen ve beraber ¢aligma imkani buldugum degerli asistanlar Ars.gér. M.
Ali Kisagam ve Ar.gor. Emre Kaya © ya, Biyokimya Anabilim Dalinda gorevli
tim personele, sevgi ve desteklerini her zaman yanimda hissettigim esime Ve

aileme tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ...ttt i
ONAY SAYFASH ..o sbee e anaeee s I
TESEKKUR.........cociiiiiieeeeeeeeteee e s sttt n s sttt iii
ICINDEKILER ......cooiiiiee ettt iv
SEKIL LISTESI.........coooiviiiiieeeeeeeee et vi
KISALTMALAR LISTEST ......cooiiiiic e viii
Lo OZET ..ot 1
2. ABSTRACT oottt ettt e et e e snt e e e s st e e snteeeanteeeanreeeas 3
3.GIRIS oo 5
3.1, UTE SENLEZI....vivvveeeeeeeieteeetee ettt ettt et ee ettt e et e te et ete et eae e 5
3.2. Amonyak MetaboliZmast.........ccooririiiiiiiiiiieiee e 6
3.2.1. Amonyak KaynaKIart ...........cccoouuviiiiiiiiiiiiiiiie e 7

3.3, UTE DONGIUST cvvvveveereveerereeereeeeteeeeteeeeteese e esete st s esstesesse s tessesesaeressesessasesens 8
3.3.1. Ure DOngiisiiniin Reaksiyonlari.........c.ccoeveeeveeveeensieersreiseseeeereenseeenans 9

3.4, Arginaz ENZIMi......ccoiiieiiie sttt 11
3.4.1. Arginazin Izoenzimleri ve OzelliKIETi..........cocvevveveeerereeieecieeceeeinns 14
3.4.2. Arginaz Enziminin Kinetik OzelliKIEri ........c.ccovveveveveeirieeieeiiernerenns 14
3.4.3. Klinik Olarak Arginaz ENZIiMi......ccccccoveiiieeiiiie e 16
3.4.4. Arginazin Biyokimyasal ve Patolojik Onemi..............cccceevivvrveuennne. 17
3.4.5. Arginaz Enzimi EKSiKIZ1 ....covvviiiiii e 20

BT L1 6] 1o DR 21
3.5.1. Kursun metabolizmasi............cceeeeeeeeiiiiiiec e 22
3.5.2. Kursunun organizma iizerine etkileri ve tani.............coccveevviinneennnnnnn. 24
3.5.3. Biyokimyasal parametreler............ccocoveiiiiieiiiee e 25



4. GEREC Ve YONTEM ........ocooiiiiiiiieeeeee ettt 29

4.1. Deney Hayvanlari........cccoovviiiiiiiiiiiic e 29
4.2. Kimyasal Maddeler............cooiiiiiiiiiiei e 29
4.3. Kullantlacak CihazIar ..o 30
A4, MEEOAIAN ..o 30
4.4.1. ArginazAktivitesinin OIGHIMESI ..........ccovevevieriireriieiecree e 30
4.4.1.1. Kullanilan Ayraclar ..........ccccooomiiiiiiiiiiee e 31
4.4.1.2. Arginaz Aktivitesinin Olglmii .............ccovvvvivirieriiieieeieeeeines 33
4.4.2. Homojenatta Protein OIGUmIL ..........c.ceeviveviiiiieriisiceee e 34
4.4.2.1. Kullanilan Ay1raclar ..........cccooovvviiiiiiiiiee e 34
4.4.2.2. Deney ProSedlrii...........ccovvvieiniimiieiiiee e 35

5. BULGULAR ..ottt s 37
5.1. Preinkiibasyon IS1SIn1n TeSDItl .......ccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceee i 37
5.2. Preinkiibasyon Stiresinin Tesbiti..........cccvvriiiiiieiiiiiiiiiiiiiiieeee i 38
5.3. Inkiibasyon SUresinin TeSDiti.........ceeeeereeireeeereeeesieeseereeeereeeere e 39
5.4. Mangan Iyonlarmin EtKiSi ........cccevvevereereeerereeiereceeciesessere e seere e snenas 39
5.5. Rat Karaciger Doku Arginazi Uzerine pH’ nin EtKisi........c..cccvcvvvrvinnnne. 41

5.6. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Arginin Konsantrasyonuna
Bagli DEeZISIMI ..ooceiiiiiiiiiiiiie ettt 42

5.7. Rat Karaciger Dokularinda Arginaz Aktivitesinin Kursun miktarlarmna gore

KaArS1laStirIlmMast; .. ..uuuueieiiiiiiiii e anaana 44
6. TARTISMA ... ..o 47
T KAYNAKLAR L 53
8. OZGECMIS ...ttt 60



SEKIL LISTESI

Sekil 1. Glutamattan amonyagin serbestleSmesi .......c.uvevvereiiireiiieesiiiee e e sieeens 5
Sekil 2. Amonyak MetaboliZmast .........ceveiiiiiiiiiiiiiie e 7
Sekil 3. Idrardaki azot igeren bilesiklerin dagilimi ..........c.ccooeeveveeeevereeeerereeenns 9
Sekil 4. Ure dONGISTL. .......cvoveviriiiietiriiiieteeeteteee sttt 11
SeKil 5. PrOtEIN SENLEZI.....ccuvveeiiiie e ee e ee et e e e e 14

Sekil 6. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Isisina Baglh
Olarak DEZISIMI «.cuvvveeeeiiiieee e 37
Sekil 7. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Zamanina
Bagli Olarak DeZiSImi......cuvveeeriiieieeiiiiii e 38
Sekil 8. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zamanma Bagl
Olarak DEeZISIMI ....uvvvviiiiieiiiiiiiiiiiiiee e 39
Sekil 9. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin MnCl, Konsantrasyonuna
Bagli Olarak DegiSTmi.......ccouiiuiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiee e 40
Sekil 10. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli Tampon Sistemlerine
ve pH’ya gore Gosterdigi Degisiklikler-kontrol grubu........................ 41
Sekil 11. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli Tampon Sistemlerine
ve pH’ya gore Gosterdigi Degisiklikler-kursun(Pb) asetat grubu........ 42
Sekil 12. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin L-Arginin Konsantrasyonuna
Bagli Olarak Degisiminin Michaelis-Menten Grafigi ile Gosterilmesi 43
Sekil 13. Rat Karaciger Arginaz Aktivitesinin L-Arginin Konsantrasyonuna Bagli

Olarak Degisiminin Lineweaver-Burk Egrisi ile Gosterilmesi. ........... 44

Vi



Sekil 14. Kontrol grubu (grup 1) ve 25 mg Pb (grup 2) verilen grublarin
dokularindaki Arginaz aktivite diizeyleri.........ccccoovviiiiiiiiiiiiincnnn,
Sekil 15. Kontrol grubu (grup 1) ve 50 mg Pb (grup 3) verilen grublarin
dokularindaki Arginaz aktivite diizeyleri.........ccccooveiiiiiiiiiiiiiincnn.
Sekil 16. Kontrol grubu (grup 1) ve 75 mg Pb (grup 4) verilen grublarin

dokularindaki Arginaz aktivite diizeyleri..........cccooocveiiiiiiiineen,

Vii



KISALTMALAR LISTESI

AL : Fumarik Asit Argininosiiksinat Liyaz
ALAD : ALA dehidrataz

BSA : Rat serum albumin

EPA : Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency)
IARC . Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Merkezi
i.P : Intra Peritonel

KPS : Karbonilfosfat Sentetaz

NAGS . Argininosiiksinat Sentetaz

NAGS : N- Asetilglutamat Sentetaz

OAT : Ornitinaminotransferaz

OoDC > Ornitindekarboksilaz

OTK > Ornitin Transkarbomoiaz

PP : Protoporfirin

ROS - Reaktif oksijen tiirevleri

TDMU : Tiyosemikarbazid-Diasetilmonoksim Ure
TSC : Tiosemicarbazid

ZnPP : CinkoProtoporfirin

viii



1. OZET

Kent yasaminda ve kursun kullanan endiistri dallarinda kursuna maruziyet
olusmakta, sonugta akut veya kronik zehirlenmeler goriilmektedir. Gliniimiizde
kirsal bolgelerde su ve besinlerle birka¢ mg kursun alinmaktadir. Kentlerde
bulunan endiistriyel artiklar ve motorlu ara¢ egsozlarindan yayilan kursun canlilar1
etkilemektedir. Kursun maruziyeti tim toplumu etkilemekte ve cesitli saglik
problemlerine yol agmaktadir.

Ure siklusunun son enzimi olan arginaz (L-arginin iire hidrolaz veya
amidinohidrolaz (E.C 3.5.3.1)), arginini, ornitin ve iireye hidrolize ederek,
ozellikle  memelilerde  karaciferde = amonyagin  zehirsizlestirilmesinden
sorumludur. Karaciger, arginaz aktivitesinin en yiiksek oldugu organdir. Ekstra
hepatik dokulardaki aktivitesi, karacigerden belirgin olarak daha diisiiktiir. Biz de
calismamizda kursun asetatin karaciger dokusunda bulunan arginazin aktivitesine
etkisini arastirdik.

Calismada ortalama 8 haftalik 28 adet 250 +/- 50 gram agirliginda Wistar
cinsi albino rat kullanilmistir. Ornekler rastgele alinarak dort gruba ayrilmistir.

Grup I; kontrol grubu 1 ml serum fizyolojik i.p ,

Grup II; kursun asetat 25 mg/kg-i.p ,

Grup III; kursun asetat 50 mg/kg-i.p ,

Grup IV; kursun asetat 75 mg/kg - ip seklinde diizenlenmistir.

Kursun asetat 1 ml serum fizyolojik icerisine katilarak 7 giin boyunca
sabah aksam birer kez olmak iizere periton i¢i uygulanmistir. Deney sonunda tiim

gruplardaki ratlara ketamin 75 mg/kgtxylazine 10 mg/kg periton ici (i.p)



uygulanarak denekler anestezi altinda dekapite edilmistir. Dekapitasyonun
ardindan ratlarin karaciger dokular1 hizla ¢ikarilarak 0,9 luk NaCI ile yikanmis,
daha sonra paketlenerek soguk zincirde laboratuvara ulagtirarak -80 °C de derin
dondurucada saklanmistir

Rat karaciger doku arginazi i¢in preinkiibasyon 1sis1 65°C, preinkiibasyon
zaman1 20 dakika, inkiibasyon zamani 18 dakika ve optimum pH 10 olarak
saptanmistir. Enzim en yiiksek aktiviteyi 3 mM MnCl, konsantrasyonunda
vermistir. Sonug olarak enzimin aktivasyonu i¢in Mn*? iyonlarinin ve 65 °C’ de
preinkiibasyonun gerekli oldugu tespit edilmistir. Kursun iceren rat karaciger
doku arginaznm L- arginine karsi olan Km’inin 8,5 mM civarinda, kontrol
grubunun ise 11,5 mM civarida oldugu bulunmustur. Sonug olarak, Pb varliginda
Km ve Vmax nun azaldig1 gézlenerek meydana gelen inhibisyonun unkompetatif

soldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kursun Asetat, Arginaz, Rat



2. ABSTRACT
THE EFFECTS OF EXPERIMENTAL APPLIED TO DIFFERENT
DOSES LEAD-ACETATE IN RATS ON ARGINASE ACTIVITY AND
KINETIC PROPERTIES OF THE ARGINASE ENZYME

In the city life and the industrial branches which lead is used, an exposure
to lead occurs and as a consequence acute or chronic poisonings are observed.
Nowadays, in rural regions few mg of leads are taken with food and water. The
lead spreading from the industrial wastes and exhaust of the motor vehicles has an
effect on creatures. The lead exposure affects all society and causes various health
problems.

Arginase which is the last enzyme of the urea cycle ( L-arginine urea
hydrolase or amidohydrolase (E.C 3.5.3.1) is responsible for the detoxification of
the liver and ammoniac in mammals by hydrolyzing arginine to ornithine and
urea. The liver is the organ which has the highest arginase activity. Its activity in
extra-hepatic tissues is distinctly lower than liver.

We have examined the effect of the lead acetate on the arginase activity
found in the liver tissues.

In the experiment, 28 Wistar type albino rats were used with the weight of
250 +/- 50 grams and approximately 8 weeks old. The samples were randomly
taken and divided into four groups.

The groups are regulated as follows;

Group I: control group 1 ml physiological saline solution i.p,

Group Il. Lead acetate 25 mg/kg-i.p

Group Il1: Lead acetate 50 mg/kg-i.p



Group 1V: lead acetate 75 mg/kg- ip

The lead acetate has been added into 1 ml physiological saline solution and
during 7 days it was applied in peritoneum one per night and day. At the end of
the experiment 10 mg/kg peritoneal spread was applied into 75 mg/kg+ xylazine
to the rats in all groups under the anesthesia. Following the decapitation, the liver
tissues of the rats are displaced rapidly and were washed with % 0,9 NaCl and
were storage in deep freezer at 80 °C C by being packaged and taken to laboratory
in cold chain.

The preincubation temperature for rat liver tissues was determined as 65
°C and the preincubation time as 20 minutes , incubation time as 18 minutes and
optimum pH as 10. The enzyme has given the highest activity in 3 mM MnCl,
concentration. As the result, it is determined that Mn*? ions and preincubation at
65 °C is required for the activation of the enzyme. It is observed that Km of the rat
liver which is opposite to L-arginine of tissue arginase including lead is
approximately 8,5 mM and control group is approximately 11,5 mM. As the
result, it is observed that Km and Vmax in the presence of Pb causes

uncompetitive inhibition by decrasing.

Key Words: Lead acetat, Arginase, Rats



3. GIRIS

3.1. Ure Sentezi

Ure biyosentezi, karacigerde meydana gelen {iire dongiisii sonucu
amonyagm detoksifikasyonu ile gerceklesir (1). Ilk basamak amino grubunun
ayrilmasidir. Ayrilan amino gruplarin1 o-ketoglutarat toplar ve glutamat meydana
gelir. Olusan glutamat, glutamatdehidrogenaz enzimi ile tekrar o-ketoglutarata
dontisiir (Sekil 1). Amino asitler transaminasyona ugrayarak o-ketoasite
dontisiirler ve L-glutamat meydana gelir. Geriye kalan a-ketoasitin karbon iskeleti
asetil-CoA' ya veya sitrik asit dongiisiiniin ara metabolitlerine doniiserek yikima
ugrar. L-glutamat ise L-glutamatdehidrogenaz ile o-ketoglutarat ve amonyum
iyonuna (NH4+) doniigiir. Toksik etkileri kanitlanmis olan amonyum iyonu,
karacigere transfer edilerek detoksifiye edilir. Bir dizi reaksiyon sonrasinda iireye

dontstiiriilir(2).

GlutamatDehidrogenaz

Glutamat+NAD+ + H,O » a-ketoglutarat + NH4+ + NADH + H+

Sekil 1. Glutamattan amonyagin ayrilmasi (2).

Periferde meydana gelen amonyak, glutamin sentetaz enzimi varliginda
glutamatla birleserek glutamini meydana getirir. Glutamin karacigere gelerek,
glutaminaz enziminin varliginda tekrar glutamat ve amonyum iyonuna ayrilir.

Meydana gelen amonyak Krebs-Henseleit iire dongiisiine girerek karacigerde



iireye doniisiir ve lire idrarla atilir . Ure suda kolayca ¢dziinen ve amonyaga gore

toksik olmayan bir maddedir.

3.2. Amonyak Metabolizmasi

Amino asitlerin yikimi esnasinda agiga ¢ikan amonyak c¢ok toksik
oldugundan en kisa zamanda organizmadan uzaklastirilmalidir (Sekil 2).
Amonyagin atilim sekli canlinin yasadigi ortamdaki su diizeyine bagli olarak
farklilik gosterir. Azot metabolizmas1 son iirliniine gore canlilar {i¢ grupta
toplanmaktadirlar;

1- Amonyotelik Grup: Deniz memelilerinin disinda suda yasayan biitiin
canlilar amonyag1 bir degisiklige ugratmadan amonyak seklinde ¢ikarirlar.

2- Ureotelik Grup: Suda yasayan memeliler ve bazi omurgalilar bu
sinifa girerler. Ureotelik canlilarda iire bir dongii sonunda argininin arginaz ile
hidrolizinden meydana gelir. Arginin protein sentezi i¢in gerekli bir amino asit
olup biitiin hiicrelerde bulunmaktadir. Ure dongiisii her hiicrede bulunmamakla
beraber arginaz bir ¢ok hiicrede bulunmaktadir. Karaciger hem arginazi hem de
iire donglislin diger enzimlerini kapsadigindan iire sentezinin 6nemli bir kismi bu
organda meydana gelir.

3- Urikotelik Grup: Biitiin kanatlilar ve suyun c¢ok az bulundugu
kosullarda yasayan siirlingenler amonyagi piirin biyosentezi yoluyla lireye gore
suda daha az ¢oziinen lirik asite ¢evirmektedir (3,4,5).

Amonyak esansiyel bir madde olmasina karsin insan ve hayvanlarda ¢ok
diisiik serbest amonyak diizeyleri bile agir serebral bozukluklara yol agar.

Amonyak zehirlenmesinin bulgular1 arasinda ellerde titremeler, konugsmanin



zayiflamasi, gorme bozukluklar1 ve agir durumlarda koma ve 6liim sayilabilir. Bu

nedenle organizmada amonyak baglanarak siiratle zehirsiz hale getirilmelidir (3).

; ' Glutamat
METABOLIZMA ——"> 0-Keto asttler NADE
Aminotransferaz Dehig}gtgaég:tz
i ; NAD@H+H*
DIYET VUCUT . -
PROTEINLERI oA aslr o-Ketoghutarat *
ADP+P,  ATP

Biyosentez

7 (Glutamin sentetaz /

/

NHj «— «— Cesitli azot igeren

x hilesikler

teaksiyonlanna <:|

vetilen amid azotu (hutaminaz

HO Glutamat

{Ire Diingiisit

Sekil 2. Amonyak Metabolizmasi

3.2.1. Amonyak Kaynaklar

Amonyak bir takim degisik bilesenlerin metabolizmas1 sonucu elde edilir.
Amino asitler amonyagin en onemli kaynagidir. Ciinkii 6zellikle diyetler protein
yoniinden zengindir ve fazla miktarda amino asit alinir. Amino asitler deamine
edilerek amonyak elde edilir.

1- Amino asitler: Bir ¢ok doku 6zellikle karaciger, aminotransferaz ve
glutamatdehidrogenaz reaksiyonlariyla amino asitlerden amonyak tiretir.

2-Glutamin: Bobrekler renal glutaminazin etkisiyle glutaminden amonyak

olusturur.



Bu amonyagm ¢ogu idrarla NHy+ iyonu halinde atilir. Bu mekanizma
viicudun asit-baz dengesinin siirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir. Amonyak ayni zamanda
glutaminin intestinal glutaminaz tarafindan hidrolizi ile elde edilir. Mukoza
hiicreleri ile glutamini hem kandan hem de diyet proteinlerinin sindirimi ile elde
ederler.

3-Bagirsaklardaki bakterilerin etkisi: Amonyak, bagirsak lumenindeki
irenin bakteriyel yikimi ile olusur. Portal vene gecen amonyagin hemen hemen
tamami1 daha sonra karacigerde tekrar iireye ¢evrilir.

4-Aminler: Besinlerle veya hormon ve ndrotransmitterler gibi gorev
yapan monoaminlerden elde edilen aminler amin oksidaz enziminin katalizi ile
amonyaga cevrilir.

5-Piirin ve pirimidinler: Pirin ve pirimidin katabolizmasinda,

halkalardaki amino gruplar1 amonyak olarak salinir (6).

3.3. Ure Dongiisii

Ure amino asitlerden elde edilen amino gruplarmin esas atilim seklidir ve
idrarin azot iceren bilesiklerinin % 90' 11 olusturur (Sekil 3). Ure molekiiliiniin
icerdigi azotlardan birisi serbest NHj3' den, digeri de aspartatdan elde edilir.
Glutamat, amonyak ve aspartat azotunun prekiirsoriidiir. Amonyak azotunu
glutamat dehidrogenazin katalizledigi oksidatif deaminasyon reaksiyonundan,
aspartat azotunu da aspartat aminotransferazin Kkatalizledigi okzaloasetatin
transaminasyonu reaksiyonundan elde eder. Urenin karbon ve oksijeni
karbondioksitten elde edilir. Ure karacigerde olusur ve daha sonra kanla

bobreklere taginarak idrarla atilir (7).



Ure | %36
Ereatinn 045
NHs" | | %43
Dhgerlent Yot

Sekil 3. idrardaki azot iceren bilesiklerin dagilimi (7)

3.3.1. Ure Déngiisiiniin Reaksiyonlar

Ure sentezinin ilk iki reaksiyonu mitokondride gerceklesir. Ddngiiniin
diger enzimleri sitozoldedir (Sekil 4).

Ure sentezi mitokondriyumda baslar. Mitokondriyal bir enzim olan
karbamoil fosfat sentetaz enzimi iki mol ATP kullanimi altinda bikarbonat ve
amonyaktan karbamoil fosfat' I’y1 sentezler. Mitokondriyum zar1 bikarbonat igin
gecirgen degildir. Bu nedenle sitozolden alinan karbondioksit, sadece karaciger
mitokondriyumlarinda bulunan karbonik anhidrazin bir izoenzimi araciligi ile
bikarbonata g¢evrilir ve lire sentezi i¢in hazirlanir. Karbamoil fosfat dogrudan
iireye doniistiiriilemez ve bu reaksiyonlar 4 ayr1 basamakta gerceklesir. Oncelikle
karbamil fosfatin karbamoil grubu, ornitin karbamoiltransferaz enzimi aracilig ile
ornitin tizerine taginir ve sitriillin sentezlenir. Olusan sitriillin sitozole gonderilir.
Ure sentezi reaksiyonlar1 bu asamaya kadar mitokondriyumlarda ger¢eklesirken
bundan sonraki agamalar sitozolde siirdiiriiliir (7,8).

Ornitin yapisindaki karbamoil grubu (sitriillin) tizerine 1 mol daha amino
grubu  tasmmmasit  gerekir. Fakat bu olay bir transaminasyonla
gerceklestirilemediginden aspartat dongiisii adi1 verilen dongiliye baglanir. Bu
olayda once sitriillinin karbamoil grubu ile aspartik asitin amino grubu arasindaki

baglanmayla arginosiiksinik asit olusur. Reaksiyon arginosiiksiniksentetaz



tarafindan 1 mol ATP kullanimi altinda gergeklesir. Arginosiiksinik asit de
arginosiiksinaz tarafindan arginin ve fumarik asite parcalanir ve sonug olarak bu
iki reaksiyonla aspartik asitin amino grubunun sitriillin iizerine tasindigr ve
arginin sentezlendigi sodylenebilir. Sentezin son basamaginda arginin, arginaz
enzimi tarafindan ornitin ve lireye pargalanir ve dongii tamamlanir. Sitozolde
olusan ornitin sitriillin' in mitokondriyumdan ¢ikistyla dengeli olarak enerji
kullanilarak mitokondriyumlara geri doner ve tekrar kullanima hazir hale gelir
(7,8).

Urenin atihmi: Olusan iire karacigerden kana gecerek bobreklere tagmir
ve siiziiliip idrarla atilir. Karacigerde sentezlenen iirenin bir kismi kandan
bagirsaklara diffuze olur ve bakteriyel ilireazla CO, ve NH3' a pargalanir. Bu
amonyak kismen fegesle c¢ikar, kismen de kana reabsorbe olur. Bobrek yetmezligi
olan hastaliklarda plazma iire seviyeleri artar ve bagirsaklara iire aktarimi da artar.
Ureazin etkisi sonucu artan amonyak miktar1 bu hastalarda klinik bir sorun

olusturur ve hiperamonyeminin baslica sebebidir (7).
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MITOKONDRIAL MATRIKS

?OOH COCH GOOH NH, + HCO;

|
(CH), | C=O NACS (GH), g L 2AP
+ I KPS
- —NH—C— Mg

CI2H NH, ? CIIH NH—C—CH, T
COOH CoA COOH
Glutamik  Asetil N-dsetil |C|> Karhamoil fos fat
Asit CoA Glutamik Asit H,N—C—OPOH,

(CHy)q OTK
CH— NH,
(I:OOH

H,N—C—NH, '

Arginaz COOH
(EC.353.1)
NH, ) AP i
| Ure CH,
?=NH |
B NH AMP + 2 Pi =0 b

Arginin | AS COOH
(CHa), i ik Ask
| spartik Asit

. CH—NH, NH COOH
SITOPLAZMA | Il |

Sekil 4. Ure dongiisii (6).

AL: Fumarik Asit Argininosiiksinat Liyaz (E.C.4.3.2.1.) NAGS: Argininosiiksinat Sentetaz
(E.C.6.3.4.5.) KPS: Karbarrioilfosfat Sentetaz (E.C.6.3.4.16.) OTK: OrnitinTranskarbomilaz (E.C.
2.1.3.3.) NAGS: N-Asetilglutamat Sentetaz (E.C.2.3.1.1.)

3.4. Arginaz Enzimi

Ure siklusunun son enzimi olan arginaz (L-Argininamidinohidrolaz; EC
3.5.3.1) L-arginini, iire ve ornitine hidrolize eder. Enzim ilk kez 1904 yilinda
Kossel ve Dakin tarafindan tanimlanmis olup (9), 1932 yilinda Krebs-Henseleit
tarafindan {ire dongiisiiniin bir enzimi oldugu kanitlanmistir (9,10). Memeli
karacigerinde amonyagin detoksifikasyonundan (zehirsizlestirilmesinden)
sorumludur (11,12). Gigli bir immiin sistem inhibitérii olup lenfosit

proliferasyonunda da inhibitor etkiye sahiptir (13).
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C=NH
NH2

Al NH,

+H-0

(CH-

(CHz)3 Arginaz (GH2)3 + C=0
CH-NH. ‘

CH-NH; - NH,

OO COOH URE

o Ornitin
Arjinin

Arginaz enzimi karaciger diginda; eritrosit, lokosit, trombosit, beyin,
bagirsak, bobrek, pankreas, akciger, meme bezi, testis, tiikiiriik bezi, plesenta,
deri, iskelet ve kalp kasi gibi dokularda da bulunmaktadir (11,12).

Eritrosit arginaz aktivitesinin, serumun arginaz aktivitesinden yaklasik 200
kat fazla oldugu tespit edilmistir. Tiikiiriik arginaz aktivitesi ise eritrosit
aktivitesinin 1/6's1 kadardir (14). Cesitli kanser tiirlerinin kan plazmalarinda
eritrosit arginaz aktiviteleri ve tre diizeyleri Ol¢iilmiis, L-argininin eritrosit
membranlarindan gegerek arginaz ile hidrolize oldugu ve olusan iirenin de
slipernatant tirelerini arttirdig1 deneysel olarak gosterilmistir (15).

Eritrositler iire dongiisii ile iire sentez edememelerine ragmen; insan,
koyun ve sig1r eritrositlerinde aktif bir arginazin varligi tespit edilmis, ancak keci
ve tavuk eritrositlerinde bu enzime rastlanmamustir (16,17).

Arginaz enziminin katalizledigi reaksiyonun iki {iriinii; lire ve ornitindir.

(11). Ure bdbrek yolu ile atilirken, ornitin de prolin ve poliamin sentezinde rol
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oynar. Ornitindekarboksilaz (ODC) aracilig1 ile poliaminlerin,
ornitinaminotransferaz (OAT) aracilig1 ile de prolin ve glutamatin sentezini saglar
(18,19).

Hiicrelerin biiylime ve gelismesi i¢in Onemli biyomolekiiller olan
poliaminler (putressin, spermin ve spermidin) tiim memeli hiicrelerinde bulunurlar
(20). Putressin, spermin ve spermidin; hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan
transkripsiyon, translasyon ve protein sentezinin baslamasini kolaylastiran alifatik
poliaminlerdir (21). Poliaminler bakteri ve memeli hiicre kiiltiirleri i¢in biiylime
faktorleridir. Farmakolojik dozlarda hipotermik ve hipotansif etkilidirler (22).

Poliamin sentezinin ilk basamaginda ODC enzimi, ornitinden putressin
olusumunu katalizler. Bu enzim; arginaz enzim aktivitesinin ylikselmesi ile dogru
orantili olarak aktive olmaktadir. Poliamin biyosentezinde hiz kisitlayici1 enzimdir
(22,23,24). Putressin, daha sonra spermidin sentaz ile spermidini, spermidin de
spermin sentaz ile spermini olusturur. Poliaminler hiicre biitiinliigiiniin, hiicre i¢i
organel ve membranlarinin stabilizasyonundan sorumludurlar. Cok sayida pozitif
yik tasidiklar1 igin, polianyonik Ozellikte olan DNA ve RNA'larla kolayca
birleserek, DNA ve RNA' nin biyosentezinin uyarilmasi, DNA stabilizasyonu ve
bakteriyofajlarda DNA paketlenmesi gibi temel olaylarda baslica rolii oynarlar
(22).

Hiicre i¢i poliamin metabolizmasmin ve dolasimdaki poliamin miktarinin
malign olaylarda artti§1, Ozellikle de eritrosit poliamin miktarmin hiicre
proliferasyonunun bir indeksi olarak kullanilabilecegi ve eritrosit poliamin
diizeylerinin tiimoriin gelisimi ile dogrudan iligkili oldugu bildirilmistir (24).

Poliaminler igin en ideal tasiyicinin eritrositler oldugu ve genis bir poliamin
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depolama kapasitelerinin bulundugu belirtilmistir (25). Poliamin ve protein
sentezinin ilk basamagi arginaz enzimi tarafindan katalizlenen argininin ornitine
donisiimiidiir (Sekil 5).

Arginin

U

Arginaz
Ornitin ---- » GlutamatSemialdehit ----- » Glutamat ---- » Prolin ----»
Kollagen , Kazein ve diger proteinler

Sekil 5. Protein Sentezi (22)

3.4.1. Arginazin izoenzimleri ve Ozellikleri

Gerek insan gerekse kobay dokularinda c¢esitli ¢alismalar sonucunda
arginaz enziminin bes izoenzimi mevcut oldugu immunoelektroforez ve immiin
diffiizyon testleri ile anlagilmistir. Bu bes izoenzim Al, A2, A3, A4, AS olarak

simgelendirilmis olup, dokulara goére dagilimi su sekilde belirtilmistir (26).

Karaciger Bobrek Tukirik Bezi
ApAc A1Ag A3 Ag

3.4.2. Arginaz Enziminin Kinetik Ozellikleri
Arginaz enzimi tetramerik bir yapiya sahiptir. Bu yapmin olusmasi,
enzimin 1stya dayanikliliginin artmasi ve inaktive olmasini Onleyebilmek icin

Mn++ iyonlarma ihtiyag vardir. Mn++ iyonlar1 arginaz enziminin maksimum
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aktivite gostermesini saglamaktadir (19,27,28). Arginazin dogal substrati olan
arginini hidrolize edebilmesi i¢in, optimal pH'sinin 9.4-9.8 arasmnda olmasi
gerekmektedir (29,30). Ph 7.4'te enzimin aktivitesi %10-30 oraninda azalirken,
pH 7'nin altinda ise ortadan kalkmaktadir (31,32).

Preinkiibasyon uygulanmis insan tiikiiriigiinde ortalama aktivite,
preinkiibasyon uygulanmamus tiikiiriik aktivitesine gore yaklasik olarak 3 kez
daha yiiksektir. Maksimum enzim aktivasyonu i¢in Mn++ iyonlar1 yaninda;
preinkiibasyon 1sismin da 55°C de olmasi gereklidir. Bu durumda enzim aktivitesi
%110 civarinda gergeklesmektedir (14,29,32).

Yapilan caligmalarda tiikiiriik bezleri ve karaciger arginazinin Mn++
iyonlar1 ile aktivasyona ugradiklari, ancak eritrosit arginazinda bu oranda bir
aktivasyonun gozlenmedigi ortaya konmustur (32). Mn"" iyonlar1 ile
aktivasyonun; karaciger arginaz aktivitesinde 4-5 Kkat, eritrosit arginaz
aktivitesinde 2-6 kat arttig1 bildirilmistir (33).

Arginaz aktivitesini, Mn++ iyonlarindan baska, Co++ , Cd++, Nit++,
Mg++, Ca++ iyonlar1 da artirmaktadir. Hg'", Ag™" gibi agir metal iyonlar1 ise
enzimin aktivitesini azaltmaktadir (3). Arginaz enzimi katalizorliigiinde meydana
gelen reaksiyonun iirlinlerinden ornitin, arginaz inhibe ederken; diger iirin olan
iire ise inhibe etmemektedir. Ornitin disinda; 16sin, izoldsin, lizin, prolin, sistein,
valin, tirozin gibi L-amino asitlerin de arginaz iizerine inhibitor etkisi vardir.
Ornitin ve lizin yarigmali; valin, izoldsin, 16sin ve sistein ise yarigmasiz
inhibisyona neden olur (27).

Arginaz enziminin iki izoenzimi oldugu tespit edilmistir. Bunlar arginaz

tip 1 (A-l) ve arginaz tip 2 (A-11)' dir (34). A-1 izoenzimi sitozolik form olup,
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karacigerde baskin olan tiptir ve iirogenezde primer rol alir. A-1l izoenzimi ise
eritrositlerde ve ekstrahepatik dokularda bulunur. Poliamin sentezinde rol oynar.

Toplam arginaz aktivitesinin %98'inden A-1 izoenzimi sorumludur (35).

3.4.3. Klinik Olarak Arginaz Enzimi

Arginaz enzimi {ire dongiisiiniin anahtar enzimidir ve ana kaynagi
karacigerdir. Ure dongiisiiniin gergeklesmedigi bircok doku ve organda da
bulunmaktadir. Serum arginaz diizeyleri, saglikli kisilerde oldukga diisiiktiir (36).
Akut hepatit, karaciger metastazlari, siroz safra kanallarinin malign tiimorleri gibi
hiicre harabiyetine sebep olan bening ve malign karacier hastaliklarinda serum
arginaz aktivitesi artar (37).

Eritrosit arginaz aktivitesinin  persiniyoz anemi, talesemi major,
megaloblastik anemi, orak hiicreli anemi gibi hematolojik hastaliklarda arttigi
gosterilmistir (38).

Kalitsal olarak arginaz enzimi eksikligine nadir olarak rastlanmaktadir.
Eksikliginde hiperamonyemi ataklari, sistein ve lizin kaynakli aminoasidiiri
gozlenir. Ure dongiisiiniin bozulmasma ve sonug olarak hiperargininemiye yol
acar. Hiperargininemik hastalarda enzim aktivitesi yoktur. Plazma arginin
diizeyinde 5-10 kat artis olmasi ve eritrosit arginaz aktivitesindeki azalma,
hastaligin tanisinda 6nem tasir. Amniyon sivisinda arginaz aktivitesi dogru olarak
Olglilemediginden hastaligin prenatal tanisi zordur (35,39). Kalitsal arginaz enzimi
eksikliginde, karaciger, eritrosit, l6kosit ve tiikiiriikte arginaz enzim eksikligi

gozlenirken, bobrek arginaz aktivitesinde belirgin bir artig saptanmistir (35,39,

40,41).
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Hormonlarm, arginaz enzim aktivitesi lizerine etkisini arastirmak iizere
yapilan c¢aligsmalarda, glukokortikoidlerin protein katabolizmasina yol agarak fire
dongiisli enzimlerini ve arginazi artirdigi, kortikosteroidlerin karaciger arginazini
aktive ettigi, ancak bobrek arginazi lizerine bir etkisi olmadigi saptanmistir
(42,43).

Arginazin kanserle olan yakin iliskisi, bir¢ok arastirmaci tarafindan c¢esitli
kanser tiirlerinde ortaya konmustur. Stratus ve ark. (37), meme kanserinde
preoperatif donemde serum arginaz diizeyinin saglikli kadinlardan 4 kat yiiksek
oldugunu bulmuslardir. Leu ve ark. (13), kolorektal kanserli hastalarda serum
arginaz diizeyini arastirmiglardir. Arastrma sonucunda kolorektal kanserli
dokularin normal mukozal dokulara gore 2 kat fazla arginaz aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir. Wu ve ark. (36), gastrik kanserli hastalarda plazma arginaz
aktivitesini normale oranla yiiksek saptamiglardir. Hepatobilier kanaldaki malign
timorlii hastalarda serum arginaz aktivitesinin artmasi, arginazdan zengin
karaciger hiicrelerinden enzim salindigini gostermektedir. Bu durum akut hepatitte
de serum arginaz aktivitesinin yiikselmesine yol agmaktadir.

Bu uygulamalar gosterilerek arginazin kanser hastalari i¢in belirleyici bir

enzim olabilecegi ileri stiriilmektedir (13,37).

3.4.4. Arginazin Biyokimyasal ve Patolojik Onemi

Arginaz, prolin ve poliamin sentezi i¢in ornitin saglar ki bu molekiiller
hiicre proliferasyonunu kontrol ederler ve kollagen {iiretimini saglarlar (44,45).
Dolayisiyla normal yara iyilesme siirecinde arginaz onemlidir (46,47). Arginaz

aktivitesi yaralanmalarda artar, bu artan arginaz aktivitesi, argininin ¢ok fazla
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kullanilmasi, ornitinin ve poliaminin asir1 iiretimi ile iliskilidir (45). Immun
sistemde Arginaz I ve II nin ekspresyonlarinim artisi, immiinsitokin cevabina yol
acar. Arginaz 1 ve Il nin artigi, immiin yetersizlik ile ilgili hastaliklarin
patofizyolojisinin anlagilmasinda 6nemli rol oynayabilir (45).

Insan meme kanseri hiicrelerinde arginaz seviyeleri yiiksek bulunmustur.
Arginaz II' nin, 6zellikle kolon ve mide kanseri, akciger kanseri ve renal hiicre
karsinoma hastalarinda ytikseldigi belirtilmistir. Prostat kanseri de, arginaz
calismalari i¢in hedef gosterilmistir. Ciinkii arginaz bu dokuda da yiiksek seviyede
eksprese edilmektedir ve bu dokunun fonksiyonu igin rol oynamaktadir. Prostat
kanserli hastalarin serumunda arginaz seviyeleri yiiksek bulunmustur. Arginaz
aktivitesi, skiilam6z hiicrelerde ve insan derisinin bazal hiicre kanserinde
yiikseldigi belirtilmistir ve hiicre ornitin konsantrasyonu yiikselmistir. Bu durum
malign deri tiimorlerinin gelismesine neden olabilecegi belirtilmis. Arginaz
enziminin timor belirteci olup olmadiginin agiklanmasi i¢in daha erken oldugu
savunulmaktadir (46, 47,48,49)

T helper 2 (Th 2) sitokinleri (IL-4, 5,9 ,10,13), arginaz ekspresyonlarini
indiikler (50). Alerjik inflamasyon sirasinda bu sitokinlerin ekspresyonlarinin
artis1, arginaz ekspresyonlarmin artisia neden olur ve beraberinde NO iiretimi
baskilanir, mukus ve kollagen iiretiminde artis meydana gelir. Arginaz, astimda
inflamasyona neden olur. Yapilan insan c¢alismalarinda, arginazin astimin
patogenezine katkida bulundugu agiklanmistir (44,51,52)

Ratlarda yash beyinde arginaz diisiik bulunmustur. Yash beyinde arginazin
azalmasiyla NO iretiminin arttigi, bu durumun yaslanma siirecinde

norodejeneratif bozukluga yol a¢tig1 agiklanmustir.(53,)
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Yapilan rat c¢alismalarinda, arginazin hipertansiyonda NO'nun
bioyararliliginda kritik bir faktor oldugu agiklanmistir: Arginaz, ayrica endotelyal
ve diiz kas hiicrelerinden de ecksprese edilir. Vaskuler arginaz aktivitesi
hipertansiyonda artis gosterir. Arginazin inhibisyonu, endotelyal disfonksiyonu ve
artmig kan Dbasincint iyilestirir, hipertansiyon gelisimini Onler. NO'nun
bioyararliligmi arttirir (54,55)

Ratlarda yapilan diger calismalarda arginazin, hepatoseluler hasarin erken
donem belirlenmesinde en yararli belirteg oldugu savunulmaktadir. Kupfer
hiicrelerinin hepatoseluler koruyucu fonksiyonu olarak karacigerde arginazin
yiikseldigi belirtilmistir (56,57). Glomerulonefritte arginaz yiiksek bulunmustu
(58). Tikanma sarihiginda karacigerde hepatositlerde morfolojik degisimler
gelismekle birlikte arginaz enzimi de dahil iire siklusu aktivitesi, 6nemli derecede
artig gosterdigi agiklanmistir (59).

Cerrahi indiklii travmalarda dahil, birgok travmalarda, insanda periferal
mononiiklear hiicrelerde arginaz aktivitesi yiiksek bulunmustur. Bu sonuca gore
arginaz I, travmada yiikselmekte, ornitin iiretimi artmakta ve NO metabolitleri
onemli derecede diismektedir. Travmanin sonucunda ve patofizyolojisinde
arginazin 6nemli rol oynadig: diistiniilmektedir (45).

Yapilan in vitro calismalarda, arginazin ndronal oksidatif stres iizerinde
ndronlar koruyucu 6zellikleri agiklanmistir. Arginazin ndronlar1 koruma 6zelligi,
nororejeneratif  etkileri,  poliaminleri  olusturmasiyla  iliskili  oldugu
savunulmaktadir (60). Arginaz I'in, ndronlarda anti-apopitotik etki gdsterdigi
belirtilmistir (61). Insanda, orak hiicre hastaliklarinda eritrosit arginaz aktivitesi

yiiksek bulunmustur (62).
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3.4.5. Arginaz Enzimi Eksikligi

Arginaz biitlin hiicreler i¢in 6nemlidir. Hiicrelerde bu enzim eksikliginde,
biiyiimede azalma goriiliir (46). Arginaz eksikliginde kiside, klinik olarak noronal
hasara bagl ilerleyen mental zayiflik, psikomotor davranista ve biiyiimede
gecikme goriliir (44,63). Arginaz I geni, 6q23'de lokalize olmustur. Arginaz
enzimi eksikligi, otozomal resesif genetik bir hastaliktir (64).

Ure siklusu enzimlerinin eksikligi dramatik sonuglar dogurur. Amonyak
artistyla olusan ensepalopati, koma ve 6liim meydana gelebilir. Ure siklusunun
son enzimi olan arginaz eksikligi, bebekligin son donemlerinde ve nadiren de
yetigkin ¢agda ortaya c¢ikar. Gelisimin gecikmesi ve kasilmalarla kendini gosterir.
Cok nadir 6liimle sonuglanir. Ure siklusu krizi, serebral 6deme yol acar. Fakat
arginaz | eksikligi, diger iire siklusu enzimlerinin eksikligi ile ortaya g¢ikan
hastaliklara gore daha ilimhidir. Diger iire siklusu enzimlerinin eksikligi ciddi
sorunlara yol agabilir. Fakat Arginaz I eksikligi tedavi edilebilir. Bu enzimin
eksikliginde, hiperargininemiye bagli olarak ilerleyen bunama, kasilmalar,
kortekste fonksiyon bozuklugu goriiliir (65,66).

Arginaz 1 eksikligi tandem mass spektrometresiyle ortaya ¢ikartilir. Yeni
doganda Arginaz I eksikligi tablosunda; 6zel, agir ve kiilfetli bir diyet ile bu
hastaliga dogumdan itibaren etkin ve sonug verici tedavi uygulanir. Bu hastalarin
cogunda akut hiperamonyemi riski ¢ok yiiksek degildir (47). Arginaz Il
eksikligine simdiye kadar nadir rastlanilmistir (44,67).

Arginaz I eksikliginde, arginaz II ekspresyonu artar. Bu hastalarda arginaz
IT artig1, serebrospinal stvida beklenmedik glutamin artisina neden olur. Glutamin

seviyelerinin asir1 ylikselmesi, hiperamonyemi ve hiicre i¢i osmolarite artis1 ile
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birlikte beyinde toksik 6dem meydana getirir. Ender olarak yaslilarda arginaz

eksikligi serebral 6dem ve gabuk 6liimle sonuglanir (67) .

3.5. Kursun

Kursun kullanilmakta olan en eski metallerden biridir. Kursun bilesikleri;
PbO (kursun monoksit=miirdesenk), Pb304 (kursuntetraoksit =siilyen= kirmizi
kursun), PbCO03 (kursun karbonat=iistiibec=beyaz kursun), PbSi03 (kursun
silikat), PbS (kursun siilfiir) ve PbCr04 (kursun kromat)dir. En dayaniklisi
PbO'dir. Kursun alagimlarindan en ¢ok kullanilan1 kursun antimondur (68).

Endiistride akiimiilator, su, ses ve radyasyon izolasyonunda, musamba,
boya ve alagimlarda, elektronik iletkenler, lastik, lehim ve oyuncak yapiminda
yaygin olarak kullanilir. Diger kullanim alanlar1; cephane i¢inde (kursun mermi),
bronz ve piringte, kozmetik ve miicevherlerde bulunur (69).

Kursun, sehir ¢evrelerinde yaygin olarak bulunan bir toksindir. En 6nemli
kaynaklar; kursunla kontamine olmus boya, toz, toprak ve sudur (68,70).

Cevresel kursun dagilimmin en 6nemli yolu havadir. Havadaki kursun
kaynaklar1; kursun ilave edilmis petroliin yanma tiriinleri, yakma firinlari, maden
tasfiyehaneleri gibi kaynaklar ve bazi endiistriyel maddeleri iceren yanmig fosil
yakittir. Havadaki en dnemli kursun inorganik kursundur ve esas kaynak benzine
eklenerek kullanilan tetraetil ve tetrametil kursunun yanmasindan kaynaklanir
(72).

Bitkisel ilaglar, kursun kozmetikler, benzin koklamak ve mermiler kursun
zehirlenmesinde daha az 6nemli kaynaklardir. Yeralt1 ve yiizey sularinda kursun

diizeyleri genelde diisiiktiir fakat su dagitim sistemlerine girdiginde artmaktadir.
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Igme suyundaki kursun, yiyeceklerdeki kursundan daha fazla absorbe edilir.
Eriskinler igtikleri sudaki kursunun %30-50'sini absorbe ederken, g¢ocuklar

%60'dan fazlasini absorbe eder (71).

3.5.1. Kursun metabolizmasi

Inorganik kursun, viicuda 6zellikle yutularak ve inhalasyon yoluyla girer
ve biyolojik transformasyona ugramaz. Buna karsin organik kursun -birincil
olarak benzinde tetraetil ve tetrametil kursun olarak bulunur , viicuda inhalasyon
yoluyla, yutularak ve deriden girer ve karacigerde suda eriyen kursun trialkillere
cevrilir. Bunlar sindirim sistemine 6zel bir affinite gosterir (72,73).

Kursunun absorbsiyon, dagilim ve toksisitelerini etkileyen birgok faktor
vardir. Inorganik kursun bilesikleri yetiskin gastrointestinal sisteminden (GIiS)
%10 veya daha az diizeyde absorbe edilmektedir. Absorbsiyon kursunun formu ve
partikiil biiytikligii ile iligkilidir. Demir, kalsiyum, protein ve ¢inko eksikligi kan
kursun diizeyini artirict etki gosterir ve kursunun zararli etkilerinin artmasina
neden olur (70, 73).

Kan dolagiminda absorbe edilen kursunun biiyiik kismi eritrositlere bagl
olarak bulunur. Serbest plazma fraksiyonu beyin, karaciger, bobrek, deri, iskelet
ve kaslara dagilir, burada kolaylikla degisebilir. Akut ve yiiksek doz maruziyet ile
bu dokulardaki konsantrasyon artar. Erigkinde absorbe edilen kursunun major
depolanma yeri kemik dokudur. Kalsiyuma benzer sekilde kemik matriksle
birlesir. Yogun kemikteki kursun yavasca mobilize olur ve zaman icinde yavas

yavas artar (73, 74).
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Bununla birlikte ¢ocuklarda iskelet kursunu olduk¢a mobildir. Biiyiik
miktar kursun yumusak dokularda bulunur ve yarilanma 6mrii 2 aydir. Beyin bir
istisna olusturur. Kursun, kan-beyin bariyerini yavas gecer ve biyolojik yar1 6mrii
1 yildan fazladir. Plasenta kursun gegiginde bir bariyer degildir ve fetus anneden
gecen kursuna maruz kalir. Kursunun kandaki yarilanma omrii 25 gilin, yumusak
dokudaki 40 giin ve kemikteki 25 yildan fazladir (75,76).

Cok diistik konsantrasyonda kursun insan siitiinde bulunmustur (10).
Atilim yavastir, esas olarak idrarla atilir. Fekal yol ve ter diger atilim sekilleridir.

Kemik hastaliklar1 (osteoporoz, fraktiirler) depo kursunun serbest
kalmasimi artirir ve kan kursun diizeyi artar (73).

Kursunun viicutta norolojik, hematolojik, endokrin, renal, iskelet, {ireme
sistemleri iizerine etkileri bulunmaktadir. Ayrica karsinojenik etki yapabilir.

Kursunun yiiksek dozlari hem c¢ocuklarin hem de yetiskinlerin Sinir
sisteminde ¢esitli patojen etkiye sebep olur. Ensefalopati kronik kursun
zehirlenmelerinin en 6nemli belirtisidir. Yetiskinlerde daha az goriilen bu durum,
yilksek dozda kursun zehirlenmesine ugrayan cocuklarda daha sik goriiliir.
Yetiskinlerde ek olarak nobetler, demans veya periferik néropatiye yol acgabilir.
Cocuklarda ise mental retardasyon, artmig intrakranial basing, bas agrisi, ndbetler,
optik atrofi ve distonia gelisebilir. Elektroensefologram (EEG) genellikle diffuz
yavaglama gosterir, paroksismal desarjlar olusabilir (73, 76). Sinir sistemindeki bu
etkilere ek olarak yliksek dozda kursunun kan, endokrin sistem, bobrekler ve
treme sistemleri lizerine etkileri bulunmaktadir. Ayrica karsinojenik etkisi

bulundugu bildirilmistir (77, 78). Kursunun primer olarak etkisi periferal ve
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santral sinir sistemi, kan hiicreleri ve vitamin D ve kalsiyum metabolizmasi

tizerinedir (79).

3.5.2. Kursunun organizma iizerine etkileri ve tam

Kursunla akut karsilasmada geri doniisimli olarak karaciger
fonksiyonlarinda bozukluk (AST ve ALT'de artig), kronik karsilasmada ise
bobreklerde hiperiirinemi ve kreatinin klerensinde azalma goriilebilir .Kan kursun
degerlerinin (PbB) 10 mg /dI'nin altinda oldugu degerlerde dahi PbB'de normale
gore her 10 kat artista serum kreatininin 0.14 mg/dl kadar arttig1 gozlenmistir
(16). Kursuna bagli proksimal tubiiler zedelenme, glomeriiler skleroz ve
interstisyel fibroz gibi bobrek rahatsizliklar1 6zellikle meslekleri nedeniyle
kursunla karsilasan iscilerde goriilmektedir. Belirtiler arasinda proteiniiri, glukoz
ve organik anyonlarin tasinmasinda bozulma ve glomeriiler filtrasyon oraninda
diistis bulunur (80,81).

Yiikselmis PbB (20,28 mg /dl) ile tiim dolasim ve kalp-damar sistemi
hastaliklarina bagli mortalité oranlarinda 6nemli artis goriilmiistiir (82). Ayni
sekilde klinik ve popiilasyon calismalarinda meslek nedeniyle karsilasmis
bireylerde hipertansiyon, serebrovaskiiler ve kalp-damar sistemine ait hastaliklarla
ilgili korelasyon bildirilmistir (83,84). Uzun siireli diisiik dozda kursunla
karsilasmanin da insan ve hayvanlarda hipertansiyona yol agtigir gosterilmistir
(85). Kursunla artan hipertansiyonun etki mekanizmasi endotelyum kaynakli
nitrik oksidin inaktivasyonunun arttirilmasindan ve reaktif oksijen tiirevleri (ROS)

olusturulmasindan kaynaklanabilir. Ding ve arkadaglar1 ise hipertansiyonun
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kursunun olusturdugu hidroksil radikallerinin endotelyal disfonksiyona sebep
vermesiyle olustugunu bildirmistir (86) .

Kursun dolasimda yogun olarak bulundugu i¢in en yogun etkisini
hemapoietik sistemde gostermektedir. Kursun tarafindan alyuvarlarm Omri
kisaltilmakta, "Hem" sentezinin ¢esitli adimlar1 inhibe edilerek , hemoglobin
sentezi engellenmekte ve mikrositer anemi ortaya ¢ikmaktadir (87). Kursunun
kadin ve erkek tireme sisteminde toksik etkilerinin oldugunu gdsteren ¢aligmalar
da yapilmistir. Kursunla ilgili islerde ¢alisan kadinlarda spontan abortus, Olii
dogum ve diisiik agirlikta cocuk dogurma sikliginda artis oldugu bildirilmistir.
Erkeklerde ise sperm ve testisler iizerine toksik etki, hiperspermi (asir1 meni
hacmi), teratospermi (morfoloji bozuklugu), astenospermi (az hareketlilik) ve
hipogonadizm (gonadlarda kii¢iikliik) olusabilmektedir (87,88) .

Kursun, Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Merkezi (IARC) tarafindan
insanlar icin muhtemel karsinojenlige yiikseltilmistir (89). insanlarda sigara i¢imi
ile kursun alinmasi1 sonucunda akciger kanseri ve kursunla karsilasmaya bagli

olarak gelisen bobrek, mide ve idrar kesesi kanserleri bildirilmistir (90).

3.5.3. Biyokimyasal parametreler

Kursun zehirlenmesinin tanist zordur; ¢iinkli belirtileri 6zel degildir.
Eriskin hastada kolik agrisi, anoreksi, kabizlik, uykusuzluk ve huzursuzluk; bazen
diisiikk hemoglobin diizeyleri ve serum bilirlibin diizeyinde artigin ortaya ¢ikmasi
ile tan1 konulabilir (91,87). Ayrica kursunla karsilasma olan bir iste ¢alisma
oykiisii ile klinik belirti ve bulgularin da 6nemi olmakla birlikte; kesin tan1 atomik

absorpsiyon yontemi kullanilarak kan kursun diizeylerinin (PbB) belirlenmesiyle
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yapilir. Cocuklarda ve gebe kadinlarda 10 /mg/dl, yetiskinlerde 40 /mg/dl'nin istii
PbB anlamli kabul edilmektedir. Ozellikle kan ¢inko protoporfirin (ZnPP)
diizeyinin Ol¢iilmesinden de faydalanilmaktadir. Erigkin erkeklerde PbB 25
/mg/dL'nin tizerinde oldugunda, ZnPP konsantrasyonu da anlamli olarak
artmaktadir (87). Kadinlarda demir diizeyinin daha az olmasi nedeniyle daha
diisik PbB'de ZnPP'de artis goézlenir. Cocuklarda PbB 15 /mg/dl oldugunda
ZnPP'de artis olur (92). Kursunla karsilasma i¢in en ¢ok basvurulan ve en giiglii
biyomarker PbB'nin 6l¢iilmesidir; ancak Cevre Koruma Ajanst (Environmental
Protection Agency-EPA) kursun igin toksik bir esik diizey olmadigini
aciklamistir. Bu da viicuda zarar vermeyecek miktarda kursun seviyelerinin
olmadig1 anlamina gelmektedir. Ayrica EPA su ile alinabilecek en fazla PbB' nin
sifir olmasi gerektigini de vurgulamistir (93).

Kursun zehirlenmesinin en ¢ok etkiledigi hiicreler eritrositlerdir. In vitro
calismalarda kursunun eritrositlerde de oksidatif stresi indiikledigi gosterilmistir
(94,95). Bu durum kursunla karsilasan iscilerin eritrositlerinde de Olgiilmiistiir
(96,97).  Eritrositler  oksidatif zedelenmeye karsi; oksijen’e  yiiksek
konsantrasyonda  karsilasmalari,  yapilarindaki ~ hemoglobinin  kolayca
otooksidasyona ugramasi, membranlarmin lipid peroksidasyonuna duyarli olmasi
ve zedelenen yapi taslarini tamir etme yeteneklerinin sinirli olmasi nedeniyle
oldukca duyarhdir. Kursun bu sistemi; hem ve hemoglobin yapimini énleyerek,
eritrosit morfolojisini ve Omriinii degistirerek etkiler (95,98). Kursun hem
sentezinde yer alan ALA sentaz, ferroselataz ve ALA dehidrataz (ALAD)
enzimlerinin aktivitesini engellemektedir (94). Ozellikle PbB 20 Hg/dI'nin {izerine

ciktiginda ALAD aktivitesinin %50'si inhibisyona ugramaktadir. Buna ragmen
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ALAD ile PbB degerleri birbiri ile pozitif korelasyon gostermedigi i¢cin kursun
zehirlenmesinin  tanisinda  kullanilmamaktadir  (99). ALAD'!n inhibisyonu
sonucunda ortamda biriken amino leviilinik asit (ALA)'nm idrar diizeyleri siklikla
tanida kullanilmasina ragmen sadece yetiskinlerde 35 mg/dI'nin;Cocuklarda ise
25-75 mg/dlI'nin iizerindeki PbB'de etkili olmaktadir. Fakat diisik dozda
karsilasmada tam olarak Olgiilebilecegi bir biyomarker bulunmamaktadir (100).

Ferroselataz enzimi protoporfirin (PP) icerisine demirin sokulmasini
katalizlemekte ve kursun tarafindan inhibe edilmektedir. Boylece eritrosit ZnPP
diizeyleri ortamda ylikselmekte ve demir yerine ¢inko baglanmaktadir. Olusan
ZnPP degerleri ancak PbB 35 mg/dI'nin {izerine ¢iktig1 zaman akut kursun
zehirlenmesinin tanisinda kullanilabilmektedir. ZnPP i¢in esik tanmi degeri
yetiskinlerde 30 mg/dl; c¢ocuklarda ise 15 mg/dl'dir (101). Fakat porfirialar,
karaciger sirozu, demir yetersizligi, alkolizm gibi etkenlerin de hem sentezine
ayni etkiyi yapabilmesi ZnPP'nin tanida kullanimina smirlama getirmektedir
(100).

Kursun vyine pirimidin 5-niikleotidazin  aktivitesini de azaltarak,
alyuvarlardaki pirimidin niikleotidlerinin miktarinda bir artisa ve olgunlagmalarini
engelleyerek mikrositer anemiye neden olmaktadir. Mikroskopta alyuvarlarda
bazofilik cisimciklerin goriilmesi ve hemoliz taniya yardimci olur; fakat benzen
ve arsenik gibi diger zehirlenmeler ve enzim eksikliginde de benzer belirtiler
goriilebilir. Bazofilik cisimcikler ile mikrositer, normositer ya da hipokromik
anemi ancak yetigkinlerde 50 mg/dl; ¢ocuklarda ise 25-40 mg/dl PbB'de
goriilmektedir ve yine ne bazofilik cisimcikler ne de hipokromik anemi diisiik

dozlarda kursunla karsilasmanin bir Olgiitii olamamaktadir (102). Hemoglobin
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degeri ise PbB yetiskinlerde 50 mg/dL; g¢ocuklarda ise 40 mg/dL olmadikga
diismeye baslamamaktadir (101).

Kursun besinle alinan D vitaminin aktif sekli olan 1,25-dihidroksivitamin
D'ye doniisiimiinii engellemektedir. Cocuklarda yapilan ¢alismalarda bu etkinin
anlamli diisik diizeylerinin PbB 33-120 mg/dl arasinda goriildiigii, hatta 12
mg/dL kadar diisiik PbB'de bile belirlendigi bildirilmistir (103). Yine 62 mg/
dl'nin lizerindeki PbB'de total ve iyonize serum kalsiyum degerleri diiserken;
parathormonun ise yiikseldigi bildirilmistir (104).

Bu c¢alismada, yasam alanlarimizda yaygin olarak bulunan bir toksik madde
olan kursunun asetath birlesiminin, ratlara farkli dozlarda uygulanmasi ile rat
karacigerinde arginaz enzimi aktivite diizeylerine etkisi ve kinetik 6zelliklerine
incelenmesi amaglandi. Ayrica, optimize edilen kosullar ileride ratlarda farkli
dozlardaki kursun asetatin verilmesiyle dokularda olusacak arginaz enzimi

aktivitesi ile ilgili galismalarda refarans olmasi da amaglanmuistir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Deney Hayvanlan

Calismada ortalama 8 haftalik 28 adet 250 +/- 50 gram agirliginda Wistar
cinsi albino ratlar kullamldi. Ornekler rastgele almarak dort gruba ayrilds;

Grup | ; kontrol grubu 1 ml serum fizyolojik i.p. ,

Grup II ; kursun asetat 25 mg/kg-i.p ,

Grup III ; kursun asetat 50 mg/kg-i.p ,

Grup IV ; kursun asetat 75 mg/kg — i.p seklinde olacaktir.

Kursun asetat 1 ml serum fizyolojik igerisine katilarak 7 giin boyunca
sabah aksam birer kez olmak iizere periton i¢i uygulandi. Deney sonunda tiim
gruplardaki ratlara ketamin 75 mg/kg+xylazine 10 mg/kg periton i¢i uygulanarak
anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan ratlarin karaciger
dokular1 hizla ¢ikarilarak % 0,9 luk NaCl ile yikandi, daha sonra paketlenerek
soguk zincirde laboratuvara ulasilarak -80 °C de derin dondurucada galisma

giiniine kadar saklandi.

4.2. Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan kursun asetat, L-arginin, Diasetil Monoksim,
Tiyosemikarbazid, Siilfiirik Asit, HCI , Mangan Kloriir gibi kimyasal maddeler
Sigma, Merck ve Fluka firmalarindan temin edilmistir. Arastirmada kullanilan

diger kimyasal maddeler ise analitik saflikta olup piyasadan saglanmstir.

29



4.3. Kullanilacak Cihazlar

1- Cam-cam ve cam-teflon (Pottern-Elvehjem) homojenizator
2- UV/VIS Spektrofotometre (Shidmadzu UV 240)
3- Sogutmali Santrifiij (Niive NF 800 R)

4- pH metre (pH- MeterCG 810)

5- Sicak su banyosu (Benmari)

6- Vorteks

7- Mikser

8- Deep-freeze (Bosch)

9- Biistri

10- Folyo kagit

11- Ependorf

4.4. Metodlar

4.4.1. Arginaz Aktivitesinin Olciilmesi

Arginaz aktivitesi; Tiyosemikarbazid-Diasetilmonoksim Ure (TDMU)
yontemi esas alinarak dlgtimler yapilmustir (35). Diasetilmonoksim, iire ile direk
reaksiyona girmez. Once asit ortamda 1sinin etkisiyle diasetil ve hidroksilamine
hidroliz olur. Diasetil, asit solusyonda iire ile kondanse olarak sar1 renkli bilesik

olan Diazin’i meydana getirir. Olusan sar1 rengi kararlh kilmak igin

Tiyosemikarbazid ve Fet? iyonlar: kullanilir (105).
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4.4.1.1. Kullamlan Ayraclar

1- 65 mM’hk L-Arginin Solusyonu:

13.65g L-arginin monohidroklorit (Mol.Ag. 210.66g/mol) tartilip, 1lt
distile su ile balon jojede tamamlanarak pH’ s1 10’ a getirilmistir.

2-Asit Ayracr:

a) FeCl3 hazirlanmast;

1,62g FeCl3 ( Mol. Ag. 270.3g/mol) tartilirak, % 56,7’lik H3PO4
(d=1.71,Mol.Ag.98.0g/mol) ile hacim 50 ml’e tamamlanmustir.

b) 206 ml ’lik H2SO4 (d=1.84, Mol.Ag. 98.08g/mol ) tizerine 794 ml
distile su koyulmus, iizerine 1 It FeCl3 eklenir ve koyu renkli reaktif sisesinde,
oda 1s1s1nda saklanmustir.

3-Renk Ayraci:

0.328g  tiosemicarbazid (TSC,Mol.Ag.91.14g/mol) ve  6.23g
Diasetilmonoksim bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra distile su ile 1 litreye
tamamlanarak koyu renkli reaktif sisesinde, oda 1s1sinda saklanmustir.

4-1mM MnNCI2 Cozeltisi:

0.270 g MnCI2 (Mol. Ag. 270.9 g/mol) tartilip, distile suda ¢oziildiikten
sonra son hacim 500 mI’ye tamamlanarak +4°C’de saklanmustr.

5-Karbonat Tampon Cozeltisi (150 mM NaHCO3/ Na2CO3):

a) 150 mM NaHCO3 hazirlanmast;

12.6g NaHCO3 (Mol.Ag.84.01 g/mol) tartilmis ve 1000 ml’ ye yakin
distile su konmustur.

b) 150 mM Na2CO3 hazirlanmasi;

7,87gr Na2CO3 (Mol.Ag.105.99 g/mol) tartilip ve 500 ml distile su
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eklenir. 150 mM ¢ lik NaHCO3 ve 150 mM Na2CO3 ile pH’ 10 a ayarlanilir ve
soliisyon +4°C’de saklanmustir

6-Glisin-NaOH Tampon Cazeltisi (150mM, pH 8.78-10.6)

a) 3.76g Glisin (Mol.Ag.75.07g/mol) bir miktar distile suda ¢6zdiiriilerek
ve 250 ml’ye tamamlanmustir.

b) 2g NaOH (Mol.Ag.40g/mol) bir miktar distile suda ¢6zdiiriilmiis daha
sonra 250 ml’ ye tamamlanmustir. Tampon ¢6zelti hazirlanirken 200 mM’ ik Glisin
cozeltisi behere koyulmustur. 200mM’ ik NaOH ¢o6zeltisi ile pH’s1 8.6-10.6
arasinda degisen ¢ozeltiler hazirlanmustir.

7- NaHCO3-Na,CO3;Tampon Cozeltisi (150 mM, pH 9.2-10.2)

a) 8.40 g Na,CO; (Mol. Ag. 10599 g/mol) bir miktar distile suda
¢Ozdiirtilmiis ve 500 ml’ ye tamamlanmaistir.

b) 10.5 g NaHCO; (Mol. Ag. 84.01 g/mol) bir miktar distile suda
¢cOzdiirtilmiis ve 500 ml’ ye tamamlanmistir. Tampon hazirlarken 150 mM’ lik
NaHCOj; ¢ozeltisi behere konarak Na,COs ile pH’ s1 9.2-10.2” 1 arasinda degisen
tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Soliisyon +4 °C’ de saklanmustir.

8- NaHCO3-NaOH Tampon Cozeltisi (150 mM, pH 9.7-10.9)

a) 4 g NaOH (Mol. Ag. 40 g/mol) bir miktar distile suda ¢o6ziiliir ve 500
ml’ ye tamamlanmustir..

b) 10.5 g NaHCO3 (Mol. Ag. 84.01 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziiliir
ve 500 ml’ ye tamamlanmistir. Tampon hazirlarken 150 mM’ ik NaHCOs;
cozeltisi behere konarak NaOH ile pH’ s19.7-10.9 aras1 degisen tampon ¢dzeltiler

hazirlanan ve soliisyon +4 °C’ de saklanmustur.
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4.4.1.2. Arginaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Alinan doku ornekleri tizerindeki kan ve pihtilar uzaklastirildiktan sonra
iki siizge¢ kagidi arasinda kurutulmus ve 1g tartilarak distile su ile 10 ml’ ye
(agirlik/hacim) tamamlanmistir (sulandirma orani 1/10). Ornekler omni-mikserde
parcalandiktan sonra Potter-Elvehjem (cam-cam) homojenizatérle homojenize
edilmistir. Homojenat +4°C’de 13000 xg’de 15 dakika Niive marka santrifiijde
santrifiigasyon islemine tabi tutulmustur. Bu islemden sonra orneklerin
slipernatantlar1 ve peletleri (¢okiintii kismi) birbirinden ayrilmistir, siipernatant
kismi enzim kaynagi olarak kullanilmustir. Her bir arginaz aktivite diizeyi 3 6rnek,
2 zero time blank tiipii kullanilarak saptanmustir. Ornekler daha sonra 1mM
MNCI2 cozeltisi ile sulandirilmig, 65°C°de 20 dakika metabolik su banyosun da
tutulmus ve boylece preinkiibasyon islemi saglanmistir. Preinkiibasyondan sonra
ornekler enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Tiip i¢indeki enzimatik karisim 1ml
olup 65 mM’lik L-arginin’den (pH 10) 0.3ml ve 150 mM’hk karbonat
tamponundan (pH 10) 0.4 ml igerecek sekilde diizenlenmistir. Tiiplere 6nce L-
arginin sonra karbonat tamponu daha sonra da {izerine preinkiibasyona tabii
tutulan enzim kaynagindan 0.3 ml eklenmis, 37 °C’ de 10 dakika sallantili
metabolik su banyosunda tutularak enzimatik tepkime baslatilmistir. 10 dakikalik
inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 3 ml asit karisimi ilave edilerek enzimatik
tepkime durdurulmustur. Asit ilavesinden sonra tiiplere 2’ser ml renk ayiraci
eklenerek ve tiipler vorteksle Kkaristirilarak 10 dakika kaynar su banyosunda
tutulmus ve renk olusumu saglanmistir. Kaynar su banyosundan ¢ikan tiipler
sogutularak UV/VIS Spektrofotometrede (Shimadzu UV-240), 520 nm dalga

boyunda 6rnekler okunmus, tire miktarlar1 sifir zaman korlerinin (zerotimeblank )
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absorbanslarinin ¢ikarilmasindan sonra degerlendirilmistir.

4.4.2. Homojenatta Protein Olciimii

Calismamizda kullandigimiz homojenatta protein miktart modifiye Lowry
(106) yontemine gore olgtilmiistiir. Alkali bakir tartarat ayiraci peptit baglari ile
kompleks yapar ve prensip olarak Bakir+protein +———— Bakir—protein
basit iliskisini igerir. Her 7 veya 8 aminoasit artigi 1 atom bakir baglar. Fenol
ayrraci, bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mor-mavi renk
sekillenir. Bu renk 650 nm’de okunmustur. Bu metod biiiret reaksiyonundan 100

kat daha hassastir.

4.4.2.1. Kullanilan Ayiraglar

1-Alkali Bakir Ayrraci: 10 g Na,CO3, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g
Bakir siilfat, 0.5 N NaOH i¢inde ¢oziiliir ve 100 ml' ye tamamlanir. Hazirlanan bu
¢oOzelti oda 1sisinda 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 caligma ornek sayisina gore giinliik
olarak hazirlanmaldir.

3-Protein Standarti: 50 mg BSA (Rat serum albumin)/ ml

4-Okuma smirlarma getirilmis (sulandirilarak)
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4.4.2.2. Deney Prosediirii

Kor [standart |drnek
Alkali Bakir Ayraci (ml) 1 1 1
Ornek (ml) 1
Distile su (ml) 1
Protein Standarti(ml) 1

Tiipler karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda beklenir.

Fenol Ayiraci (ml) 4 4 4

Tiipler iyice karistirilmis ve 5 dakika 55 °C' de bekletilmistir. Inkiibasyon
sonrast musluk suyu altinda hemen sogutularak 6rnek ve standart tiipleri 650 nm'
de kor tiipline kars1 okunmustur.

Hesaplama; mg protein/ ml = (Ornek Abs./ Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu

Rat Dokularinda Arginaz Aktivesinin Hesaplanmasi

1-Her Ornek deney tiipiiniin absorbansindan, kendisine ait sifir zaman
tiipliniin absorbansiin farki alinarak net absorbans elde edildi.

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

3-Enzim kaynaginin preinkiibasyon ve inkiibasyon asamasinda
sulandirilma oranlari, standart konsantrasyon degerlerinden faydalanilarak her
doku i¢in bir faktér bulundu.

Faktor hesaplamasi su sekilde yapilds;

Faktor = (0.1 pmol {ire / ml) x (sulandirma katsayis1 x 3.33 x 6) /0.4
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Sulandirma katsayisi: homojenatin preinkiibasyon ortaminda MnCl; ile
sulandirma oranlar1

Kontrol grubu: 1/1500 oraninda sulandirild.

Kursun grubu:1/300 oraninda sulandirildi.

4- inkiibasyon ortammda enzim kaynaginin sulandirma orani (1/0.3=
3,33).

5- Inkiibasyon ortaminda reaksiyon 10 dakika devam ettirildiginden,
bulunan degerin saatteki miktarim1 ifade etmek icin sonug¢ 6 (60/10= 6) ile
carpildi.

0.1 pumol iire / ml iceren, standart tiipiliniin absorbansi ise 0.4’ tiir.

6- Ornege ait net absorbans degeri faktor ile carpilarak pmol iire / ml
homojenat/ saat cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

7- Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak i¢in; enzim
aktivitesi homojenatin protein (mg/ml) degerine boliindii.

Unite: 1 saatte 37 © Cde L-argininden 1 pmol {ire olusturan enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir.

Unite: pmol iire / saat/ mg protein
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5. BULGULAR

5.1. Preinkiibasyon Isisinin Tesbiti

Rat karaciger arginaz iizerine preinkiibasyon 1sisinin etkisi arastirilmagtir.
Enzim kaynagi 1 mM MnCl, varliginda 40,50, 55, 60, 65, 70 °C’ lerde
preinkiibasyon 1sisina tabii tutulmustur. Kontrol grubu 1/300, kursun asetat grubu
(50 mg/kg) 1/2000 sulandirma yapilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi 67- 68 °C
arasinda saptanmis olup, bu 1sidan sonra aktivitenin giderek azaldigi tespit
edilmistir. Enzimin aktivasyonu i¢in uygun preinkiibasyon 1sis1 65 °C olarak

kabul edilmistir (Sekil 6).
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Preinkiibasyon Isis1 (°C)

Sekil 6. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon Isisina

Bagli Olarak Degisimi
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5.2. Preinkiibasyon Siiresinin Tesbiti

Rat karaciger arginazinin preinkiibasyon zamanma baglh olarak aktivitesi

arastirilmig, 1 mM MnCl, varliginda ve 65 °C preinkiibasyon 1sisinda, 0-25

dakikalik zaman araliklarinda enzimin aktivitesi incelenmistir. Kontrol grubu

1/300, 50 mg/kg Pb asetat uygulanarak yapilan karaciger doku arginaz 1/2000

sulandirma yapimistir. Enzimin maksimum aktiviteye 20 dakika’da ulastigi

goriilmiis ve optimal preinkiibasyon siiresi 20.nci dakika olarak kabul edilmistir

(Sekil 7).
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Sekil 7. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon

Zamanina Bagli Olarak Degisimi
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5.3. Inkiibasyon Siiresinin Tesbiti

Rat karaciger arginazi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin saptanmasinda
enzim kaynagi 0-25 dakikalik zaman dilimlerinde inkiibasyona tabi tutulmus ve
bunu argininin hidrolizi izlemistir. Kontrol grubu 1/300, kursun asetat grubu (50
mg/kg) 1/2000 sulandirma yapilmistir Reaksiyon sonunda meydana gelen iirenin
zaman faktoriine bagli olarak miktarlar1 belirlenmistir. Sekil 8 *de goriildiigii gibi
ire sentezindeki artiy zamana bagli olarak 18. dakikaya kadar dogrusalligini
korumus, bu siirenin sonunda lineerlik yerini hiperbolik bir goriinlime birakmustir.
Bundan dolay1r enzim i¢in optimum inkiibasyon siiresi 18 dakika olarak

belirlenmistir

35
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Sekil 8. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zamanma

Bagli Olarak Degisimi

5.4. Mangan Iyonlarinin Etkisi

Mangan iyonlar1 arginaz enzimi i¢in gereklidir. Bu yiizden arginaz

aktivitesi tlizerine mangan iyonlarmin etkisini arastrmak ig¢in 0-10 mM
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konsantrasyonlar1 arasinda degisen MnCl,, preinkiibasyon ortamina ilave edilmis
ve enzim aktivitesi incelenmistir. Kontrol grubu 1/300 ,kursun asetat grubu (50
mg/kg) 1/2000 sulandirma yapilmistir Preinkiibasyon ortamma Mn*" katilmadig:
zaman kontrol grubunda enzim aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Ortama Mn"" iyonlari
ilave edildiginde enzim aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigi gozlenmistir.
Enzim aktivitesi 6zellikle 2 mM MnCl, konsantrasyonuna kadar yiikselmis, 2
mM’ lik MnCl, konsantrasyonundan sonra 5 Mm MnCl, varliginda aktivite sabit
devam etmis, 5 Mm MnCl, dan sonra diismiistiir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi 2
mM’ ik MnCl; konsantrasyonunda gostermesinden dolay1 rat karaciger doku

arginazi i¢in en uygun MnCl, konsantrasyonu 3 mM olarak kabul edilmistir (sekil

9).
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Sekil 9. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin MnCl, konsantrasyonuna

Bagli Olarak Degisimi
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5.5. Rat Karaciger Doku Arginazi Uzerine pH’ min Etkisi

Rat karaciger doku arginazinin optimal pH’ sini tespit etmek icin pH 8,6’
dan pH 11’ e kadar olan sinirlar i¢cinde ¢esitli tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Kontrol grubu 1/300 ,kursun asetat grubu (50 mg/kg) 1/2000 sulandirma
yapilmistir. Bu tamponlardan pH 8,6-10,6 arasinda olan Glisin-Sodyum hidroksit
tamponu, pH s1 9.2- 10.2 arasinda aktivite gosteren Sodyum bikarbonat- Sodyum
karbonat tamponu ve 9.0-10.9 pH’ larinda olan Sodyum bikarbonat-Sodyum
hidroksit tamponu kullanilarak belirtilen pH smirlar1 iginde en yiiksek aktivitenin
goriildiigli pH ortamu tespit edilmeye ¢alisilmistir. En yiiksek aktivite pH 10-10,1°
de Sodyum bikarbonat —sodyum karbonat tamponu varhiginda elde edildiginden
Rat karaciger arginaz aktivitesi i¢in gerekli olan tamponun sodyum bikarbonat-
sodyum karbonat tamponu ve optimal pH’ nin da 10 oldugu kabul edilmistir

(Sekil 10-11).

30
25
” _
/ —o— glisin-NaOH(Pb)
Lo | 15 A ¥ '
= / —— NaHCO3-NaCO3(Ph)
=2
=2 10 — NaHCO3-NaOH(Ph)
5
86 9 92 95 98 10 10,2 105 10,6 10,9 pH

Sekil 10. Kontrol grubunda Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin

Cesitli Tampon Sistemlerine ve pH’ya gore Gosterdigi Degisiklikler
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®=zlisin-NaOH(Pb)
8 / ~l=NaHC03-NaCO3(Ph)
6

/ = NaHCO3-NaOH{Ph)

UNITE

86 9 92 95 98 10 10,2 105 106 109 pH

Sekil 11. 50 mg/kg kursun(Pb) asetat grubu periton i¢i uygulanmis Rat
Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli Tampon Sistemlerine ve

pH’ya gore Gosterdigi Degisiklikler

5.6. Rat Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Arginin
Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

Rat karaciger doku arginazi i¢in optimal sartlar tesbit edildikten sonra,
arginazin substrati olan L-arginine karsi Km’i Michaelis-Menten kinetigi ile
incelenmistir (Sekil 12) . Kontrol grubu 1/300, kursun grubunda (50 mg/kg)
1/2000 sulandirma yapilmistir Bu amagla enzim miktar1 sabit tutulup, L-arginin
konsantrasyonu degistirilerek arginaz aktivitesine bakilmustir.

0-65 mM a kadar L-arginin konsantrasyonu kullanilmistir. Reaksiyon
hizinin artisgt L-arginin konsantrasyonunun artisina paralellik gostermektedir.

Baslangigta, reaksiyon hizinda goriilen lineer artig daha sonra yerini hiperbolik bir
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goriiniime birakmakta ve en sonunda reaksiyon substrat konsantrasyonunun

fonksiyonu olmaktan ¢ikarak, enzim substrat ile doygun hale gelmektedir
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Sekil

12. Rat Karaciger

L-Arginin (mM)

Doku Arginaz Aktivitesinin L-Arginin

Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisiminin Michaelis-Menten Grafigi ile

Gosterilmesi

Sekil’12 de goriildigii tizere kontrol grubu 15 mM’a, Pb grubu 10 mM’a

kadar olan L-arginin konsantrasyonundaki artis enzim aktivitesinde lineer bir

artisa (birinci mertebe kinetigi) neden olmus, bu noktadan itibaren dogrusallik

yavas yavas kaybolarak, yerini hiperbolik bir gériiniime (karigik mertebe kinetigi )

birakmustir.  Kontrol grubu 35 mM’lik, Pb grubu 30 mM’lik L-arginin

konsantrasyonundan itibaren, arginaz L-arginin ile doygunluga ulasarak (sifir

mertebe kinetigi) reaksiyon sabit hizla devam etmektedir.

Enzim aktivitesinin L-arginin konsantrasyonuna bagli olarak degisimi

Michaelis-Menten esitligi yaninda Lineweaver-Burk (Sekil 13) egrileriyle de
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incelenmis rat karaciger Kursun iceren grubun doku arginazinin L- arginine kars1
olan Km’inin 8,5 mM civarinda, kontrol grubunun ise 11,5 mM civarinda oldugu
bulunmustur. Yani enzimin Vmax ve Km lerinin farkli olmasi inhibisyonun

competatif oldugunu gosterir.
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Sekil 13. Rat Karaciger Arginaz  Aktivitesinin  L-Arginin
Konsantrasyonuna Baglh Olarak Degisiminin Lineweaver-Burk Egrisi ile

Gosterilmesi.

5.7. Rat Karaciger Dokularinda Arginaz Aktivitesinin Kursun
miktarlarina gore karsilastirnlmasi;

Kontrol grubu 1/1500 sulandirma, kursun grublarinda 1/300 sulandirma
yapilmig, kontrol grublari sirasiyla 25 mg, 50 mg, 75 mg Pb gruplar ile
karsilastirilmis ve Arginaz aktivite diizeyine bakilmistir. Arginaz aktivite

diizeyinin Pb miktar1 arttik¢a azaldig1 gortilmiistiir (Sekil : 14-15-16).
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Arginaz aktivitesi

Arginaz aktivitesi

140
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100 -

80 -

40 -

kontrol 25 mg pb

Sekil 14. Kontrol Grubu (grup 1) ve 25 mg Pb (grup 2) verilen Gruplarin

Karaciger Doku Arginaz Aktivite Diizeyleri
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kontrol 50 mg

Sekil 15. Kontrol Grubu (grup 1) ve 50 mg Pb (grup 3) Verilen Grublarin

Karaciger Doku Arginaz Aktivite Diizeyleri
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Arginaz aktivitesi
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e

kontrol 75 mg

Sekil 16. Kontrol Grubu (grup 1) ve 75 mg Pb (grup 4) verilen Grublarin

Karaciger doku Arginaz Aktivite Diizeyleri
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6. TARTISMA

Yapilan bir ¢ok arastrmada farkli doku ve hayvan tiirlerinde arginaz
enziminin optimal sartlar1 ve kinetik 6zellikleri ortaya konulmustur. Kursun
Asetatin Rat dokularinda Arginaz Enzimi Aktivite Diizeylerine Etkisi ve
Kinetik ozellikleri ile ilgili bir ¢alismanm yapilmadig: literatiir taramalarindan
anlasilmaktadir, bu nedenle Rat karaciger dokusunda arginaz enziminin kinetik
ozellikleri saptanmis ve Rat dokularindaki arginazin dagilimina bakilmistir

Enzimlerin genel yapismin protein kaynakli olmasi nedeniyle 1siya
dayanikli degildirler. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi isinin {lizerine
cikildig1 zaman enzim aktivitesi azalmaktadir. Rat karaciger doku arginazinin
preinkiibasyon 1sisin1 saptamak i¢in farkli 1silarda (40-70 °C) enzim aktivitesine
bakilmis ve en uygun preinkiibasyon 1sisinin 65 °C oldugu, bu sicakliktan sonra
enzim aktivitesinde diisme meydana geldigi tespit edilmistir. Preinkiibasyon 1sis1
farkli tiir ve dokularda arastirilmis ve tiim arginaz metodlarinda kullanildig:
gOriilmiistiir. Preinkiibasyon 1sis1 koyun gozii vitreusu igin 40 °C (107), koyun
meme doku arginazi i¢in 52 °C (108), insan tiikiiriikk arginazi (109), tiroid doku
arginazi (19), eritrosit ve uterus arginazi (110), brons lavaj sivisi arginazi (111)
icin 55 °C, diabetik rat karacigeri i¢in 68 °C (112), sigir rumen doku arginazi i¢in
60 °C (113), kobay karaciger arginazi i¢in 45 °C (114), teleskop balig1 karacigeri
icin 37 °C (115), fascioliosisli koyun karaciger arginazi igin 65 °C (5), M.
benedeni arginazi i¢in 53 °C (116) olarak bildirilmistir.

Preinkiibasyon 1sisinin Mn*? iyonlarma gereksinimini tespit etmek icin

enzim kaynagi MnCly’ li ve MnCl; siiz (distile su ile) preinkiibasyona tabii
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tutulmustur. MnCly’ li preinkiibasyon uygulanan enzim kaynaginin, MnCl,’ siiz
preinkiibasyon uygulanan enzim kaynagindan daha fazla aktivite gosterdigi
saptanmustir. Mn*? iyonlar1 preinkiibasyon i¢in gereklidir. Mn*? iyonlarinin enzim
ile substrat arasinda metal bir koprii kurdugu ve enzim - Mn*? - arginin
kompleksinin meydana gelmesinde etkili oldugu bildirilmistir (117). Yapilan
calismalarda preinkiibasyon ortamma Mn*?nin ilavesinin enzim aktivitesini
artirdigr goriilmiistiir (108,113). Mn*? nin preinkiibasyon sirasinda arginaza
baglanarak enzim aktivitesini ve dayanikliligini artirdigi agiklanmistir (118).

Cesitli doku arginazlar1 i¢in preinkiibasyon 1sisinin ve Mn*? iyonlarinin
gerekli oldugu ve aktiviteyi artirdigi yapilan caligmalarda ortaya konulmustur
(108,113,119). Sian karaciger doku arginazmin Mn*? iyonlar1 varliginda 55 °C’
de preinkiibasyonunun enzim aktivitesini yaklasik % 110 artirdigi (120), 2 mM
MnCI; iin varliginda ve 55 °C’ de 20 dakika preinkiibasyonla, eritrosit arginaz
aktivitesinin 2-6 kat, karaciger arginaz aktivitesinin 4-5 kat arttig1 saptanmistir
(33). Sonug olarak arginaz aktivitesi igin preinkiibasyon Ve Mn*2 iyonlar1
gereklidir.

Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve tetramerik yapmin
olusmasi icin Mn*? katyonlarmm gerekli oldugu Muszynska (121) tarafindan
belirtilmistir. Mn*? iyonlarmm enzime baglanmasi 1siya dayanikliligi artirmakta
ve enzimi inaktivasyonlara karst daha dayanikli hale getirmektedir (27). Bu
nedenle Rat karaciger doku arginaz aktivitesi tizerine MnCl, konsantrasyonunun
etkisi arastirilmis ve arginaz enziminin 3 mM MnCl, konsantrasyonunda en
yiiksek aktiviteyi verdigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda farkli dokular icin

gerekli olan MnCl, konsantrasyonu farkli olup rat karacigeri (122) ve sigir rumen
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doku arginazi (113) igin 2 mM, M. benedeni arginazi i¢in 0.5 mM (116), Xenopus
leavis karaciger arginazi i¢in 50 mM (123), insan tiroid arginazi (19) ile karaciger
ve eritrosit arginazi (110) i¢in 2.5 mM, insan tiikiiriik arginazi (109) ve vitreus
arginazi (107) i¢in 5 mM, koyun meme doku arginazi i¢in 0.75 mM (108), insan
uterusu i¢in 0.8 mM (110), fascioliosisli koyun karaciger arginazi i¢in 1 mM (5),
diabetik rat karaciger arginazi i¢in 1-2 mM, bdbrek arginazi i¢in 2 mM olarak
bulunmustur (112). Bu konu ile ilgili tiim ¢aligmalarda ortak nokta manganin
arginaz aktivitesinde vazgecilmez bir kofaktér oldugu ve optimal mangan
derisiminin dokuya gore farklilik gostermesidir.

Rat karaciger doku arginaz enziminin en uygun preinkiibasyon siiresini
tespit edebilmek i¢cin enzim 65 °C’ de 0-25 dakikalar arasinda preinkiibasyona
tabii tutulmus ve en uygun preinkiibasyon siiresinin 20 dakika oldugu tespit
edilmistir. Preinkiibasyon siiresi koyun meme doku arginazi (108) ve insan tiroid
doku arginazi (19) i¢in 12 dakika, koyun gozii vitreusu igin 9-10 dakika (107),
insan tiikiiriik arginazi (109), brons lavaj sivisi arginazi (111) ve diabetik rat
karacigeri (112) i¢in 20 dakika, sigir rumen doku arginazi (113), eritrosit arginazi
(110) ve kobay karaciger arginazi (114) i¢in 5 dakika, uterus arginazi igin 35
dakika (110), fascioliosisli koyun Kkaraciger arginazi i¢in 15 dakika (5) , M.
benedeni arginazi igin 10 dakika olarak belirlenmistir (116).

Enzimatik reaksiyonlar viicut 1sisinda olustugu icin enzim kaynagi 37 °C’
de 0-25 dakikalar arasinda inkiibasyona birakilarak optimum inkiibasyon siiresi
tespit edilmeye c¢alisilmig, 18. dakikaya kadar lineerligin devam ettigi, 18.
dakikadan sonra lineerligin yerini hiperbolik bir goriiniimiin aldig1

gozlemlenmigtir. Rat karaciger doku arginazi i¢in optimum inkiibasyon siiresi 18
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dakika olarak kabul edilmistir. Yapilan caligmalarda farkli dokular icin farkli
inkiibasyon siireleri tesbit edilmistir. Inkiibasyon siiresi insan tiroid arginazi i¢in
30 dakika (19), rat karacigeri (112), insan karaciger ve uterusu (110) igin 20
dakika, koyun gozii vitreusu (107) ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi (5)
icin 10 dakika, sigir rumen doku arginazi i¢in 13 dakika (124), M. Benedeni
arginazi (116) ve koyun meme doku arginazi i¢in 15 dakika (108) olarak
bulunmustur.

Arginaz enzimi lUzerine yapilan calismalarda farkli tampon sistemleri
kullanilmastir (5,19,32,107,108,110,112,113,116). Rat karaciger doku arginazinin
optimal pH’ smi tespit etmek icin pH 8.6’ dan pH 10.9” a kadar olan smirlar
icinde ¢esitli tampon ¢oOzeltileri 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 sinirlar1
icinde en yiiksek aktivitenin alindigr pH ortamu tespit edilmeye caligilmistir. En
yiiksek aktivite pH 10-10.1° de Sodyum bikarbonat- Sodyum karbonat tamponu
varhiginda elde edildigi icin Rat karaciger arginaz aktivitesi i¢cin gerekli olan
tamponun Sodyum bikarbonat- Sodyum karbonat tamponu, optimal pH’ nin da 10
oldugu kabul edilmistir.

Karaciger ve eritrosit arginazi (33), M.expensa arginazi (119), koyun
meme doku arginazi (108), M.benedeni arginazi (116) i¢in pH 9.5’ deki karbonat
tamponu, sigir rumen doku arginazi (113) ve fascioliosisli koyun karaciger
arginazi (5) i¢in pH 10 daki karbonat tamponu, diabetik rat karacigeri (112) i¢in

pH 10.1” deki karbonat tamponu, insan karaciger ve eritrositi i¢in pH 9.7 deki,
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insan uterusu i¢in ise pH 9.6’ daki karbonat tamponunun kullanildigir (110)
bildirilmistir. Koyun gozi vitreusu icin pH 8.8 deki Glisin-NaOH tamponunun
kullanildig1 (107), insan tiroid arginazinin optimum pH’ smm 9,6 (19), kobay
karaciger arginazinin pH’ sinm 10.5 (114), Genypterus maculatus tiiriinden
baliklarin karaciger arginazinin (125) pH’sinm 9.5 oldugu tespit edilmistir. Rat
karaciger arginazi i¢in optimum pH diger arginazlar i¢in belirlenen optimum pH’a
benzerdir. Goriildiigii gibi arginazlar bazik optimum pH’a sahiptir.

Rat karaciger doku arginaz aktivitesinin L-arginine karsi olan Km’ 1
arastirilmig, bu nedenle enzim miktar1 sabit tutularak L-argininin degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dl¢iilmiis ve 50 mg/kg kursun asetat igeren
grupta Km degeri 8,5 mM, kontrol grubunun ise 11,5 mM olarak bulunmustur.
Yapilan c¢aligmalarda farkli tiirden enzim kaynaklarindaki arginazin L-arginine
kars1 olan Km’ inin genis smirlar i¢inde degistigi goriilmistiir. Km degerleri sigir
rumen doku arginazi1 (113) ve fascioliosisli koyun karaciger arginazi (5) i¢in 4
mM, M. benedeni arginazi i¢in 12.5 mM (116), insan eritrositi i¢in 3.2 mM,
karacigeri i¢in 4.1 mM, uterusu i¢in 5.9 mM (110), tiroid arginazi i¢in 2 mM (19),
vitreus arginazi i¢in 6 mM (107), koyun meme doku arginazi i¢in 1.35 mM (108),
diabetik rat karaciger arginazi i¢in 3.2 mM, bobrek arginazi i¢in 6.7 mM (112),
Mus booduga karaciger arginazi igin 8.3 mM (126), Xenopus leavis karaciger
arginazi i¢in 29 mM (123), kobay karaciger arginazi igin 19.6 mM (114) olarak
bulunmustur. Rat karaciger doku arginazi i¢in buldugumuz Km degeri yapilan

calismalarda elde edilen Km degerleri smirlar1 igerisindedir.
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Bugiine kadar kursun asetatin rat karaciger dokusunda arginaz enzimi
aktivite diizeylerine etkisi ve kinetik 6zellkleri ile ilgili bir calismanin yapilmadigi
literatlir taramalarindan anlagilmaktadir. Bu nedenle rat karaciger dokusunda
arginaz enziminin kinetik Ozellikleri saptanmistir. Rat karaciger arginazinin
aktivasyonu igin preinkiibasyonun ve Mn*? katyonlarmm gerekli oldugu
saptanmistir. Sonu¢ olarak elde edilen verilerin bu konu ile ilgili yapilacak

arastirmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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