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1.1.URE SENTEZI

Canhlar tarafindan besinlerie alinan proteinler,gastrointestinal
sistemde proteaz ve peptidaz enzimlerinin etkisi ile peptitlere ve amino
asitlere kadar parcalanmaktadirlar. Canh organizma sindirim kanalindan
emilen amino asitleri plazma ve doku proteinierinin,enzimlerin protein
yapth hormonlann,pirin ve primidinierin sentezinde ve enerji dretiminde
kullamr.Amino asitlerin katabolizmasi amino gruplannin transferi ile

baglar ve bu olay daha gok karacider hicrelerinde meydana gelir.

-
H —!I:-NHZ ~ R-C-COOH + NH3
R Keto asit

Amino asitlerin amino gruplan transaminasyon reaksiyonlan ile
o-ketoglutarik asit'e transfer edilerek L-Glutamik asit'in meydana
gelmesine neden olurlar.L-Glutamik asit de hiicrelerin sitoplazmalanndan
mitokondrialanna girer ve NAD gerektiren Glutamat dehidrogenazia tekrar
-Ketoglutarik asite ve amonyage donisur({1). Organizmada dnemli miktarda
amonyak da bu yolla meydana gelmig olur. Amino asitlerin yikirm ile agida
g1kan amonyak ¢ok toksik bir madde oldugundan en kisa zamanda
organizmadan uzeklagtinimasi gerekir.
Azot metabolizmasinda merkezi bir yere sahib olan amonyadin karaciger-
deki metabolik rold Sekill'de gosterilmigtir{2).

Amonyagin organizmadan atilim canlinin bulundudu ortamdaki
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su miktarina bagimh olarak farkhhkler gosterir.Azot metabolizmasinmin

son urunlerine gore canhlar d¢ grupta toplanmaktadir.

1-Amonyatelik Grup:

Suda yagayan tim canlilar amonyad1 hichir degisiklige ugratmadan
amonyak olarak atarlar.Deniz memelileri bunun diginda kaliriar.

2-Ureotelik Grup

Yagadidr ortamda yeterli miktarda su bulunanlar ve karada yagayan
canhlar amonyad Krebs-Henseleit dire dongisi ile dire halinde atarlar.Suda
yagayan memeliler ve baz) omurgasiziar da bu grupta yer ahiriar.
3-Urikotelik Grup ;

Suyun az bulundugu kogullarda yasayan siringenlier ve tim

kanathlar amonyad) suda daha az ¢Ozlnen Urik asite gevirerek vicutiann-
dan uzaklastinriar{3,4).

Ureotelik canhlarda ure,bir siklus sonunda arginin arginaz ile
hidrolizinden meydana gelir.Arginin protein sentezi icin gerekli bir amino
asit olup bitin hiicrelerde bulunmaktadir.Ore dongiisi her hicrede
bulunmamakla beraber genellikle arginaz (EC 353.1; L-arginin
amidinohidrolaz) ire dingisd olmayan organizma ve organlarda da
bulunmaktadir. Karaciger hem arginazi hemde ire dongisinin diger
enzimlerini kapsadi§indan Gre sentezinin dnemli bir kism bu organda
olugmaktadir.

Yy

Ure sentezi; amino asitlerin yikim esnasinda aciga gikan serbest

amonyak ,dekarboksilasyonlardan meydana gelen ve buydk bolami solunum-
la at1lan CO, ve iki mol ATP ile karaciger hicrelerinin mitokondriasinda
karbamoil fosfat sentetaz I enzimi ile karbamoil fosfata doniismesi sonucu

baglar (Sekil 2 ) Enzimin aktivasyonu N-asetil glutamat (NAG) ve I‘1g+2

iyonian ile saglanmaktadir (5).
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Ornitin transkarbamoilaz karbamoil fosfatin karbamoil grubunu ornitine
aktararak sitrialin'i olugturur Sitrilin aspartik asitle kondansasyona
ugrayarak arginino siksinik asit tegekkil eder.Bunun hidrolizi ile arginin
ve fumarik asit olugur.Meydana gelen arginin arginaz etkisiyle ure ve
ornitini olugturur.Omitin tekrar resksiyona girerek df;ngagﬁ yeniden
baglatir.Ornitin dongide temel madde oldugundan dolay Krebs-Henseleit
ire dongiistine ornitin-ire siklusu da deniimektedir.Sekil 2 ‘de gorildaga

gibi Ure sentezinde karbamoil fosfat ve sitrulinin tegekkila mitokondriada

,Siklusun diger reaksiyonlan ise gsitoplazmada meydana gelir.
Reaksiyonlarin devemh olugabilmesi igin ornitinin mitokondriyaya
girmesi,sitrilinin ise mitokondriyay terketmesi gerekmektedir{6).

Bu dongt ile bir mol drenin atilmasi icin 3 mol ATP'nin harcanmas
‘gerektiginden bu metabolik yolun son derece masrafh oldugu da
bilinmektedir. 4

Ure déngiisi olmayan koyun plasentasinda da,ilerieyen gebelik siresine

parelel olarak yikselen bir arginaz aktivitesi Edwards ve arkadaglar(7)
tarafindan gozlenmigtir.

Arginaz enziminin bulundudu organlar arasinda bagirsakta bulun-
maktadir Lisowska ve arkadaglan{B8) Annelidalar ve insan dahil evrim
sirasim takip eden 30 tirde,badirsaklarda arginaz aktivitesini
dlgmaglerdir.

Eritrositier Krebs-Henseleit ire dongisd ile ire sentezleyemezler,
fakat aktif bir arginaza sahiptirier.at,s1gir koyun{9) ve insan(10,11)
eritrositlerinde enzimin varhd gosterilmigtir.Bununla beraber kegi tavuk
eritrositierinde arginazin varhigina rastianmawip arginin dizeylerinin
yiksek oldugu saptanmstir{12).

Ozellikle insan eritrositlerinde arginaz aktivitesinin digik
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dizeyde olmasi veya bulunmamasi Argihemia denilen ve ciddi sonuglar
doguran metabolik bozukluklara neden oimaktadir(13).

Gulen ve Ozgen'in(14) yaptiklan caligmada koyunlarda gebelik ve
laktasyon strelerine bagl olarak amonyadin bir kisrmmn orotik asit
halinde idrar ve sot ile abiidhi bildirilmfstir.

Ureotelik olmayan organ ve organizmalarda bulunan arginazin varhig
konusunda degigik gorugler bulunmaktadir.

Galen(15) bu konuda; “Arginaz ,ire dingisd olmayan organizma ve
organlarda da bulunmakta ve bu biyolojik sistemlerde ,cegitli kaynaklardan
saglanan argininin hidrolize olmasim katalize etmektedir .Ure dongusinin
olmadi§ sistemlerde arginazin varhginin nedeni ve fonksiyonu bugin
modern biyokimyamn cevaplandiramadid) sorulardan biridir” demektedir.

Campbell'e{16) gore evrimin ilk donemlerinde batiin canlilarda Gre
dongusi bulunmakta idi.Evrim stresince canhiler cevre kosullar ile uyum
saflamak igin baz1 biyokimyasal dedismelere ugramglardir.Bu dénem
siresince ya yeni biyokimyasal sistemler kazanms veya bazilarimda gerek
kalmadidy igin kaybetmiglerdir.Bu varsayima gore,drikotelik sistemlerde
dre déngisiinun baz1 enzimleri kayboldugu halde arginaz varhiim muhafaza
edebilmistir{16).

Bazilanna gore de arginaz ,poliamin biyosentezinde ilk basamak

olarak kabul edilir.Arginin arginazia hidrolize olduktan sonra olugan
ornitin,ornitin dekarboksilaz ile poliamin biyosentezini baglatmaktadir
{17,18).
Ratner'de(19,20,21) kanathlarda arginazin varhgim bu nedenlere
baglamakta ve enzimi“Evrimden arta kalms" olarak vasiflandirmaktadir.
Siganlanin meme dokusunda tam gahgan bir tre ddongisi bulunma-
maktadir. Arginazin sigan meme dokusunda gebeligin son zamanlarinda

belirgin olmaya bagladiiy ve laktasyon donemlerinde en yiksek dizeye
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ulagtiiy Yip ve Knox(22) tarafindan gasterilmigtir.
Ozan ve Gilen{23) ilk kez sifir tukiriuk bezlerinde eritrosit ve
karacigerlerinde arginazin varhigim ve baz dzelliklerini gdstermisierdir.

Arginazin ozmoregilasyon igin gerekli olup olmadif tam olarak
agikhga kavusmamigtir.

Labratuvarimizda yapiian bagka bir caligmada;sidirlarda ve
koyunlardaki arginazin eritrositlerde’de aktif oldufunu ama bu aktivite-
lerin hig bir zaman bir karaciger dizeyinde oldugu gibi yiksek olmadig

saptanmistir(12).

Keci eritrositlerinde her ne kadar enzimatik olarak arginaz aktivitesi
saptanamamigsa da hemolizatlarda' ureaza spesifik Ure saptanabilmigtir.
Bu durumda kegi eritrositlerinde ireaza hassas(sensitiv) Grenin bulunmasi
arginaz aktivitesinin bulunmamas biytk bir olasilikla bize belirtildigi

gibi arginazin dayamkh olmadidim gostermektedir(12).

Arginazin Molekiler Yapisi:
Arginazin molekdler airhd hakkinda ¢egitli buluglar mevcuttur.
Schimke'ye gdre sigan karaciger arginazinin molekiler agirhgi 142.000
daltondur{24).
Bir bagka arastirmaci grup ise, arginazin molekiler agirhifimn
118.000 dalton oldugunu,ve enzimin molekiler ajirh§ 30.000 dalton olan
dort alt birimden olugtugunu caligmalarinda bildirmiglerdir{25).

Farooqui ve grubu, kobay karaciger arginazimn molekiler ajirhgim
130.000 dalton olarak saptarmslardir{26).At karacigerinde ise enzimin
molekiler airligimn 36.000 dalton oldujunu Greenberg ve grubu tarafin-
dan bildirilmistir{27).

Moro ve grubu ise, tavuk karacigeri arginazimn molekiler

afirh@imn  276.000 dalton oldugunu saptamiglardir{28). Ayrnca Moro



Neurospora crassea'da arginazin 278.000 daltonluk bir molekiiler
adirhga sahip oldugunu belirlemigtir(23).

Yukardaki veriler goz onine alimirsa;urikotelik arginazlanmn
molekiler adirliklan Greoteliklerinkinden bir misli daha fazla oldugu
saptanmistir.

Tiol{shlifihidril) gruplaninmn enzim aktivitesinde dnemli rol oyna-
diklarn bilinmektedir. -SH ve 5-S gruplaninin arginaz aktivitesi igin
gerekli olup olmadids arastinimigtir.At karacideri enziminin aktivitesinde
~SH ve S-S gruplanmin etkileri bulunmakiadir(27). Aym sekilde serbest SH
gruplarimin rolu, sigan karacigeri arginazinda Ber ve arkadaglan (29)
tarafindan incelenmigtir.Antilmg sigan karacider enziminin aktivitesi p-
kloromerkiribenzoat ve N-etilmaleimid'in 200 mM a varan derisiminden
etkilenmemigtir Ber ve grubu{29) bu sonuglan sican karacigeri
arginazimin serbest -SH gurubu igermedigine kamt olarak yorumlamigtir.

Antilms sican karaciger ve insan tikurdk arginazlan metilen
mavisi varhidinda 150 watt'Tik 151k kaynagina maruz birekiid§i zaman
enzimdeki histidil artiklarimin modifikasyonu sonucu katalitik

aktivitelerini onemli dgade kayip ettidi ortaya konulmustur(30,31).

1.2 Parazitierde Ure Biyosentezi -

Memelilerde ve memeli olmayan siniflarda Gre dongusiniin enzimieri
ve denetimleri birgok aragtinci tarafindan incelendigi halde; parazitierde
ure metabolizmasi ve enzimleri hakkindaki ¢aligmalar ¢ok kisithidir.
Parazitlerde tam gahsgir bir iire dbngiisinin varh gosterilememis
olmasina rajmen parazitlerin bayik bir cogunlujunda genellikle arginazin
varhi tesbit edilebilmistir. Donginin i1k enzimieri olan karbamoil fosfat

sentetaz ile oritin transkarbamoilaz biyik ¢cogunlujunda saptanamamg-
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tir.Arginino siksinat sentetaz ve liyaz enzimleri ise baz1 turlerde
gosterilmig bazilaninda ise gésterilememistir. Bu nedenle parazitieri
amonyadin detoksifikesyonu bakimindan simflandirma olanad yoktur.
Ayn bir canhlar grubunu olusturan parazitierde ire biyosentezi
konusunda yapilan arastirmalarda sadece serbest yagsayan bir nematod
olan Panagrellus silusiae'de ure dongusinin varh saptanmg ise'de
ddnglnin enzimlerinin aktiviteleri cok diigik bir dizeydedir{32).Bunun
disinda paraziter helmintlerde{Trematodiar,Cestodlar Hematodlar) tam
gahsan bir Ure siklusunun varhg) ortaya konulamamstirJansens ve

Kurelec{33)M.expanse E granulosus D caninum T pisiformis,

F.hepatica'da, T. canis ve M.dubius'ta ornitin dre siklusunu incelemig-
ler karbamoil fosfat sentataz aktivitesini sadece F. hepatica'da
argininosiiksinat sentataz aktivitesin M. expansa ve T.pisiformis’te

argininosiksinat liyaz ve arginaz aktivitelerini M.dubius haric hepsinde

,Lornitin transkarbamoilaz aktivitesini ise D. caninum digindaki dider
parazitlerde bulduklarim bildirmislerdir{33).Karbamoil fosfat sentetaz
baz1 helmintlerde bulundugu bildiriimesine ragmen daha sonraki
aragtirmalarda varh§y dogrulanamamstir{32).

Yapilan ¢calismalann bir cogunda parazitlerde arginaz enziminin varhi
kamtlanmstir Hymenolepsis dimunata {34) Schistesoma
japonicum(35) Fasciola hepatica(36,37,38),Ascaris lumbricoides

'te(39) arginazin varhd ortaya cikanimsgtir.

Fasciola hepatica'da arginazin varh§imin biyokimyasal onemini
Kurelec{33),5ekil 3 ‘de gdsterilen prolin sentezine baghyarak izaha
cahigmaktadir.

Konunun biyokimyasal izam Kurelec'e gore{33) soyledir;
"Bu metabolik yol ile prolin sentez edilirken glukoz oksidasyonu sirasinda

indirgenen NAD tekrar oksitlenmekte ve glikolisis igin hazirlanmaktadir.
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Sekil 3 : Fasciola hepatica'da Arginin Katabolizmas: (33)
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Goragin karanlikta kalen kismi,Kurelec'inde kabul ettigi gibi,bu yolla
oksitlenen NADH1n topiam uksidasgon—redﬁksigori olaylanina olan katkisi-
dir” denilmektedir(33).

Paraziter helmintlerde azot metabolizmasinin son Grini olarak &
2-10 dre,® 3 Urik asit'in atidiip) ve aynica larval Cestodlarda ve nematod-
larda amin salqilandhy belirtilmistir.Cestodlardan T_taeniaeformis ve

nematodiardan A. Jumbricoides, K .brasiliensis ve T_spiralis’in larva-

larinin amin salgiladiklan bildirilmigtir.Yine E_granulosus hidatik kist-
Ierinden alinan protoskolekslerde amin olarak betain tesbit edilmistir{32).

Paraziter helmintlerde ure ve urik asitin gerekse gok toksik olan
aminlerin varhimn biyokimyasal izalm heniz yapilamarmsgtir.

H.benedeni‘de de tarafimzdan arginaz enziminin varhqy saptanmstir .

1.3._ Moniezia benedeni'nin Olusumu , Yapisi ve Ozellikleri:
M.benedeni si§irlann ince barsaklarinda yagamim sirdiren ve ince

badirsakiarda bol miktarda bulunan Anocephalidea ailesine ait bir Cestod
toridir.Bu parazit hayvanlan kageksiye udratarak ekonomik kayiplara
neden olmaktadir.

Bu parazit 0.5 -4 m uzunluguda 2.5 cm geniglijindedir. Halkalan genig ve
kisadir ,her halkada fkiser tane tenasilli kisim bulunmaktadir. iki halka
arasinda interprogiottideal bezleri vardir.Bunlar grup tarzinda 12-30
adettirHer bir halkada 300-400 testis bulunmaktadir{40){Sekil 4).

Bu parazitin yumurtalan ya bafirsakiarda serbest hale gegerek gaita
ile digan ¢ikarlar veya olgun halkalaria diganya atihip diganda girime
neticesi serbest hale gelirler{Sekil 5). Bu yumurtalar gri renkte ve tavia
zan geklinde olmalan ile karakterize edilirier Onkosferleri yumurta

iginde ve armut bigiminde bir membran dahilinde bulunurlar{Sekil 5 ).
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Bunlarin biyolojileri ilk dnce 1937'de Stunhard tarafindan ortaya
koyulmustur.Gaita ile diganya ¢ikan yumurtalar ,iyice kurumadan akariar
tarafindan ahinmazlar(41).

Arakonakc olarak sorumlu olan akarlar; Galumna emarginatum,G.nigra,
‘G.virginiensis,G.obivus,Schelaribates laevigatus ,Potoschelobates
seghetti,Oribatula minutus,Cepheus ocellatus, Damoeus monilipes
Seutovertex maculatus, Notaspis lacustris,Notaspis licnophorustur.Bu
akarlar 1slak yerlerde fazla miktarda bulunup ,adac gblgelerinin ve 15 cm
kadar uzun olan gayir otlarimn bulundufu yerlerde gdraiarier.Siddetli
yagmurlardan sonra meralarda daha fazia rastanmaktadir (Sekil 7).

Gaita ile diganya atilan yumurtalar kuruduktan sonra koprofaj akar
tarafindan ahymr.Otlann dibinde yagayan bu akarlarn vicut boslugunda
cyticercoid seklini ahrlar.Bu akarlar rutubetli sicak havalarda ceyir
yapraklanmn Gzerine gikar,si\§irlarda merada bu gibi enfekte olmus
koprofaj akarlan yutmakla bu paraziti almig olurlar{Sekil 8)(42).
Gevigenlerin bajirsaklarinda bu cysticercoidler serbest kaimakta ve
larvanin scolexi son konakcimn bagirsek mukozasina yapigarak orada
geligmeye ve biyimeye baglamaktadir.Bunlarn gelismelerini tamamiama
siiresi her parazit torGne ve iklim gartlarina gore degigiklik gostermekte
ancak bu mddet uzun olmaktadir(Sekil 6). (43)

M.benedeni sigiriarda Monieziasis denilen hastaliga yol agmaktadir.
Monieziasis hastali§ klinikman kronik,akut ve subklinik seyretmekte ve
bazan diger hastalhiklaria komplikasyon halinde bulunmaktadir.Genel olarak

olaylann codunda Moniezia enfeksiyonlan kronik bir seyir takip



etmektedir. Bu halde ;
t-En ¢ok dikkati geken klinik isaret,yavag ilerleyen bir anemi olup,bu
durum Trichostrongylosis ve Fascioliasis enfeksiyonlarindakine benzerse
de tabiatiyle son hastalija oranla daha az ciddi olmaktadir .
Hayvanlarda zafiyet gorilmektedirHayvanlann tuyleri kuru sert olmakta,
kolay kinimakta ve baydmeleri gecikmektedirKan tablosunda kdti
beslenen hayvanlarda gorilen anemiye benzer bir kansizhik,alyuvariarda
azalma ve hemoglobin disdgi dikkati cekmektedir.
2-Sindirim bozukluklan enfeksiyonun ancak sonunda baglamakta ve
fazlada belirli olmamaktadir. Bu bozukiuklar diyare ile kendini gdstermek-
te sonradan konstipasyon bunun yerini almakta ve bazen badirsakiarnin tam
atonisi ile sonuglanmaktadir.

Lokal septomlar ise ;hiyik dl¢ide ince badirsaklan etkileyen degisik

derecelerdeki enteritistir.Akut seklinde bu enteritis exudatif ve bazen

ise hemorajik oimaktadir{41).

sYwe 2oy,

1%

A i

Sekil 5 :Moniezia benedeni'nin Yumurtas)
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Sekil 6 -Moniezia benedeni nin Gegitli Geligme Safhalan
1-Armut bigimi apareyi tagiyan yumurta

2,3,4 Oribatidae’lerin organizmasinda Cysticercoide’in

Sekil 7 : Oribatidae’lerden gegitli turler
1-Cepheus ocellatus 2-Damoeus monilipes 3-Scutovertex

maculatus 4-Notaspis lacustris S-Notﬂgpis licnophorus
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I

.Scolex

Sekil ﬂf,"noniezia benedeni‘nin biyolojik geligsme siklusu{43)
(Morgan ve Hawkins'e gire)

A-Gaita ile gikan yumurtanin gekli
B-Yumurtalar koprofaj akarlar tarafindan alimir

C-Otlarin dibinde yagayan bu akarlarnn vicut boglugunda

Cysticercoid geklini alirlar.

D-Bu akariar rutubetli sicak havalarda geyir

yapraklarina gikarlar.

E-Si1girliar merada bu gibi enfekte olmugs koprofaj

akarlari yutmakla bu geridi almig oluriar.



1.4 Arastirmanin Amaci:
Monizia benedeni s1dirlan kageksiye ujratarak ekonomik kayiplara
neden olup, ulusal ekonomimize zarar veren bir parazitir.
Bu aragtirmada M.benedeni Arginazymn varh: ilk kez saptanarak enzimin
genel ve kinetik dzelliklerinin yamsira biyokimyasal kogullan optimize
edilmistir.
Yapti§imiz bilgi taramalarinda konu ile ilgili daha dnce hig bir

aragtirmaya raslanmamigtir.
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1.BOLOM

MATERYAL VE METOD

i1.1 Parazitlerin Toplanmasi:

Arastirmada kullamlan Moniezia benedeni‘ler Elaz1g Et ve Bahk
Kurumu kesim evinde kesilen sigirlann ince badirsaklarindan elde
edilmistir.

Yeni kesilen sigirlarn ince badirsaklarindan alinan M.benedeni‘ler
% 0.9 sofuk NaCl cozeltisi iceren beherlere aktanimis ve en kisa zamanda
laboratuvara getirilmigtir.Laboratuvara getirilen parazitier tekrar
isotonik £0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikanarak bagirsak igerikleri uzaklastini-
migtir.Temizienen parazitier ya hemen kullanmiimg veya daha sonra

kullanmak iizere -20 9C de derin dondurucuda (Deep-Freeze) saklanmistir.

11.2 Kimyasal Maddeler:

Arastirmada kullamlan L-Arginin,iretrikior asetik asit,tris
{hidroksi metil-amino metan) ,sodyum karbonat,sodyum hidrojen
karbonat,mangan klbrﬂr,metilen mavisi,sulfirik asit,fenol,sodyum nitro
purisit,disodyum hidrojen fosfat ve amonyum silfat, Merck{Bat1 Almanya)
firmasindan alinnmstir.
Diasetilmonokzim,tiosemikarbazit L-Ornitin EDTA{Etilen diamintetra
-asetik asit),L-Glisin,L-Lizin,N-Etilmaleimide,p-cMBA{Parakloromerkuri-
benzoik asit) Sigma Chemical Company(ABD) den temin edildi.

Aragtirmada kullamlan diger kimyasal maddeler ise analitik

safhikta olup piyasadan sajlanmgtir.
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111.3. KULLARILAN CiHAZLAR
1-Potter-Elvenjem{Cam-cam) homojenizator.

2- Potter-Elvenjem (Cam-teflon) homojenizator.
3-Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge.
4-U¥/Vis Spectrofotometer{Shimadzu U¥-240).
5-Deep Freeze (Bosch).

6-pH-metre{Schott ~Mainz).

1.4 METODLAR

11.4.1_ Arginaz Enzim Aktivitesinin Digilmesi:
Tiosemikarbazit diasetilmonokzim tre{TDMU) ydntemi esas

alinarak arginaz dazeyleri saptanmstir{44).

KULLANILAN AYIRACLAR:

Asit Aygiraci:(1 litre igin)

H,50 4 (%898 1ik) den 206 ml

X FeClz Ayiracindan 1ml

alinip 793 m1 distile su ilave edilerek hazirlanmisgtir.

Renk Ayraci:(1 litre igin)
0.33gr Tiosemikarbazit

6.24 gr Diasetilmonoksim distile su ile 1 litreye tamamlanmigtir.

¥pemir klorar Ayiraci:

6.67ml HzPO, (%85 1ik) ,3.33 ml H2504(298 1ik}) 0.32 gr FeCl z ilave
edilmistir.

120 mM L-Arginin Gozeltisi :2.527 gr L-Arginin(Mol.wt: 210.66 g/mol)

tartilip distile su ile pH's1 9.5 'a 100 ml'ye tamamlanarak getirilmigtir.
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Kullamlan Tampon (dzeltiler:

125 mM Sodium Karbonat- Sodiumbikarbonat Tamponu{pH:9.2-11):
2.625 gr NaHCOz(Mol.wt:84.01 g/mo1)) tartilip, 250 ml distile su iginde

eritildi.3.31 gr Na,COz{Mol.wt:105.99 g/mol) tartihip 250 m1 distile suda

¢ozuldikten sonra NaHCOz behere koyulup Na,COz ile tampon gdzeltinin

pHlan ayarlandi.

125 mM Tris-HC1 Tamponu(pH:7.1-8.9):1.514 gr Tris(Hidroksi metil-
arino metan) 100 ml distile suda ¢dzilda.Daha sonra Tris{Mol.wt:121.14
g/mol) cozeltisi beher glasa koyulup 125 mM HCI{(&37 1ik) gazeltisi ile
pH's1 ayarland.

125 mM Glisin-NaOH Tamponu{pH:8.78-10.6): 0.937 gr Glisin
{Mol.wt:75.07 g/mal) 100 ml distile suda eritildi . 0.5 gr NaOH({Mol.wt:40
g/mal) tartilip distile su ile 100 mi‘'ye tamamlanm.baha sonra 125 mM

Glisin beher glasa koyulup 125 miTTik NaOH ¢dzeltisi ile pH'lar ayarland:.
Kullanilan inhibitar Cozeltiler

40 mM L-Ornitin Cdzeltisi:0.674 gr L-Ornitin{Mol.wt:168.6 g/mal)
tartilarak 100 ml distile su iginde eritilmigtir.

40 mM L-Lizin {ozeltisi:0.728 gr L-Lizin{Mol.wt:182.7) tartildi ve100
ml distile suda eritildi.

4 mM EDTA(Etilen diaminotetra -asetik asit) ¢ozeltisi:0.1344gr
EDTA(Mol.wt:336.2 g/mol) tartildi 100 mi distile suya tamamlandi.

100 uMol p-CHMBA Cizeltisi:0.036 gr p-CMBA{Mol.wt:357.2 g/mol)
tartililip1 litre distile suya tamamlanmigtir.

100 uMol REM(N-Etil Malemit) Cdzeltisi:0.0125 gr N-Etil Malemit
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{Mol.wt: 125.1 g/mol}1 litre distile suya tamamland.
0.3 mM ik HMetilen Mavisi:0.096 gr Metilen mavisi(Mol.wt:319.86 g/mol

tartihp tlitre distile su iginde eritilmisgtir.

METOD

Arginaz Aktivitesi:

L-Arginin arginaz ile hidrolizi sonucu olugan treninT.D.M.U.
{Thiosemicarbazide-diacetylmonoxime urea) yontemi ile dlgiimesi sonucu
saptanmistir{44).

Alinan M.benedeni 6rekleri iki sizgec kadidh arasinda tutulup,4 gr
tartitarak {(afirlik/hacim) saf su ile 20 ml'ye tamamlanmgtir{ dilusyon
oram 1x5 tir).Daha sonra bu drmekler Potter-Elvenjem {cam-cam)
homojenizatdrie homojenize edilip homojenatlar +4 0C15000 rp.m'de
{Sorvall RC-5B) 15 dakika santrifigasyon iglemine tabii tutulmustur.
Santrifigasyon igleminden sonra drnekierin sipernatant ve pellet kismlan
birbirlerinden aynimigtir.Daha sonra M.benedeni supernatantiarinin her
militresi icin 3 Gnite "Jack Bean” Ureaz ilave edilmis,30 Oc'de 10 dakika

inkube edilerek endojen Grenin pargalanmast saglanmmgtir{23).

Ureaz tepkimesi sunuhda drnekler 0.5 mMhk MnCl, ¢cozeltisi ile 40 misli

sulandinimigtir ve bu drnekler 53 OC ‘de 10 dakika metabolik su banyosun-
da,tutularak preinkibasyon iglemi sajlanmigtir.Preinkibasyon igleminden
sonrada drnekler enzim kaynadi olarak kullamlmigtir.

Enzimatik karnisim 1ml olup 36 mMTik L- Arginin{pH:9.5) ve 50 mM'lik
karbonat tamponu (pH:9.5) 0.3 m1 enzim kayna{i igerecek sekilde dizenlen-
migtirTdplere sirasi ile dnce L-Arginin ve sonra karbonat tamponu daha

sonrada Gzerlerine preinkibasyona tabi tutulmus enzim kaynagdindan 0.3
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Sekil 9 : TDMU Metodu icin Standart Ure Egrisi.
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m] eklenerek drnekler 370C ‘de sallantihi metabolik su banyosunda 15
dakika tutularak enzimatik tepkime baglatilmigtir .15 dakikahik inkubas -
yon siresi 3 ml Asit kangirm ilavesi ile sona erdirilmigtir Asit ilavesin-
den sonra tiplere 2 mi renk ayiract ilave edilmis tipler vortex-mixerde
kangtinlarak ve 10 dakika kaynar su iginde tuiulmug ve renk olugumu
saglanmstir.

520 nmi{U¥/Vis Spectrofotometer-Shimadzu U¥-240) dalga boyunda
drneklerin Gre miktarlan sifir zaman kérlerinin absorbanslanmn{Zero

time Blank) gikanimasindan sonra dederlendirilmigtir.

11.4.2. Protein Olcimi :

Protein miktariar Biuret yontemi ile saptanmstir(45)
Bigret Yontemi:iki veya daha fazia peptid bafy igeren proteinlerin
alkali ortamda bakir iyonlar ile erguvani{mor) renk alma esasina dayanir.
Bitret Aywraci:1.5 gr bakir sulfat ve 6 gr sodyum potasyum tartarat 500
mi distile su iginde ¢0z01d0.300 i & 10 uk{w/v) sodyum hidroksit ilave
edildi. Toplam hacim 800 mi'e tamamlandi.

Standart protein:2.5 mg BSA( S1§ir serum albumin)/m] dir.

HMetod
Kor Standart _Umnek
Supernatant{m1) - - 1
Protein Standarti{imi)} _ 1 -
Distile Su{ml) 1 - -
Biuret Ayiraci{ml) 4 4 4

iyice kanstinlir ve 30 dakika oda 1s1sinda tutularak 540 nm'de okunur.

Hesaplama:Ornek Absorbans/Standart AbsX2.5: mg Protein/mi
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11.4.3 Amonydk Miktdr Tagini:

Amonyak miktar tayini Bauer'e gore yaprimigtir{46).

Prensip:Amonyak deproteinizasyon yontemi ile siipernatanta gecirilir.
Sipernatant hipokiorit ile muamele edilince amonyum klorure dandgir
Buda fenolik ortamda indo fenol denilen komplex yapi olusturur.0lugan
mavi rengin yogjuniugu ortamdaki amonyak miktan ile orantihdir.

NaOCl

NHz -3 NH4CI

Ampracglar
Fenol ayiraci: 5 gr fenol, 25 mg sodyum nitro purisit bir miktar suda

¢ozuldr, distile su ile S00 mi'ye tamamlamr ve siyah gigede saklamr.

Hipoklorit ayiraci: 45 gr Na HPO4.12 Hy0 |5 gr NaOH suda ¢ozalir. Smi

& 5 Na0Cl eklenir distile su ile 500 ml 'ye tamamlanir.

Standart Cozeltisi : 0.472 gr (NH4),50,4 1000 mi distile suda gozildi

ve ¢0zeltiZ 10000 mg NH 4 icermektedir.

METOD
Santrifdj taplerine 2ml £101ukTCA (Triklor asetik asit) konuldu;
dzerine 2 ml hazirlanms M.benedeni stpernatanti konulup daha sonra cam
bagetle iyice karigtinlarak, 10 dakika 3000 rpm de santrifiij edilip
supernatantlar alinarak saklanr.

Metod iki seri halinde yapilmistir.
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1.SER
Kor_ Standart
Standart Cozeltisi{ml) - 0.04
Deiyonize Su{mi) 2 1.96
TCA(Triklor asetik asit mi) 2 2
Tupler parafilim ile kapatilip ig'ice kanstinhr.
2. SERI
KOR STD. ORNEK

1. Seri{Kér) mi 0.5 - -
2Seri Standart{ml) - 05 v
Ornedin Sipernatanti{ml) _ - 0.5
Fenol Ayiraci{ml)} 6 6 6
Hipoklorit Cozeltisiiml) 6 6 6

Tupler iyice kangtinhr 37 O0C  deki su banyosunda 30 dakika bekietilir.

625 nm dalga boyunda spektrofotometrede su korine karg: okunur.

Dederlendirme: & NH, u gr=_Drnek 0.D-K&r 0.D x 200
Std 0.D- Kor 0.D

Sifir ayan deiyonize su ile yamidi

11.4.4.Urenin Dlgiimesi
Ure miktarlar iseT.D.M.U.(Thiosemicarbazide-diacetylmonoxime urea)
ydntemi esas alinarak yaprimisgtir(44)
Unite: ’1 mol are/mg. ProteinXSaat olarak alinmigtir.
1 mg proteinin 1 saatte olugturdudu tre miktannin ’.\ mol cinsinden

ifadesidir.
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111.BOLOM

BULBULAR

111.1 Moniezia benedeni'de Argingz Aktivitesinin Aranmas::

M.benedeni ‘de arginazin varhijimn saptanmasindan sonra, bu
parazitde bulunan enzimin kinetik 6zelikleri tesbit edilmistir.
i11.2 inkiibasyon Saresinin Tesbiti:

Moniezia benedeni arginazi icin en uygun inkibasyon siresinin
saptanmasinda enzim kaynaklan dedigik zaman strelerinde inkibasyona
tabi tutulmus ve bunu arginin‘in hidrolizi izlemistir Reaksiyon sonunuda
meydana gelen drenin zaman faktdriine bagh olarak miktariar belirien-
mistir.Sekil10'da gorildigo gibi Ure sentezindeki artig zamana bagh
olarak 15 dakikaya kadar dogrusalhgim koruyup ,bu siirenin sonunda
lineerlik yerini hiperbolik Bir gorunime byrakmistir.Bundan dolay enzim
icin optimal inkiibasyon sidresi 15 dakika clarak belirienmigtir.

1.3 Preinkibasyon Isisimin Tesbiti:
M.benedeni arginazinin enziminin aktivasyonu icin gerekli sartlar-
dan birisi de preinkubasyon 1s1s1dir.

Arginaz Uzerine preinkibasyon 1s1s1mn etkisi aragtinimigtir (Sekil11).

Enzim 36mM L-Arginin{pH:9.5) SOmM karbonat tamponu{pH:9.5) ve MnCl,'Un

varhginda 25, 30,35,40,45,50,55,60,65,70 0C de preinkibasyon 1s1larina
tabi tutulmugtur.En yiiksek enzim aktivitesi 50-55 °C'ler erasinda
saptanmigtir.Bu nedele enzimin aktivasyonu icin preinkiibasyon 15151 530¢C
olarak kabul edilmistir.

1.4 Preinkiibasyon Zamanin Tesbiti:

M.benedeni arginazimn preinkibasyon zamanina badh olarak

dedigimi MnCl,'dn varhginda ve 530C"1ik preinkiibasyon 1s15tnda 5-25
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Sekil 10 : M.bepedeni Arginaz Aktivitesinin inkiibasyon Zamanina Bagli Olarak Degisimi.
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Sekil 12 : p penedeni Arginaz Aktivitesinin Preinkibasyon Zamanina Bagh Olarak ‘

Degisimi.
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dakikahik zaman eraliklaninda incelendidinde maksimum aktiviteye 7 ile 20
inci dakikalar arasinda ulagildify goralmug ve preinkibasyon zamam 10
dakika olarak kabul edilmigtir{Gekil 12)

LS. pH'nin Enzim Aktivitesine Etkisi:

M.benedeni arginazimn optimal pH'sim tesbit etmek igin pH'7 den

pH:11.5'a kadar olan simirlar iginde ¢cegitli tampon ¢ozeltiler hazirlanmis-
tir-Tris-HC1 tampon pH:7.1-8.9 arasinda,Glisin-KOH tamponu pH:7.8-10.6
arasinda,karbonat tamponu ise pH:9.33-11.33'de iyi ¢caligan tamponlardir.
Bu tamponlar kullanilarak belirtilen pH simirlan icinde en yaksek aktivite-
nin alindid1 pH ortaminin tesbitine galigiimistirSekil 13'de goruldagi gibi
pH profili tipik bir ¢an edrisi{Bell Shape) seklindedir. Karbonat tamponu
glisin tamponu ile pH:9.5'ta overlap yapmaktadir .Ayrica kerbonat tamponu-
nun arginaz aktivitesi icin spesifik bir tafnpon olmasi ve maliyetinin ucuz
olmasi nedeni ile tercih edilmigtir.Enzim en ylksek aktiviteyi pH:9.5'da
vermigtir.Bu nedenlerle pH:9.5'daki karbonat tamponu enzim aktivitesi igin

optimal pH olarak kabul edilmigtir{(Sekil 13).

I11.6.Metal iyonlannin Arginaz Aktivitesine Olan Etkileri:
M.benedeni arginazinin gegitli metal iyonlarina kers: duyarhiligim
tesbit etmek igin;
Mn++,Cus+ Hg++ Fes++, Agt Ca++ Bat+,Cle+ Cde+Co++ Mges, Zne+ Nivs Cre+,
Pb++, Sn++ varhginda enzim aktivitesine bakiimistir. Adi gecen metal
iyonlar 0.5 mM' ik konsantrasyonlarda pre-inkiibasyon ortamina ilave
edilmistirElde edilen sonuclar kontrole gore degerlendirilip Tablo 1'de
gdsterilmigtir.Cu,Hg,Fe,Ag,Ca,Ba,Cl1,Zn,Cr,Pb,Sn"1n varhidinda enzim
katalitik giciind kaybederken Mn'in varlijinda enzimin katalitik aktivite-

sinde artiglar géralmastar(Tablo1) Mn ilave edilmeden yapilan deneylerde
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Sekil 13 :, M.benedeni Arginazi I¢in Optimal pH'mn Saptanmasi. [

(Arginin pH'st tamponlann pH'lan ile aym tutulmugtur)
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Tablo 1 : METAL iYONLARININ M.benedeni ARGINAZI UZERINE ETKIsI

DENEY KOSULLARI % AKTIVITE
Kontrol 100
MnCl, 1274
CusO, 38
HgCl, 82
FeCl, 34
AgNO, 23
CaCl2 51
BaCl2 97
cdcl, ' 50
CoSO, 131
MgCl, 160
ZnSO, 53
NiSO, 472
CrO3 ' 41
Pb(NO,), 26
SnCl2 15
xx. ‘MnCl 2 582

xx:Enzim kaynag1 olarak kullanilan kisim MnCl, siiz Preinkiibe edilmis
aym molariteyi saglayacak miktardaki MnCl, enzimatik karsima eklenmig

(Metal iyonlanmn konsantrasyonlart 0.5 mM olarak alinmstir.)
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ise enzim aktivitesinde belirgin bir dugis saptanmgtir{Sekil 15).Metal

iyonlan iginde enzimin aktivitesi Gzerine en etkili metalin Mn++ oldudu

bulunmugtur Mn++ "dan sonra en etkin olan metal iyonu Ri++'dirMnCl,
enzim aktivitesini & 1174 artinrken NiCl, & 372 artirmgtir. CoS04 £31

ve MgCl, 60 oramnda enzim aktivitesinde MnCl, ve NiCl, gore daha az
artiglara neden clmustur{Tablo 1).
111.7.M.benedeni arginaz aktivitesinin MnCl, miktanina bagh
olarak degisimi:

Mn++ iyonlanimin arginaz igin gerekli oldudu anlagildiktan sonra degigik
konsantrasyonlarda Mn iyonlarinin enzim aktivitesine olan etkileri
incelenmistir{ Sekil14).

Enzim en yiksek aktivasyonu 0.5 mM ik MnCl, varlifinda gbstermigtir.Mn

konsantrasyonu 0.5 mM1n dstine giktiginda ise enzimin aktivasyon hizinda

belirgin bir digme gdzlenmigtir.Enzim 0.5mi'hk MnCl, konsantrasyonunda
en yiksek aktiviteyi gostermesinden dolayt bu molarite enzim igin"Optimal
MnCl, ”konsantrasgonu olarak kabul edilmigtir.

MnCl,'in arginaz Gzerindeki etkisini daha iyi acikhda kavugturmak
amaciyla cegitli preinkibasyon 1s1larinda MnCl,10 ve MnCl,'s0z {distile

su ile) preinkdbasyen iglemlerine tabi tutulmugtur(Sekil 15). Gegitli
konsantrasyonlardaki MnCl., "1 preinkibasyon ile MnCl,'siiz{distile su ile)
preinkiabasyonun enzim sktivasyonu Gzerine etkileri Sekil15'de
incelenmigtir,

Hntlz'lﬂ ortamdaki enzim aktivitesinde HnClz'sﬂz ortamdaki enzim

aktivitesine gore %1174 kadar bir artisin varligi saptanmig ve sonugta
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Sekil 14 :"M.benedeni'de Arginaz Aktivitesinin MnCl2

Degisimi

Miktarina Bagll Olarak
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Sekil 15 : Mn™™ Iyonlannin ve Preinkiibasyon Isisinin M.benedeni Arginazi Uzerindeki

Etkileri.
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enzimin mutlak aktivatorinan MnCl, oldudu kabul edilmistir(Tabio 1).

I11.8.Arginazin Arginine Kargi Olan Km'i:

1. benedeni arginazi icin optimal kogullarin belirlenmesinden
sonra enzimin spesifik substrati olan L-Arginine karg1 Km'i tesbit
edilmigtirEnzim ektivitesinin substrat konsentrasyonuna bagl olarak
degisimi Michaelis-Menten kinetigine uygun olarak gelismis ve tipik
substrat doygunlugu profilini vermistir(Gekil16).15 mM'a kadar olan
L-arginin konsantrasyonlarinda aktivitede lineer bir art1g,daha ileri
arginin konsantrasyonlarinda ise ejri hiperbolik bir goriinim almaya
baglamistir.36 mM "hk L-arginin konsantrasyonundan sonra ise enzimin
substratiyla doygunluga erigmesi sonucu aktivitedeki artig,sifir
mertebe{Zero-Order) kinetigine uymugturEnzim aktivitesinin substrat
miktarina bagh olarek degisimini gosteren Sekil16'deki sonugiar
Lineweaver-Burk yéntemine gore dederiendirilmigtir.

Bir kac kez tekrarianan deney sonuglarindan arginazin L-arginine kargi

olan Km'i 125 mM simirlan iginde belirienmistir{Sekil17).
111.9 Moniezia benedeni ARGIKAZININ BAZI OZELLIKLERI

111.9.a_Arginazin Hicre igi Yerlegimi:

1. benedeni arginazimin hicre igindeki yerinin saptanmasi igin; 4
gr parezit alimp 20 m1 0.25 M1k siikroz ¢ozeltisinde potter-elvenjem cam
~teflon homojenizatdru ile pargalanmis ve siikroz ¢ozeltisi ile toplam
hacim 20 ml'ye tamamlanarak { 1x5 oraninda sulandirma(Agiriik/Hacim)
homojenat elde edilmistir.Bu homojenatten 4 ml ayrilarak arginaz

dizeyine bakilmigtir.Daha sonra homojenatten 1 ml alimp 7 mi 0.5 mM'hik

MnCl,'la stikroz ¢ozeltisi kat1larak 1x40 dilisyon yamiimgtir.Geri kalan 17
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Sekil 16 : M.benedeni Arginaz Aktivitesinin Arginin Konsantrasyonlarina Bagh olarak

Degigimi.
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mi ‘lik bdlam 600xg de 10 dakika +4 OC de santrifugasyon iglemine
sokulmustur.Uste kalan sipernatant uzeklastinimis ve siikroz ¢ozeitisi ile
toplam hacim 17 ml'ye getirilmigtir.Boylece elde edilen ¢okelekte ve
supernatantiarda enzim aktivitesine bakilmigtir. 17 ml'ye tamamilanan 600
%g'lik sipernatantan ahinan 10 mi'lik bolim tekrar 16000xg'de 10 dakika
santrifij edilmig ve iki boldme aynimgtir.Supernatant ve pellet sikroz
gozeltisi ile ayrr ayn 11 ml'ye tamamlanmistirCegitli hicresel
kisimlardan olugan bu fraksiyonlar 530C de 10 dakika preinkibasyona tabi
tutulduktan sonra enzim kaynad1 olarak kullamimgtir Tablo 2'de gdorildugu
gibi en yuksek arginaz aktivitesi 600x g'de elde edilmig buda enzimin
hiicrenin gekirdeginde 1okalize oldugu savim gaglendirmistir. 77xg'deki
santrifigasyon iglemi sonunda hemen hemen homojenattaki aktivitenin
yansi elde edilmistir.600xg sipernatant1 16000xg'de santrifij edildiginde
gokelekte toplam aktivitenin £25'i bulundudu gdzlenmigtir. 16000xg
¢ikeledi mitokondrialan kapsamaktadir. 600xg sipernatantinda toplam
aktivitenin $25-30'nun bulunmasimn nedeni 3 olasihga baglanabilir.
1-Cekirdeksel kisimlar tam ¢okmemigtir.

2-Santrifigasyon sirasinda gekirdekier pargalanmig ve enzim sitoplazmik
fraksiyona gegmistir.

3-Arginazin bir izoenzimi bulunabilir.

Tablo 2°'deki sonuglar gekil 18'e gore uygulanmigtir.

Tablo 2'den de anlagildify gibi enzim her ne kadar hiicre gekirdegine
bagl1 isede ,eder homojenizasyon iyonik bir ¢dzeltide yapihp iyonik gig
artinlirsa enzimin ¢gekirdeksel kisrndan sitoplazmamn ¢dziinen kismina
kolayca gegtigi goralar{Tablo 3).

0.16 M1k KCI gdzeltisi ile yaprlan homojenizasyon igleminden sonra
arginaz ektivitesinin hicre ici dagilim incelendigi zaman gérdimistar ki;

Tablo'2 deki sonucglarin aksine iyonik gicin artmas: ile 16000xg'deki
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M.benedeni ARGINAZININ HUCRE iGi YERLESIMI

Tablo 2 : 0.25 M siikroz ile yapilan homojenizasyonda Arginaz aktivitesinin hiicre igi

dagilim.
SAPTANAN HUCRESEL KISIM ARGINAZ AKTIVITESI(UNITE)
A)HOMOJENAT 4,323
B) 77 ¢ 4.384
C) 600 g COKELEK 2.960
D) 600 g SUPERNATANT : " 1.704
E) D'NIN 16000 g COKELEGI 1.228
F) D'NIN 16000 g SUPERNATANTI 0.604

blo 3 :0.16 M KCl'de yapilan homojenizasyonda Arginaz aktivitesinin hiicre ici dagihmi

SAPTANAN HUCRESEL KISIM ARGINAZ AKTIVITESI(UNITE)
A) HOMOJENAT 4.54
B) 77 g 4.256
C) 600 g GOKELEK _ - 1.652
D) 600 g SUPERNATANT 2.660
E) D'NIN 16000 g COKELEGI 0776

F) D'NIN 16000 g SUPERNATANTI 1.328



—40-

¢okeledi yerine sipernatant fraksiyonu daha gok arginaz aktivitesi
icermektedir{Tablo 3).Aym zamanda 0.16 M'Tik KC1 ¢bzeltisi yaprlan bu
deneyler sonunda enzimin hiicre cekirdeginde lokalize oldugu bir kez daha
gbzienmisgtir(Tablo 3).

Homojenat(A)

77g

v
{1/5 oramnda 0.25 M sikroz iginde)

600 g'de 10 dakika

Santrifigasyon
A\
Sipernatant{(C) Gokelek{ B)
{Cekirdek)
16000 g'de 10 dakika
Santrifigasyon
Cokelek(D) Supernatant(E)
(Mitokondria)

Sekil 18:Fraksiyonal-Santrifigasyon ile Arginazin Hicre igi Yerlesiminin

Saptanmas.
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Tablo 2,3'de gisterilen deneylere Sekil 18'deki yontem uygulanmistir.

111.9b. Hbenedeni ARGINAZININ iNHIBITORLERI
11.9.b.a.0Ornitinin M.benedeni Arginazy Uzerindeki inhibisyon
Etkisi:

Dedigik ornitin konsantrasyoniarinda arginaz ektivitesi incelenmigtir.
9 mM'hk ornitin varhginda enzim aktivitesinde 855 dolaylannda inhibis-
yonun varhi{y saptanmstir.L-Ornitin konsantrasyonu 20 miM "a ulagtiginda
arginaz aktivitesinin 877 'sini kaybettidi saptanmgtir{Gekil 19).

L~ Ornitinin yaptidh inhibisyon tipini karakterize edebiimek igin ,arginaz
aklivitesi dedigen arginin konsantrasyonlaninda 12.5 mMlik ornitin
varhginda dlgtimigtar{Sekil 20)Kontrole gore ve sabit yojunluklardaki
ornitin varliginda enzimin dedigik arginin konsantrasyonlarninda gosterdigi
goruniim yani inhibisyon etkisi sekil 20°'de gorilmektedir.

Ornitinin Mbenedeni arginaz aktivitesi Uzerindeki inhibitdr etkisinin
hangi tip inhibisyona neden oldugunu anlayabilmek igin Michaelis-Menten
grafigi Lineweaver-Burk grafigine gore degderlendiriimigtir{Sekil 21).
Goruldixgi gibi ornitinin varhi§inda,enzimin Ymax'1min dedismedigi fakat
Km’nin biyidugi tesbit edilmistir .Bu deney sonucunda enzimin arginine
kargi Km'nin 12.5 mM civarinda oldugu ve L-Ornitinin enzimi kompetetif

olarak inhibe ettigi saptanmstir.

111.9.b.b.L-Lizinin M benedeni Arginaz1 Dzerindeki inhibisyon
Etkisi:

Dedisik Lizin konsantrasyonlarimin M.benedeni arginaz aktivitesi
uzerine olan etkisi incelendiginde lizinin inhibitdr etkisinin L- Ornitine

benzedigi saptanmistir.
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Sekil 19 :|Degigik Ornitin konsantrasyonlarimn M.benedeni Arginaz Aktivitesi Uzerindek

Etkileri.
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3.0
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ARGININ mM

Sekil 20 :Ornitinin M.benedeni Arginaz Aktivitesi Uzerine Farkli Substrat Yogunluklarina

Goére Etkisi
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Sekil 23 : ‘Lizinin M.benedeni Arginaz Aktivitesi Uzerine Farkh Substrat Yogunluklarina

r
50

Gore Etkisi.
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12.5 mM "hik Lizin konsantrasyonun enzimin Z55 oraninda aktivite
kaybetmesine neden oldugu saptanmigtir{Sekil 22).12.5 miMhik L-Lizin
varhinda ve dedisik arginin konsantrasyonlanndae arginazin gosterdigi
aktiviteler saptanarak Michaelis-Menten grafidinde kontrolieri ile birlikte
gosterilmistir(Sekil 23).

L-Lizinin M.benedeni arginaz aktivitesi Ozerindeki etkisi
Lineweaver-Burk ydntemi ile dederlendirilirse inhibisyonunun kompetetif
tipte oldugu Ymax'mn dejismedigi Km'lerinin farkh oldufju ortaya cikmis-
tir{Sekil 24).

111.9.b.c M benedeni Arginaz: Uzerine EDTA'min inhibisyen Etkisi:

Dedisik EDTA konsantrasyonlannda M.benedeni arginazimn aktivitesi
incelenmis ve Gekil 25'de gbsterilmistir. 0.5 mM ‘hk EDTA varliginda ve
defiisik arginin konsantrasyonlannda arginaz aktivitesi saptamp ,inhibis-
yon etkisinin varh@ kontrol grubuna gore dederlendirilmistir(Sekil 26).
Sonuclar Michaelis-Menten grafigine ddkiilmis ,daha sonra Lineweaver-
Burk ydntemi ile degerlendirilmistir.EDTA ‘min varh§inda enzimin VYmax'nin
dedistigini fakat Km'nin degismedidi ortaya koyulmustur{Sekil27).

Bu deney sonunuda enzimin argirnine karg: Km'nin 125 mM civarninda

oldudu EDTA'mn enzimi non-kompetetif olarak inhibe ettidi goriilmiastar.

H1.9.b.d M benedeni Arginaz zerine p-CMBA"in inhibisyon Etkisi:
Degdigik p-CMBA konsantrasyonlarinda arginaz aktivitesi incelen-
migtir. 30 Mmol p-CMBA enzim aktivitesinde 850 dolaylaninda inhibisyona
neden elmustur (Sekil28).
20 M Mol'luk p-CMBA varhi§inde ve dedigik arginin konsantrasyon-
larinda arginaz aktivitesi saptamp inhibisyon etkisinin varhd kontrol

grubuna gore degerlendirilmistir{Sekil 29) Sonuglar Michaelis-Menten
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Sekil 26 :  EDTA'min M.benedeni Arginaz Aktivitesi Uzerine Farkli Substrat Yogunlukla:
Gore Etkisi.
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Sekil 29 : | p-CMBA'in M.benedeni Arginaz Aktivitesi Uzerine Farkli Substrat

Yogunluklarina Gore Etkisi.
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grafigine dikilmig,daha sonra Lineweaver-Burk yontemi ile dejeriendirii-
migtir.p-CMBA'in varhdinda enzimin ¥Ymax'mn degistigini fakat Km'in
degismedigi ortaya koyulmugtur.
Bu deney sonunda enzimin arginine karg1 Km'nin 12.5 mii
civarinda oldugu p-CMBA ‘in enzimi non-kompetetif olarak inhibe ettigi

gorulmistar(Sekil 30).

111.9.b_e_.M benedeni Arginaz1 Uzerine N-Etil Malemit’in inhibisyon
Etkisi:

Dedigik N-Etil Malemit konsantrasyonlaninda arginaz enziminin
aktivitesi incelenmig 50 j2 mol N-Etil Malemit "in 857 dolaylarinda '
inhibisyona neden oldugu gézlenmistir{Sekil 31).

20 p MoV'luk N-Etil Malemit varh§inda ve dedigik arginin konsantras-
yonlannda arginaz aktivitesi saptamp inhibisyon etkisinin varhi§h kontrol
grubuna gore degeriendirilmigtir{Sekil 32).Sonuglar Michaelis -Menten
grafifine dokildi daha sonra Lineweaver-Burk ydntemi ile dederlendiriidi
N-Etil Malemit'in varhiginda enzimin Ymax'mn dedistigini fakat Km'in
dedismedigi ortaya koyulmugtur.

Bu deney sonunda enzimin arginine kargi Km'nin 12.5 mM civannda
oldufu N~Etil Malemit'in enzimi non-kompetetif olarak inhibe ettigi
goruolmugtor{Sekil33).

1.9.b.f.a.M.benedeni Arginazimn Fotoinaktivasyonuna Metilen
Mavisi Derisimlerinin Etkisi:

Degigik metilen mavisi konsantrasyonlannda 150 watt ik
projeksiyon 15141 altinda M.benedeni arginazinmin fotoinaktivasyonu
incelenmigtir.0.3 mM metilen mavisinin varhginda ve projeksiyon 151§

altinda enzim ektivitesinin 855.3 oraminda aktivite kaybettigi
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Sekil 31 : M.benedeni Arginazi Uzerine N-Etil Malemit'in Inhibisyon Etkisi.
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Etkisi.
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Yogunluklarina Gére Etkisi
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Lineweaver-Burk Yodntemi ile Degerlendirilmesi.
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saptanmstir{Sekil 34).
0.3 mM "hk metilen mavisi ve 150 watt'hk 151k kagrianjl altinda degigik
arginin konsantrasyonlarinda M.benedeni arginazimn aktivitesi saptanarak
Michaelis -Menten grafiine gore dederiendirilmistir(Sekil 35).
Arginazimin fotoinaktivasyonu ve kontrol grubu Lineweaver -Burk ydntemi
ile degerlendirildiginde inhibisyonunu non-kompetetif olduju saptanmigtir
{Sekil 36).
111.9.b f.a Dedisik Is1k Kogullannda ﬁetilen Mavisinin M.benedeni

Arginaz Aktivitesi Uzerine Olan Etkisi:

Homojenize ve santrifije edilen Mbenedeni drneklerindeki endojen dre

ureaz tepkimesi sonucu parcalandiktan sonra elde edilen fraksiyonlar

enzim kaynag1 olarak kullamimigtirTablo'4 de gbriildiga gibi M.benedeni

érnekleri 0.5 mMTik MnCl, 0.3 mMTik metilen mavisi varhifinda 53 °C'de

10 dakika preinkibasyona tabi tutuldudu zaman,oda 15191 ve karanlikta
enzim aktivitesinde £25-27 oraninda bir digisin oldudu ortaya koyuimug-
tur. 150 watt'hik 151k kaynadi altinda ise bu diigisin 845'e kadar ulagtidy
saptanmistir.

Metilen mavisi ilave edilmemis ornekler kontrol olarak kabul edilmis
ve aktivite 100 olarak tanimlanmgstirMetilen mavisi ilave edilmis

ormneklerdeki ektivite kalan aktiviteyi gostermektedir.

111.9.b.1.b.MnCl, ,Metilen Havisi ve Is1§in M.benedeni Arginazinin

Fotoinaktivasyonuna Olan Etkileri:

Enzim kaynad1 olarak kullanilan M.benedeni homojenatlarina dedisik
preinkiibasyon iglemleri uygulandigi zaman enzim aktivitesinde gok belir-
gin degigmeler gorilmektedir. |

Preinkibasyon iglemi 53 Oc'de 10°ar dakikalik iki asama halinde toplam

20 dakika olarak uygulanmigtirMetilen mavisi kogullara gdre birinci veya



"11pa1owIalsQd 1£011A1INE UB[RY 91IAINR IYSPIS[oUIQ SIW]IPD 9AB|l [SJABW US[IION
"ISIWUB[WIUBY JBIB[O QQ[Y% OIIAIE oA SWjIps [ngey Yeiejo [0JIUOY IS[}OUIQ SIWSWIIPd SAB[l ISIABW US[HAN:X
ISI3LA NV10
ANRIEZ( [SALIALLMY ZVNIDUV NINISIAVAN NZTLAN VANIRVTINSOX NISI MSIDAA : ¢ ojqel

)
on
N €76 001 MISI AILLLYVM  0ST
[ 001 AINVEV
IDISI vao
e'zL 001
ISIAVIN NETLLAW+ TOULNOM
X
AVTINSOMN
% HLJALLAV




"1Ipa1owWIalIsQd LIS[OIALINE UB[e:iXX
Siwnsayediad epurdidi
- Bpo ehoa epunie W1 Y[, 338M 0ST Twd[Si uohseqnijuioid Siwjipe SAe[l Nruc_z oA ISIABW USjlloW

suuepjeulg TIBPaUSY N Sp[Ies 1SIpIIIeq epojqes epuliejewess uodseqmyjuierd 1oubjl 8a UM

“THETALE
NV7IO VNANOASVALLIVNJOLOA NINIZVNIDUV [spataq'w NIDISI A ISIAVIWN NaLaw ‘Cioum : § olqer
NOASVEQNNIEA TI NOASVEQAN[TUA']
L°ST - + o i} . -
d
o
]
£L°81 - + - | . )
9°0¢ - + - + - .
001 + - - - _ .
a M0 .
RLALLIV DISI vado|  LLVM 0ST N ISIAVI ISIAVI 2
XX VINRIANY TSI DUN | NETLLAW NATLLANW 1




-65-

ikinci preinkiibasyon agamalarinda ortama ilave edilmigtir.Metilen
mavisinin ilave edildigi kogullara gore aym gekilde preinkibasyonun
dedigik agamalarada 8-10 cm mesafeden 150 watt'lik 151k kaynadina
maruz birakiimigtir{Tablo 4). :

I. ve 11. preinktibasyon iglemi 53 Oc ‘de 10'ar dakika 0.5 mMIik MnCl, ile

oda 1g1§inda yap1ldidi zaman elde edilen enzimatik aktivite dizeyi kontrol
olarak kabul edilmigtirEnzimatik aktivitedeki de§ismeler bu kontrole gire
degerlendiriimistir(Tablo 5).

M.benedeni homojenatlarimn 150 watt'hk 1g1k varhiginda 1 preinkibas-

yon islemi MnCl, ile yapihp(53 OC 10 dakika) metilen mavisi ikinci

preinkibasyon agamasinda ilave edildi§i zaman enzimatik aktivitedeki
disus £69.4 dolaylannda olmaktadir.

Ornekler 150 watt'hk 191k varhiinda MnCl, ve metilen mavisi ile aym

anda |.preinkiibasyon agamasinda{S3 °C'de 20 dakika) ortama ilave edilirse
enzim aktivitesindeki kayib1 £81'e vardidi saptanmistir.
M.benedeni homojenatlaring 150 watt'lik 191k kaynadinin varhiginda

|.preinkibasyon agamasinda metilen mavisi ilave edilip ,I1preinkibasyon

asamasinda ;HnC12 ortama ilave edilince enzimatik aktivitede $84.3e

ulagan bir kayibin varlii gdzlenmigtir{Tablo 5).

111.9.c. M.benedeni’'nin FARKL! ORTAMLARDA GOSTERDIGI
DEGiSiKLiKLER-

Bilindigi gibi M.benedeni sigirlarin ince bafirsaklarinda yagayan bir
parazittir.Bu parazit bagirsak ortaminda belli bir ozmotik basinca maruz
kalmaktadir.Buradan yola gikarak alinan M.benedeni parazitleri Distile
Su,Z0.9 NaCl ve £20'7ik NaCl '1d yogunluklan ve pH'lan farkli
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cesitli ortamlarda 379C 2 ser saat inkibe edilmigtir.inkibasyon sonucu
parazitler bu farkli ortamlardan digan alinms ve parazitlerin bu ortam-
lara saldiy external dre {digan atilan) miktarlan ve amonyak diizeyleri
olchlmistar.

Digan ahnan parazitler elvehjem {cam -cam) homnjenizatﬁrA‘Jden
gecirilip,(Sorvall RC-5B) sojutmah santrifijde 10 dakika 15000 rpm'de
santrifigasyon iglemine tabi tutulmusilardir.Elde edilen supernatantlarda ,
internal ore (iceride kalan) ve amonyak dizeyleri saptanmig , sonuglar §
olarak dederlendirilmigtir{Tablo 6,7,8).

Daha sonra parazitin gegitli seksiyonlan arasinda arginaz enzim
aktivitelerinde bir farkhhigin olup olmadify saptanmaya cahgilmigtir.
Bunun iginde tdm bir M.benedeni paraziti ahnmistir. Parazitin bag, orta ve
kuyruk kKisimian aynimg ve enzim aktivitelerine bakiimstir.

Orneklerde en yiksek enzim aktivitesinin alindify distiie su'da.ve
pH:7'de 2 saat sireyle 37 °C "de inkibe edilmig inkibasyon sonucu
parazitier digan tagimp farkh seksiyonlarin ortama attikian ;atilan ure
;amonyak miktarian saptanmigtir.Daha sonra da parazitier homojenize ve
santrifije edilerek parazitin igindeki internal ure,amonyak miktarlan
bulunmugtur Bu parazitlerde synca arginaz ektiviteleri ve protein
miktarian da teshft edilmistir{Tablo B).

TABLD 6:

Tablo'6 da goraldago gibi pH:7'de atilan Gre miktarlan %'ye
vuruldugunda distile suda bu oramin £70-72 ,%0.9 NaCl'de 366-69 ve 20
NaCl'de ise & 70-71 p mol/gr parazitxsaat olduju saptanmigtir.Yoguniuk
fark: olan bu d¢ ortamda atilan tre miktarlar yaklagik olarak
aymdir(Tablo 6).

Aym parazitler alimp homojenize edilmis santrifiij igleminden sonra
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siipernatantlarda parazitin iginde tutulan dre miktarlar{internal dre)
olgulmiagtor.

internal dre dizeyleri ise,pH:7'de; distile suda ortalama %27 -29
,%0.9 NaCl'de £31,%20 NaCl'de ise $28-30 oldugu saptanmigtir .

Aym pH'da ve farkl yogjunluklarda tutulan parazitlerdeki internal dGre
miktarlanmn degigsmedigi de béylece gdzlenmigtir{Tablo 6).

Yani sonug olarak diyebiliriz ki inkube edilen parazitierin diganya
atiklan{external) ire miktarian ve yine bu parazitlerin iglerinde
tuttukian{internal) Gire miktarian yogunluklan farkh ortamlarda da
degisiklik gdstermemektedir.

Tablo 6'da gorulduda gibi M.benedeni arginazi pH:7'de; Distile suda 09
NaCl ve £20 NaCl iginde 2 saat 37°C ‘de bekletildikten sonra arginaz
aktivitelerine bakiididinda ise enzim aktivitelerinin 0.5-0.7 oniteler
arasinda dedigip gorildago gibi yok denecek kadar digik dizeyde arginaz
aktivitesi saptanrmstir(Tablo 6).

Protein miktartanimn ise her O¢ ortamda da dedismedigi gozienmistir.
Parazitin disanya attiji amonyak miktar: ise;Distile su'da ortalama 569
g/ 100 m1,80.9 NaCl'de 349 p g /100 m1,820 NaCl'de320 p g /100 ml olarak
saptanmistir{Tablo6). Tutulan amonyak miktan ise,Distile su'da ortalama
486 ug ,%0.9 NaCl 391 pg,zzo NaCl 215 lugf 100 mi oldugu gdzienmistir
{Tablo 6).

TABLO 7: |
Aynca Mbenedeni'ler pH:9.5'da; Distile su, £0.9 NaC1,820 NaCl iginde
2 saat 37 OC ‘de bekletildikten sonra parazitin olugturdugu external ve
internal Ure, amonyak diizeyleri de saptanarak aym drneklerde arginaz
aktiviteleri ve protein miktarlan dlgtimistir{Tablo 7).
Atilan ortalama % dre miktarian en yiksek % 20 NaCl'de £69.8-71.6
M mol/ gr parazitxsaat,ikinci olarek distile su'da £69.9-70.8 p mol/gr
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parazitxsaat daha az olarakta 80.9 NaCl'de £57.9-60.9 2 mol/g parazitx
saat olarak saptanmigtir {Tablo7).

Atilan ortalama amonyak dederleri tablo 7'de gdrildaga gibi swras
ile en yiksek distile su'da ortalama 850 Fg/ 100 ml , ikinci olarak £0.9
NaCl'de 637 ’Jgf 100 ml,en diugik olarakta £20°1ik NaCl de 468 )ugf 100 mi
olarak bulunmugtur{Tablo 7).

Tutulan % dre miktarlan ise,sirasiyla en yiksek distile su'da
£29.1-30.09 molire/gr parazitxsaat,daha sonra £20 NaCl'de %26.1-30.1
/1 mol, daha az olarak da £0.9 NaCl £39-42. ‘f‘ mol olarak bulunmustur
(Tablo 7).

Tutuian ortalama amonyak miktarlan tablo 7'de de gdrildiga gibi
Distile su'da 565 ng’ 100 ml ,ikinci olarak £0.9 NaCl'de 415 ug/ 100 mi
,%20 NaCl'de 246 ug/ 100 m1 olarak saptanmgtir(Tablo 7).

Aym drneklerin arginaz aktivitelerine bakiididinda en yikksek enzim
aktivitesi Distile suda 3.92 tnite ,daha sonra £0.9 NaCl'de 3.41 iinite,daha
az olarakta %20 MaCl'de 2.6 Gnite olarak saptanmigtir.Protein degerierinin
yaklagik olarak i ortamda “da dedismedigi gézlenmistir {Tablo 7).
TABLO 6:

Pargalanmams tim bir M.benedeni paraziti alimip bag, orta ve

kuyruk kisimlan 2 saat 37%C'de Distile su icinde bekletildikten sonra

atilan dre,tutulan dre,arginaz ,protein, 1 gr NH4/ 100 m1 dederleri

saptanmistir.

Atilan % dre miktarlan bag kisminda 267.6-68.6 ,orta kisim da
%67.3-67.68 , kuyruk kisimlarinda £67.4-68.6 /u mol/gr parazitxsaat olarak
saptanmmstir.

Atilan amonyak miktarlanimin bag kisminda ortalama 154/19:’ 100
mi , orta kisminda 92.7 /ug:" 100 mi kuyruk kisminda 98.1 lug/ 100 m] olarak

bulunmustur Tutulan Gre mikteriarinin bag,orta ve kuyruk kisminda
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yaklagik olarak aym olduju gdrilmagtar .

Parazitte tutulan amonyak dederieri bas kisminda ortalama 193.5
lxg/ 100 ml olup en yiksek,daha sonra orta kisimda 95.3 Pg.f 100 mi,en digik
olarakta kuyruk kisminda 63.6 FgHOO m] bulunmugtur.Toplam lre
miktarlan ise bag ,orta ve kuyruk kisimlannda yaklagik olarak aym oldugu
goriimugtirr Tutulan & tre miktarlan ise bag, orta ve kuyruk kisimlannda
yaklagik olarak £32 civannda oldugu ortaya cikmstir.
Arginaz aktiviteleri agisindan bag, orta ve kuyruk kisimlarinda bir
farkhihi§in olmadiy saptenmstir{Tablo 8).Ayrica bu seksiyonlarda protein

dederlerinde de bir farkhhin olmadid gézlenmistir{Tablo 8).
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1v.B0LOM
TARTISMA

M.benedeni ‘de arginaz enziminin dzelikleri gok az bilinmektedir.
Konu ile ilgili hi¢ bir literatire raslanamarmstir.Bu ¢ahigmada enzimin
bazi dzelikleri ortaya koyuimugtur.
M.benedeni’de Arginazin Ozellikleri
M.benedeni arginazimn 77'ye varan bir béliminan hicrenin

gekirdedine baglanrmsg durumda oldugu saptanmigtir{Tablo 2) . Dedigik
santrifigasyon ydntemleri sonucu mitokondriada enzimin yerlegmedigi
ve iyonik giiciun artmas ile sitoplazmamn ¢dzinebilen kismina gecebilece-
§i gdzlenmistir(Tablo 3).Santrifigasyonun dedisik mzlarda yapilmasina
rajmen hala sitoplazmamn ¢ozdldr kisminda belirli bir digiide arginazin
bulunusu enzimin sitoplazmik bir izoenziminin olabilecegi kanmisim
ugandirmaktadir.

Enzimin hicre gekirdegine bagl olmasimn metabolik denetimi
agisindan dnemi Moss tarafindan spekiile edilmektedir{47).
Moss'a gire ;Mn++ iyonlan daha gok hiicre ¢ekirdeginde bulunanlar ve
bunlann gekirdekien sitoplazmaya gecigleri ile arginaz aktivite edilerek
arginin dizeyleri degismeler gistermekte ve bunun sonucu protein sentezi
denetim altina alwnmaktadir{47).Enzimin yaklasik £25'i ise mitbkondrial
fraksiyonda bulunmustur.Bu fraksiyonda enzimin bulunmasi gekirdeksel
fraksiyonun tam gékmemesine veya bir kismimn sipernatanta gecip daha
sonra 16000 g 'de santrifije olunca mitokondrial fraksiyon ile ¢dkmesi

seklinde izah edilebilir.
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M.benedeni‘de arginazin hiicre igi yeriegiminde gekirdege bagh olmasinin

metabolizma yoninden etkinligi tartisiimaya agik kalmaktadir.

ENZIiMIK AKTiVASYORU
Pre-inkabasyonun Etkisi
Arginazin aktivasyonu igin iki Taktor gereklidir pre-inkobasyon ve
Mn++Her iki faktdrin bir arada olmasi sonucu aktivasyon meydana
gelmektedir.Arginazin dlgiimesinde kullamlan bitin metodiar pre-inkibas -
yonu dnermektedirier{44).M benedeni'den elde edilen ve enzim kaynag
olarak kullamilan gekirdeksel kisimlara pre-inkdbasyon iglemi ..
uygulanmadi§ zamanlarda belirli bir duzeyde aktivite gdstermektedirier,
gktivite pre-inkibasyon i1s1sina parelel olarak artmakta 530 C "de ise en
yuksek dizeye ulagmaktadir{Gekill1).

Pre-inkiibasyonun etkisi ancak Mn++ iyonun varhginda gérilebilir Eger
enzim kaynad MnCl, olmadan pre-inkdbe edilirse bu artig olmaktadir
{Sekil 14).

Hellermann Mn++ iyonunun enzim ile substrat arasinda bir metal kopri

kurdudunu ve Enzim-Mn+2-arginin kompleksi meydana gelmesinin aktivas-

yona neden oldudunu bildirmektedir{48).
Pre-inkiibasyonun ve MnCl,Un enzim aktivasyonuna olan etkisini
dedisik sekilde agiklayanlar vardir.
Mohamed ve Greenberg'e gore ;pre-inkibasyon sirasinda MnCl, arginaza

bagianarak,enzimin aktivitesini veya dayamklihi§imi artirmaktadir{49).

Parazitierde arginazin Mn++ iyonuna kargi olan gereksinimi Campbell

tarafindan H.dimunata'da incelenmigtir Hdimunata arginazi Mn++ iyonu ile

aktive edilmig ve enzimin aktivitesi £80°Tik bir artig gbstermigtir{50).
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Gillen'de F hepatica'da arginaz enzimi i¢in pre-inkibasyonun gerekli
oldugunu ortaya koymugtur{S1).
0zan ve Gilen'de; syjir tokirik arginaz enziminin aktivasyonu igin
pre-inkidbasyon igleminin ve Mn++ iyonlanmn gerekligini saptamglardir
{23).
Ratner{52) daha dedisik bir yaklagimla arginazin Mn++ ile aktivasyonunu
agiklamaktadir."Sigan ve s1§ir arginazlan dort alt birimden meydana

gelmig olup her bir alt birime bir Mn iyonu baglanir.

I-Enzim + 2Mn++ > E-(Mn++),

{Kompleks I)
I1- Enzim ~{Mn), + 2 Mn++ > E-(Mn++),

{Kompleks 1)

Kompleks | kompleks ll'ye oranla 250 daha az aktiftir Kompleks I'in
Kompleks II'ye déndsim basamagi belkide tepkime mzinin kontrol edildigi
basamaktir Pre-inkibasyon bu basamak i¢in gerekli olan 151 ve zamam
saglamaktadir{52).

Arastlrmamxzda Sekill1 ve Sekill4'de goruldagd gibi enzimin

aktivasyonunu, pre-inkabasyonun MnCl, ile yapimas halinde olmaktadir.

Ornegin pre-inkibasyon islemi MnCl o'siiz ortamda uygulandidi zaman

enzimin aktive edilemedidi gozlenmektedir.

Aragtirmada ortaya ¢ikan ilging nokta da MnCl, konsantrasyonunun

0.75 mM1n Gstiinde oldudu durumlarda inhibisyonun gdzlenmesidir
(Sekil15). Sonucta Mbenedeni arginazinda pre-inkiibasyon 1s1s1 53 0C



-76-
olarak belirienmigtir {(Sekil11).

M.benedeni'deki bulgulara gore arginaz en belirgin gekilde MnCl,
{®1174) ve daha az olarakta NiS0,{%372) tarafindan aktive edilmigtir.
MgCl, ve CoS0,4n etkilerinin biyuk dnem tagimadify gorilmistar(g31-60)-
CuS0,,HgCl,,FeCls,AghOz,CaCl,,BeCl,,CdCl,,ZnS0,4,Criz, PhND,),,SnCl,
enzimi £3-85 oraninda olumsuz olarak etkilemiglerdir{Tablo1).

Yapilan bir galigmada sigiwr,tavgan ve kurbaga karacigerlerinden

artilmig arginaziar MnCl, ile aktive edilmelerinin yamsira NiCl, ve

CaCl, ile aktive edilmektedirier.Buna kargilik AgCl ve HgCl, olumsuz

etkide bulunmaktadiriar{49).

Artiimis kobay karaciger arginazinin Co ile aktivasyonu Mn++ jle
esdederdedir.Mg++ ve Ca++ da Mn++ etkisine yakin aktivasyon
saflamaktadiriar Kobay karaciger arginazi Hg++,Cd++ Fe+++ ve Ni++ ile
inhibe edilirken,Co++ Mg++ enzimi aktive etmektedirier{26).

Bizim yaptifimz galigmada enzimin en yiksek aktivasyonu fizyolojik
simirlarin Gzerinde 53° C'1ik bir pre-inkibasyonla saflanmaktadir{Sekil11).

As11 sorun 53 9C ‘de MnCl, ile pre-inkdbasyon sonucu aktivasyondurMnCls’

un aktivasyon etkisini gasterebilmesi i¢in pre ~inkibasyona gereksinimi
kolayca yok edilememektedir.Zira parazitin yagadi@ ince bagirsakladaki

151 37 8¢ civarindadir.

pH'mn Etkisi :

Arginaz enziminin pH's1 yapilan galigmalarin bir gogunda 9.5-9.7
olarak bildiriimistir{15,36,53).

Parazitlerde i1k kez arginazin optimal pH's1 H.dimunata'da{54)

saptanmig ve 9.5 olarak tesbit edilmistir.Aynca pH profili simetrik olup
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tipik bir ¢an egrisi geklindedir.M.benedeni arginazimn optimal pH's1 9.5
olarak bulunmus ve pH profili simetrik olup yine tipik bir ¢can egrisi
goéranimindedir{Sekil 13).Belirlenen optimum pH ile bu kisimiarda bulunan
arginaz H. dimunata’ya benzerlik gostermektedir.

Gilen(51) F hepatica arginazi igin optimal pH'y1 10.5 olarak
saptamg ve pH egrisi'nin asimetrik bir edri gérunimi oldugunu ortaya
koymugtur.

Yine Gilen{15) kismen antilmig koyun karacigeri arginazi igin optimal
pH'min 10.3 oldugunu saptamisgtir.

Celik{55) E.granulosus hidatik kistierindeki arginazin optimal pH'simin
9.5 oldugunu,pH profili simetrik bir grunimde olup tipik bir ¢an seklini
andirdigim ortaya keymugtur.

Mbenedeni arginazimn Km'i arastinimis ve Km'i12.5 mM olarak
bulunmugtur{Sekil 17).Parazitlerde incelenen arginazlann Km'leri F.
hepatica'da 10 mM{37) H. dimunata'da 3.57 mM {56),E.granulosus'da 1-2
mM{55) olarak tesbit edilmistir Kertenkele ve yilan karacigerinde bulunan
arginazlarnn Km'leri 100-200 mHM ,insan karacigerinde 6.12 mit,S1§ir
karacigerinde 4.5 mM olarek bildirilmistir{15).Koyun karacigeri arginazi-
mn Km'i 8-10 mi oldugu ortaya koyulmustur{15).

Bu bilgilerin 1si§1 altinda sijirlanin ince bafirsakleninda yagayan
M.benedeni‘de varh{ saptanan arginazin Km'ine gore kinetik dzellifi
irdelendiginde enzimin daha gok Ureotelik simfa yakin olduju
gorulmektedir.

Mora ve arkadaglan ,arginazlann Km'lerine gore iki gruba ayirmakta-
dirlar.Bu gruplandirmaya gére Ure dongusine sahip olan canhilardaki

arginazlann L-Arginine kargi Km'leri 10-20 mM arasinda olup bu gibi
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arginazlar “Ureotelik " grup altinda toplamriar{57).

Ure dongish olmayan sistemlerdeki arginaziann Km'leri ise ¢ok daha
biydk olup 200 mM "a kadar ¢ikmaktadir.Bu grup arginazlar-Urikotelik”
grubu olugtururlar(57).

Varhd saptanan M.benedeni arginazinin Km'inin yukanda bilirtilen

parazitlerin Km'lerine yakin olduju gdrulmektedir.

L-Amino Asitlerin M.benedeni Arginaz Aktivitesi Uzerindeki

Ekileri:

Lizin ve Ornitin:
L-Amino asitlerden ornitin ve lizinin F hepatica arginaz aktivitesini
etkiledidi Galen{S1) tarafindan bildiriimigtir.

F.hepatica arginaz1 L-amino asitlere karg degisiktir.Ornitin
konsantrasyonu 8 mM oldugu zaman inhibisyon £40 ,15 mM ‘da £50
dolaylanndadir Lizin ise 10 mM konsantrasyonda enzimin aktivitesinde
£60'a varan maksimum bir engellemeye neden olmaktadir .Ornitin ve
lizinin gok belirgin olarak enzimi inhibe ettigi inhibisyonunun ise kompe-
tetif tipte oldugu ortaya koyulmustur{51).

Bizim yaptijimz gahigmada,dedisik ornitin konsantrasyonianinda
arginaz aktivitesi incelenmigtir,5 mM ornitin varhifinda %55 dolaylarnda
inbisyonun varh{dr ortaya koyuimugtur.Ornitin konsantrasyonu 20 miM'a
ulagtifinda arginaz aktivitesinin $77'sini kaybettigi saptanmgtir
{Sekil 19,20,21).

Aym gekilde lizinin'de enzim aktivitesi zerindeki inhibisyon etkisi
incelenmig lizinin inhibitdr etkisi‘'nin L-Ornitine benzedigi saptanmgtir.

12.5 mM lizin konsantrasyonunda %55 oraminda aktivite kaybettigi
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saptanrmstir{Sekil23,24,25).

E.granulosus'da {55) degigik ornitin ve lizin konsantrasyonlannda
arginaz enzim aktivitesi incelenmig 2.5 mM ornitinde £14,5 ,10 mM
ornitin‘de £50,15 mM ornitin‘de ise 70 civarinda inhibisyona neden oldudu
gorulmistir.Aym sekilde arginazin en ok bilinen inhibitorierinden olan
L-Lizinin arginaz Gzerindeki inhibisyon etkisi aragtinimig, 15 mM
konsantrasyondaki L-lizinin £50'ye varan bir inhibisyona neden oldugu
gorulmugtar,

L-ornitin ve L-lizinin arginaz1 kompetetif olarak inhibe ettigi ortaya
koyulmustur(55s).

Klinik agidan dnemli olan ve en ¢ok incelenen arginazin lizin tarafindan
engellenmesidir.Lizinin agagida gdsterilen yolla deamine edilmemesi

sonucu kanda lizin miktan artmakta ve arginiemia olugmaktadir.

?l L-Amino Oksidaz
HHQ-EHQ—CHQ-CHz—EHQ-EH(NHQ)-CDH

\

Lizin
NHQ COOH
| A
CH2 CH2
\ CH2

X - keto “8~aminc kaproik asit

Argininemia da goralen klinik tablo;devamli kusma,bag
ddnmesi,geri zekalihik ve viicut gelisiminde duraksamadir Biyokimyasal

bulgular ise kan ve idrarda normalin gok Gstnde arginin,lizin,sitrilin ve
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amonyagdin bulunmasidir Bu tablo Colombo ve arkadagian tarafindan
“Lysine intolerance” olarak isimlendirilmektedir. Karacifer arginaz
aktivitesinde bir dedisiklik oimamakla beraber eritrositierdeki arginaz
aktivitesi normalin cok altinda bulunmugtur.
Colombo grubu hastaligin nedenini, 1izinin arginazi engeliemesine
badlamaktadiriar(54,58,59).

Dyanagi ve arkadaglan ise lizinin arginazdan ziyade argininosioksinat
sentetaz engelledifini savunmaktadiriar{60).

Fakat Michelis ve Beandet aym gdrusii paylagmamaktadiriar{61).Lizinin
arginazi engellemesinden yararianarak,iremiyi dniemek amaci ile dremik
hastalara lizin tatbik edildigi zaman sonug belirli bir d1gide baganh
olmustur.

Aynica iki tarafh nefrektomize edilmis kopeklere lizin verilmesi; ore
sentezini bir dlgide azaltms ve kbpeklerin yagam siresini uzatmstir
{62).

Tavuk bobrek arginazida lizin ve ormitin tarafindan kompetetif olarak
inhibe edilmektedir(63).

Galen(15) ornitin ve lizinin koyun karaciger arginazim kompetetif
olarak inhibe ettigini ortaya koymugtur.Bu bulgulara gbre ornitinin enzim
uzerindeki bagland bdlge,arginin baglandiy balgeden degisiktir.Ayrca
ornitinin enzime badlanmas1 sonucu enzimin dg boyutiu yapisinda bir
defisiklik meydana gelmekte ve Km biyimekte sonugta enzimin arginine
olan ilgisi azalmaktadir.Lizinde aym tarde bir engellemeye neden
oldujundan ,ornitin hakkinda dne sirilenler.Lizin icin de gegerli olabilir.

Yukanda izah edilen galigmalar bizim yapti§imiz ¢aligmay desdekle-

mektedir.
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M.benedeni ARGINAZ AKTIVITESINI INHIBE EDEN KiMYASAL
MADDELER.

ED.T.A ‘mn Etkisi:

Bizim yaptifimz galigmada 0.5 mMTik EDTA konsantrasyonunun ,
arginazi £33 dolaylannda inhibisyona ugratigim ve inhibisyon tipinin ise
non- kompetetif oldugu ortaya koyulmugtur{Sekil25,26,27).

EDTA'min etkisi sigan bdbrek arginazi Gzerinde incelenmistir{64).

10 mM konsantrasyondaki EDTA si¢an babrek arginazini 10 mM MnCl,'in

varhiinda ancak %2 inhibe edebilmistir{(64).

Aritiims kobay karaciger arginazi ; 10 mM MnCl,'dn bulundugu

ortamda,EDTA'nin konsantrasyonuna bagh olarak inhibe edilmektedir EDTA
konsantrasyonu 1 mM iken inhibisyon dizeyi £36 , 4 mM iken ise 269'dur
{26).

Arttilmig sigan karaciger arginazida EDTA tarafindan inhibe

edilmektedir.3 mH EDTA ve 2 mM MnCl,'iin varhiginda enzimin inhibisyonu

&90 oraninda iken ,aymi molaritedeki EDTA'min neden oldugu inhibisyon
diizeyi 860'tir{65).
Muszynska ve Wojtczak(65) aritilmis sigan karaciger arginazimn EDTA

ile inhibisyonunu; EDTA'mn enzimin tetramerik formunun olugmas igin

gerekli MnCl, "G tutsek etmesi ve bu nedenle enzim aktivasyonunun

olmamasina baglamaktadiriar.

Aragtirmamizdan elde edilen sonuclar da bu goriigt desteklemektedir.
EDTA'min Mn** katyonlannin enzime bajlanmasim dnlemesi sonucu enzim
buydk dlgide inhibe edilmektedir.

Koyun karaciger arginazi EDTA tarafindan gok belirgin olarak inhibe



-82-

edilmektedir.5 mM EDTA konsantrasyonunda enzimin aktivitesi 396

oraninda inhibe edilmektedir{15).

p-CMBA Etkisi:

p-CMBA'in M.benedeni arginazi Gizerindeki inhibisyon etkisi
aragtinims ve 30 Pmnl p-CMBA konsantrasyonun enzim Uzerinde £50
dolaylarinda inhibisyona yol agligr ve inhibisyon tardndn non-i(ompetetif
oldugu ortaya grkaniimstir{Sekil 28,29,30).p-CHMBA inhibisyon etkisini,
enzimin aktif merkezinde bulunan SH gruplarim bloke ederek
gostermektedir{66). p-CMBA enzimin substratia birlesmesini dnleyen

spesifik bir inhibitordir.

N-Etil Malemit'in Etkisi:

N-Etil malemit'in M.benedeni arginaz enzimi uzerindeki inhibisyon
etkisi'de incelenip,50 P mol N-Etil malemit konsantrasyonunda enzimin
%50 dolaylarinda inhibisyona ugradi§1 saptanmistir.inhibisyon tipinin ise
non-kompetetif olduju gdzlenmigtir{Sekil 31,32,33).

Ber ve arkadaglan {66) tarafindan yamlan bir gcalismada sigan
karaciger arginaz enziminin p-CMBA ve NEM'in (N-ethylmaleimide)
inhibisyon etkilerini aragtirmglardir.

Sigan karaciger argf naz: Gzerine 50 ,Jmol konsantrasyondaki p-CMBA

#55 dolaylaninda inhibisyona neden olmugtur.

Aym sekilde 50 [+ mol NEM'in sigan karaciger arginazim %65 inhibisyona
ugrattir ortaya cikmistir{66).NEM'in enzim Uzerindeki inhibisyon etkisini,
enzimin aktif merkezinde bulunan SH gruplarnim bloke ederek gostermekte-
dir{66).

Metilen Mavisinin ,Fotoinaktivasyonun ve Hntl:,_'v in Etkisi:

M.benedeni arginazimin fotoinaktivasyonuna metilen mavisi
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derigimlerinin etkisi incelenmistir .Dedisik metilen mavisi konsantrasyon
lannda ve 150 watt hk projeksiyon 151§y altinda Mbenedeni arginazimn
fotoinaktivasyonu gozlenmigtir 0.3 mM'hk metilen mavisinin varhiginda ve
projeksiyon 15101 altinda enzim aktivitesini £55.5 oramnda kaybettigi
saptanmstir{Sekil 34).

0.3 mM'Tik metilen mavisi ve 150 watt'hk projeksiyon 11§h altinda
degisik arginin konsantrasyonlarinda t1.benedeni arginazimn aktivitesi
saptanarak Michaels-Menten grafigine gire dederiendirilmigtir{Sekil 35).
Arginazin fotoinaktivasyonu ve kontrol grubu Lineweaver-burk yontemi ile
degerlendirildiginde inhibisyonun non-kompetetif oldugu saptanmmstir
{seki136). Enzim oda 1$1§1 ve metilen mavisinin varhginda aktivitesini
&22'sini kaybetmektedir(Tablod).

Metilen mavisi varh{inda ve karanhkta arginazin aktivitesinin
&26'simi kaybettidi, 150 watt'lik projeksiyon 151§ ve metilen mavisinin

varhiginda ise $46'ni kaybettigi ortaya koyulmustur(Tablcd)
Enzim’in MnCl, ile L pre-inkﬂbasgonu yapilip,H Pre-inkubasyon
agamasinda metilen mavisi ilave edilip 150 watt'Iik oda 151§ina maruz

birakildifinda enzim aktivitesinin yaklagik olarek £70'ni kaybettigi ortaya
koyulmugtur({Tablo5)

Hnl:12 ve metilen mavisi ile |.preinkibasyon yapihp I1.preinkibas-
yonda ortama hig bir sey ilave edilmedidi zaman 150 Watt'Tik projeksiyon

1s1dina maruz birakilinca enzim aktivitesinin yaklagik &82'sini kayip

ettigi saptanmigtir{Tablo5).
Yine |.preinkobasyon asamasinda metilen mavisi Il.preinkiibasyon MnCl,
ortama ilave edildiginde aym gekilde 150 watt'lik projeksiyon 1514indda

maruz birakildi§i zaman enzimin yaklagik 8835 aktivitesini kaybettigi

gozlenmigtir(Tablos).
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M.benedeni arginaz1 antiimig sigan karaciger arginazimin bazi
dzelliklerini tagimaktadir Burada enzim 150 watt'lik 151k varh§inda
metilen mavisi ile gok belirgin olarak fotoinaktivasyona ujramakta ve
inhibe edilmektedir .Bu dzellikler daha dnce antilmig sigan karaciger
arginazimin
dzelliklerine ¢ok benzemektedir{30,65).

Metilen mavisi ancak 150 watt'lik 151k varhdinda etkili olabilmektedir.
Fotoinaktivasyon diizeyi enzime uygulanan pre-inkibasyon kogullanna

baghdir.Preinkiibasyon dnce Mn++ katyonlan ile yapilirsa fotoinaktivas-

yon etkisi daha az olmaktadir.Mn++ katyonlarinin arginazi E-Mn., olarak

adlandinlan dimer yapisindan en yuksek aktiviteye sahip E-Mn 4 halindeki

tetramerik(0ligometrik} yapiya dondugi bilinmektedir(67).
Fotoinaktivasyonun, enzimdeki histidil'in{Histidyl residues) imidazol
gruplarimin parcalanmasi sonucu olugtudu ve bu suretie enzime ligantin
badianamadidi,neticede Mn++ katyonlarinin etkili olmadigi daha dnce dne
sirdlmistir{30).
Yaptigimiz ¢aligmadan elde edilen sonuglarda bu gorisidesteklemektedir.
Histidil artiklanmn imidazol gruplarnina Mn++ katyonlan baglaninca
enzim tetramerik forma gecebilmektedir Histidil'in imidazol gruplan
yikima ugrayinca, Mn++ katyonlar tetramerik yapimn olugumunu
saglayamamakta yapimin dedisimini ancak belli miktarda etkilemektedir.
M.benedeni arginazi, dnce Mn++ katyonlan ile preinkiibasyonuna sokulup
daha sonra metilen mavisi ile 151Ja maruz birakiimalar sonucunda
inaktivasyon dizeyi dismektedir.Enzimin oligometrik yapiya kavugtuktan
sonra histidil artiklanimin yikimi ,oligometrik yapinin degisimini ancak
belli miktarda etkilemektedir.
M.benedeni Arginazinin Farkh Ortamlarda Gosterdigi
Degisiklikler:
M.benedeni’pH:7,pH:9.5 gibi farkli fizyolojik ortamlarda tutulunca
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cegitli farkhihklar gostermigtir Parazitin gerek pH:7 ve gerekse pH:9.5 da

en fazla £20 NaCl ‘de digsariya dre attigi ortaya cikanimstir{External Ure
Tablo 6 ve Tablo 7'de gbraldiGga gibi ; pH:7 ve pH:9.5'1uk distile su

ortaminda en yuksek amonyak miktarina raslanmstir Parazitin i¢ kisminda

tutulan amonyak miktanimn iki tableda'da{Table 6,7) aym olduiju gdzlen -

mistir.igerde tutulan amonyak miktar iki tablo da kargilagtinidifin da,

en yiiksek deder distile suda bulunmugtur.

Parazitin diganya atti§1 amonyak ile igerde tutugu amonyak en fazla
distile suda saptanmistir.

pH:7 ve pH:9.5'da parazitteki toplam ire ug ortamda kargilastinidigin-
da; distile su ve 20 NaCl'deki toplam Gre dederlerinin yaklasik olarak aym
oldugu fakat %0.9 NaCl'de ¢ok disik oldugu bulunmustur.

Parazitin distile su,%0.9 NaCl ve £20 NaCl'de attify Gre G¢ ortamda da
yaklagik olarak £70 civarinda,icerde tuttuju dre miktanimn ise yasklagik
%30 oldugu saptanmigtir{Tablo 6,7).

Arginaz aktiviteleri kargilagtinidiginda en yiksek enzim aktivitesi
pH:9.5'da,¢cok az miktarda da pH:7'de ahnmigtir.

Enzim pH:7'de aktivite gdstermedigi saptanmg pH:9.5'da ise en yiksek
enzim aktivitesi distile su ortaminda bulunmugtur.

Her g tabloda'da (Tablo 6,7,8) protein dederierinin aym oldugu
dedismedigi saptanmstir.

Tablo & "de goraldaga gibi tdm bir Mbenedeni alimp bag ,orta ve kuyruk
kisimlaninda Tablo 6 ve 7'deki degerler saptanrmg ve bu seksiyoniarda
atilan dre miktarianmn aym olduju,atilan amonyak miktarlarinin ise en
yuksek distile suda oldugu gozlenmigtir.

Parazitin farkh seksiyonlannda tuttugu dre miktarianmn ayni oldugu
goralmagtar.
Yukanda yaptigimz eciklamada pH:7 ve PH:9.5 gartlaninde tutulan

urelerin yaklagik olarak aym oldugu ortaya cikmstir. Parazitin igeride
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tuttugu amonyak miktanda en yiksek bag kisrminda bulunmustur Total dre
miktarlarimn bag, orta ve kuyruk kisimlannda yakiagik aym oldugu
goralmastar.

Tablo 8'de yine parazitin bag orta ve kuyruk kisimlaninda diganya
attify dre miktarlarnimn diger iki tablode(Tablo 6,7) oldudu gibi $70
civanndadir.

Aym seksiyonlarda igeride tutulan iire miktarinin bag ,orta ve kuyruk
kisimlarinda yaklagik £30 oldugu saptanmmstir.

Dolayiswyla arginaz aktivitelerinin parazitin bag ,orta ve kuyruk
kisrmnda aym aktivite gdsterdigi ve protein degerlerinin de aym oldugu
gorulmigtir. Kemmzca burada arginaz aktivitesinin azalmas) gogalmasi
sorun olmayip,ireyle hig bir ilgisinin olmadidr fikrinin ortéga cikmasidir.

Bu konuda yapilan taramalar sonucu hi¢ bir ¢alismaya raslayama-

diimz igin konu spekiilasyona agiktir.
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DZET

Moniezia benedeni si§irlann ince badirsaklarinda yasayan
kaseksiye ve ekonomik kayiplara sebep olan bir parazittir.

Bu calisma ile Moniezia benedeni arginazinin laboratuvanimizda
biyokimyasal tim dzellikleri optimize edilmigtir.

M.benedeni arginazimn aktivasyonu i¢in preinkibasyon ve MnCl, gereklidir.

L-amino asitlerden Ornitin ve Lizin, enzim aktivitesini inhibe etmektedir.
L-Lizin ve L-Ornitin'nin neden olduklan inhibisyon kompetetif tiptedir.
EDTA,p-CMBA,NEM, Metilen mavisi'nin varhiinda Moniezia
benedeni‘nin arginaz aktivitesinin dnemli dlgude digirdiga gozlienmigtir.
Argininin yikiimndan sorumlu olan arginaz hiicre gekirdegine bagh
olup en yuksek aktiviteyi pH 9.5'da gﬁstermektedir.

Dedigik 151k kogullarinda metilen mavisinin arginaz aktivitesi Gzerine

olan etkileri ortaya koyulmugtur.Yine MnCl,,metilen mavisi ve 1s1G1n

Moniezia benedeni arginazimn fotoinaktivasyonuna olan etkileri
saptanmigtir.

Bu ¢aligmada ayrica Moniezia benedeni arginazimn distile Su,8 0.9
NaCl ve 820 NaCl gibi farkly fizyolojik kogullarda parazit'de atilan
ure,tutulan Ure ,toplam dre ,atilan amonyak,tutulan amonyak arginaz ve
protein dederleri saptanmigtir.

M.benedeni arginazinin L-Arginine kargi olan Km'i 12.5 mM'dir.Buda
parazitin dreotelik tipte digik Km'i bir arginaza sahip olmasindan
kaynsklanmaktadir.

Bu ¢aligmadaki amacimiz M.benedeni arginazinin biyokimyasal dzelliklerini

gostermekdir.
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SUMMARY

M.benedeni is a parasite living in intestines of beefs which causes
weight loss in beefs.

Biochemical properties of arginase of Mbenedeni were optimized

in the laboratory and it was found that pre-incubation and MnCl,, were

essential for its activation.L-emino acids such as L- ornitin and L-Lizin
were determined to inhibit enzyme activity.Inhibition caused by L-Lizin
and L-Ornitin was competitive type.
Arginase activity of M.benedeni was observed to be reduced in the
presence of methylene biue,NEM,p-CMBA and EDTA.
Arginase which is responsible for the breakdown of arginine are
attached to cell nucleus and is most active at pH95.

This study yielded the effects of methylene blue under various

light intensities.In addition,effects of MnCl, ,methiene blue and light

intensity on photoinactivation of M.benedeni arginase were also
determined .

In this study external, internal and total urea as well as external
ammonia,internal ammonia, arginase and protein values for the parasite
determined in € 0.9 and 20 NaCl and distilled water.

Km of Mbenedeni arginase against L-Arginine was only 12.5 mM
since the parasite possess an arginase of ureolitic type with low Km.
The purpose of this research was to show biochemical properties of

arginase of M.benedeni.
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