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L-CANA V ANiN, BiR JACKBEAN (Canavalia ensiformis) ARGiNAZ iNHiBiTORU 
L-canavanine, an inhibitor of jackbean (canavalia ensiformis) arginase 

M Ferit Giirsu\ Sait <;elik2 

Ozet : L-Canavanin yapzsal bir arginin analogu 
olup bitkilerde azot metabolizmasznda onemli 
fonksiyonlarz alan non-protein bir amino asittir.Bu 
r;alz!}mada arginaz enzimi Jackbean 'den ktsmen 
safla!jttrtlarak, safla!jttrtlan enzimin bazt 
biyokimyasal ozellikleri ve L-canavanin 'in 
Jackbean arginazt iizerine etkisi ara!jttrtlmz!jttr. 
Jackbean 'den arginaz, homojenizasyon , bir saat 
tsztma, amonyumsiilfat ile % 55 saturasyon ve 
diyaliz olmak iizere ba!jlangtr;ta spesifik aktivitesi 15 
misli arttmlarak safla!jttrtlmt!jltr. Safla!jtmlan 
enz1mm biyokimyasal ve kinetik ozellikleri 
incelendiginde tam aktivasyon ir;in Mn iyonlanna 
ihtiyar; gosterdigi ve preinkiibasyon basamagma 
ilave edilen Mn iyonlanmn enzimin aktivitesini % 
116 artt1rdtg1 tespit edilmi!jtir. Gerek Michaelis
Menten gerekse Eadie-Hofstee 'ye gore enzimin £
arginine kar!jt Km degeri 65 mM olarak 
bulunmu!jtur. L-canavanin, Mn iyonlanyla beraber 
preinkiibasyona konuldugunda enzim kompetatif 
olarak inhibe olmaktadzr.Enzim, Mn iyonlan, L
arginin ve L-canavanin 'le beraber preinkiibasyon 
ortamzna konuldugunda inhibisyon azalmaktad1r. 
Mn iyonlan yoklugunda inhibisyon daha da 
artmaktadzr. Sonur; olarak , Jackbean 'den arginaz 
kzsmen safla!jtmlml!f ve safla!jtmlan enzimin kinetik 
6zellikleri optimize edilerek, ilk kez bir bitki arginazz 
iizerine L-canavanin 'in inhibitor etkisi 
gosterilmi!jtir. 
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Summary: L-Canavanine {2-amino-4- . 
(guanidinooxy) butyric acid}, a non-protein amino 
acid that is structurally analogous to arginine , has 
an important function in the nitrogen metabolism of 
plants. In this study, some biochemical properties of 
arginase enzyme were partially purified from 
Jackbean, and the effect of L-Canavanine on this 
enzyme was investigated. Arginase is purified from 
Jackbean (canavalia ensiformis, a tropical legume) 
by homogenization, heating an hour, 55 % 
saturation with NH4(S04)2 and dialysing and 
increasing specific activity 15 times the beginning. 
When the biochemical kinetic properties of purified 
enzyme were examined, it was determined that the 
enzyme needed Mn ions for full catalitic activity and 
the addition of Mn ions to the preincubation step 
increased the enzyme activity by 116 %. According 
to Michaelis -Menten or Eadie-Hofstee, Km of 
arginase , for the L- arginine was found to be 65 
mM When L-canavanine was added to 
preincubation medium with Mn ions , the enzyme 
was inhibited competitively. If the enzyme was 
added into preincubation medium a long with Mn 
ions , L-arginine and L-canavanine its inhibition 
decreased. In the absence ofMn ions, the inhibition 
increased markedly. Finally, arginase was partially 
purified from Jackbean and the inhibitory effecJ of 
£-canavanine on a plant arginase was shown for the 
first time by optimizing the kinetic properties of the 
enzyme . 
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L-canavanin {2 - amino -4-(guanidooksi) butirik 
asit} yap1sal bir arginin analogu olup bitkilerde azot 
metabolizmasmda gorevli non-protein bir amino 
asittir (1-3). 
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Jackbean (gemici fastilyesi) tropikal bolgelerde 
yeti§en bir fasiilye ttirti olup ytiksek oranda tireaz, 
canal in redtiktaz ve arginaz enzimi is;erir( 4,5). 
Arginaz (L-arginin amidinohidrolaz , EC. 3.5.3.1.) 
L-arginini tire ve ornitine hidrolize eden Krebs~ 
Henseleit dongtistintin son enzimidir. Sadece 
tireotelik canhlarda bulunmay1p baz1 Urikotelik 
canhlarda ve jackbean gibi ytiksek bitkilerde de 
bulunmu~tur(3,6). Arginaz enz1mmm Krebs
Henseleit dongtisii ile tire sentez edemeyen canh ve 
dokulardaki i~levi heniiz tam olarak 
anla§Ilamatru~tir. Campell(7) tireotelik olmayan 
canhlardaki arginazm varhgm1 evrim ile at;1klamaya 
s;ah~m1~hr. Buna gore evrimin ilk donemlerinde 
btittin canhlarda tire dongiisii bulunmakta idi. Fakat 
baz1 canhlar s;evre ko§ullan ile uyum saglamak is:in 
baz1 biyokimyasal degi~imlere ugrad!lar. Bu 
degi~imler sonucunda tire dongtistintin diger 
enzimleri kayboldugu halde arginazm varhgm1 
korudugunu ileri siirmii§lerdir. 

Arginaz enzimi maksimum aktivasyon is;in Mn++ 
iyonlanna kofaktOr olarak gereksinim duyar(8). 
Arginazm tetramerik bir yaptya sahip oldugu ve 
tetramerik yapmm olu~mas1 is;in Mn iyonlarmm 
gerekli oldugu Muszynska (9) tarafmdan 
bildirilmi~tir. Aynca Mn iyonlan enzimin tsiya kar~t 
dayamkhhgm1 art1rmakta ve inaktivasyonlara kar~1 
daha dayamkh hale getirmektedir(8). Kolombo ve 
Konarska (6) tarafmdan yap!lan s;ah~malarda Mn++ 
iyonlan varhgmda ve 55°C de preinkiibasyon 
uygulandtgmda eritrosit arginazmm 4 -5 kat artt1g1 
gosterilmi§tir. 
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Arginaz enziminin bilinen bir s;ok inhibitorii vard1r. 
L-amino asitlerden ornitin ve lizin enzimi kompetitif 
inhibe etmektedir(IO). insan eritrosit arginaz1 L
canavanin , oktapin ve arginine stiksinat ile non 
kompetitif tarzda inhibisyon yapt1g1 gosterilmi~tir 
(1 1). Kang ve arkada§lan(l2) Soya fastilyesinden 
izole ettikleri arginaz iizerine putressin , spermin ve 
spermidin gibi poliaminlerin aktivatOr oldugunu 
gostermi~lerdir.Ag , Hg gibi ag1r metal iyonlan ile 
pCMBA(parakloromerkiiri- benzoik asit) ve NEM 
(n.etilmalemit) enzimin bilinen inhibitOrleridir 
(13, 14). Oreotelik canhlarda ve dokularda bulunan 
arginaz enzunmm L-arginine kar~1 ilgisinin bir 
ols:Usti olarak bilinen Km'i 5- 10 mM iken (8,1 I) 
Soya fasiilyesinden elde edilen arginazm Km'i 83 
mM olarak bulunmu§tur(I2). 

Bu s:ah§mada, bir arginin analogu olan canavanin'in 
jackbean'dan k1smen safla§tm lan arginaz enzimi 
Uzerine etkileri ara§tmlmak istenmi§tir. 
Jackbean'den arginazm safla§tmlmast ve 
canavanin'in inhibitOr etkisi ilk kez taraf1mtzdan 
s:ah§IImt§tlr. 

MATERYALVE METOD 

Ara§ttrma materyali olan jackbean iilkemizde 
yeti~memekte olup Florida O niversitesinden 
saglanml~tlr. Kullamlan kimyasallar analitik 
safl1ktad!r. 

Arginaz aktivitesinin olr;iim esasz: L-argininden 
arginazla olu§an iirenin spektrofotometrik TDMU 
yontemi ile ols:iilmesi ile yap!lmt§tlr (15). Bu 
yontemde enzim 55°C de Mn iyonlanyla 
preinkiibasyona tabi tutulmu§ daha sonra L-arginin 
ve karbonat tamponu bulunan inkiibasyon ortamma 
almarak 37°C de inktibe edilmi§tir. inktibasyonu 
miiteakip reaksiyon asit kan~1m1 ile durdurmu~ 
olu§an tire diasetilmonoksim ve tiyosemikarbazid 
ihtiva eden renk ayrac1 ilave edilerek renk olu§umu 
saglanml§tlr. Bu rengin yogunlugu 
spektrofotometrik olarak 520 nm de ols:Uimesiyle 
aktivite tayin edilmi~tir. Bir arginaz tinitesi I mg 
protein ba~ma L-argininden arginaz ile 1 saatte 
olu~turdugu iirenin j..lmol cinsinden 
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ifadesidir.Orneklerdeki protein olc;Umleri Lowry 
metod una gore c;ah~IIml~tlr( 16). 

Arginazm safla~tmlmasma 200 gr olarak tartdan 
Jacbean'in omni mikserde toz haline getirilerek 
ba~lanm1~ bundan sonraki a~amalarda enzim 
satla~t1rma usullerine tamamiyla uyulmaya 
c;ah~ Ilml~tlr. 

1-Tamponda Homojenizasyon: 
Toz haline getirilmi~ jackbean'den 100 gr almarak 
homojenizasyon c;ozeltisi (100 mM Tris-HCI , 10 
mM 2-merkaptoetanol ve 50 rnM MnCI2) ile 
homojenize edilmi~, homojenatlar iki kat 
tUlbentten si.izUlerek, bir gece + 4 o C de 
kan~tmc1 stirekli kan~tmlarak bekletilmi~tir. 17000 
RPM de santrifiije edilerek sUpernatant ahnm1~tlr. 
Protein ve arginaz aktivitesi tayin edilmi~tir. 

2-istenilmeyen Proteinlerin lsi ile 
Uzakla~tmlmasJ: 

Supernatant 60 °C de yanm saat bekletilerek 
denatUre proteinler 17000 RPM de santrifiije 
edilerek uzakla~tmlmi~tJr. 

3-Amonyum Siilfat ile % 55 Satiirasyon ve 
Diyaliz: 
SUpernatant amonyum sUlfat ilavesi ile % 55 
oranmda doyurulmu~ , amonyum sUlfat sati.irasyonu 
sonucu proteinler c;okeltilmi~tir. <;okeltiler 
homojenizasyon c;ozeltisi ile yeniden y1kanarak 
diyaliz torbalanna ahnm1~tlr. Enzim sUpernatant! 
100 mM Tris-HCI (pH=7.2) tamponuna kar~1 bir 
gece diyalize edilmi~tir. Diyaliz daha sonra bir gece 

Table I. Jackbeanden arginazm k1smen safla~tmlmas1 

de distile suya kar~1 yapdarak 48 saatlik ve iki 
a~amah diyaliz i~lemi yapilml~tlr. Diyaliz s1rasmda 
distile su si.lrekli degi~tirilmi~, daha sonra diyalizat 
17000 RPM 'de santriflije edilerek sUpernatant 
ahnm1~t1r. 

4-Aseton ile Muamele 
SUpernatant toplam hacminin bir misli oluncaya 
kadar saf soguk asetondan damla damla ilave 
edilerek , elde edilen c;okeltiler daha sonra yeniden 
homojenizasyon c;ozeltisi ile geriye ka!':amlml~tlr. 
Toplam hacim 220 ml dir. 

BULGULAR 

Tablo l'de gori.lldUgU gibi jackbean'den gortildi.lgi.l 
gibi jackbean'den arginaz% 57 verimli 15 mis li 
daha saf olarak elde edilmi~ · ve daha ileri bir 
safla~t1rmaya gidilmemi~tir. Satla~tmlan enzimin 
baz1 kinetik ozellikleri optimize edilmi~tir. 

Tablo II'de gorUldi.lgi.i gibi 10 dakikahk 
preinki.ibasyon a~amas1 iki k1sma aynlm1~ birinci 
preinkiibasyon basamagma Mn iyonlan ilave 
edildiginde arginaz aktivitesi % 116 daha artarak 
%216 ya kadar ytikselmi~tir. L-canavanin ikinci 
preinkUbasyona ilave edildiginde arginaz 
aktivitesinde %30 dolaylannda azalmalar 
gorUimii~ti.ir. L-canavanin birinci preinki.lbasyona , 
Mn iyonlan ise ikinci preinkUbasyona konuldugunda 
inhibisyon daha da artmaktad1r. L-canavanin 
inkiibasyon ortamma ilave edildigi zaman inhibisyon 
etkisinin azaldigl gori.llmektedir. 

Hacim (ml) Mglml Protein Toplam Protein Onite/ml Toplam Unite Verim% Spesifik aktivite 
arginaz akt. 

Tamponda 400 40.5 16200 66.5 26600 100 1.64 
Homojenizasyon 
Is1 ile istenmeyen 310 22 6820 103.3 32023 83 4.7 
proteinlerin uzakla~. 
Amonyum slilfat ile 250 14 350 143 3575 74.4 102 
doyurma ve diyaliz 
Aseton ile muamele 220 8.5 1870 207.5 45666 57 24.5 
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Tablo II. MnCI2, L-Canavanin ve preinklibasyonun Jackbean'den ktsmen safla~tmlan arginaz aktiv itesi 
lizerine etkileri. 

I.PREiNKUBASYON 
55 °C DE 5 DAK. 

Distile su 
5 mMMnCl2 
5 mMMnCI2 

25 mM L-Canavanin 
25 mM L-Canavanin 

5 mMMnCI2 

2.PREiNKUBASYON 
55 °C DE 5 DAK. 

25 mM L-Canavanin 

5 mMMnCI2 
25 mM L-Canavanin* 

* inkiibasyon ortamma ilave edilmi:;tir 

Sekil 1 'de gorii ldligU gibi L-canavanin jackbean 
arginazm1 kompetetif tarzda inhibe etmektedir. 
Michaelis-Menten'e gore degerlendirilen ~ekilde . 
Vmax' lar aym Km 'ler ise daha farkhdtr.Jackbean 
arginazmm L-arginine kar~1 Km' 65 mM lire olarak 
bulunmu~ken L-canavanine kar~1 Km 125 mM lire 
dolaylanndadtr. 

Sekil 2 Jackbeanden ktsmen safla~tmlan arginaz 
enzimine kar~1 substrat yogunlugunun ve L
canavanin' in etkilerini gostermektedir. Sekil 2'de 
Eadie-Hofstee' ye gore degerlendirildiginde 
jackbean arginazmm L-arginine kar~1 Km'i 65 mM, 
L-canavanin'in ise 125 mM olarak bulunmu~tur. 
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,Sekil I. Jackbean'den ktsmen safla~ttnlan arginaz t:nzimi 
Uzerine substrat yogunlugunun vr: L-Canavalin ' in etkileri 
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ARGiNAZ AKTiViTESi 
UNiTE 
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.Sekil 2. L-Canavanin 'in inhibitOr etkisinin Eadie
Hofstee'ye gore gosterilmesi 

T ARTI~MA VE SONU<; 

Bu vah~mada bir tropikal fasiilye tlirli olan 
jackbean'den arginaz % 57 verimle spesifik 
aktivitesi 15 misli arttmlarak safla~tmlmt~ ve her 
bir safla~t1rma a~amasmda enzim kay1plannm 
onlenmesi ivin azami itina gosterilm i~tir. 
Homojenizasyon 2-merkaptoetanol iveren Tris 
tamponuyla yaptlarak enztmm yaptstndaki 
fonksiyonel -SH gruplan korunmu~ aym ~ekilde 
aseton ilavesi a~amasmda da soguk aseton ( -20 ° C) 
ku llamlmt~tir. istenmeyen proteinler ISl ile 
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uzakla~tmlm1~ diyaliz i~lemi hem tampona hem de 
distile suya kar~1 yap!larak kti~lik molektiler agrrl!kl! 
maddeler ortamdan atilmi~tlr. Safla~tmlan enzimin 
baz1 kinetik ozellikleri ara~tmlm1~, enzimin tam 
aktivasyon i~in Mn iyonlanna gereksinim gosterdigi 
ve Mn++ iyonlan varhgmda enzimin aktivitesinin% 
116 oranmda artt1g1 tespit edilmi~tir. Bir~ok 

ara~tirmaci , arginazm Mn++ iyonlanna kofaktor 
olarak ihtiya~ gosterdigini rapor etmi~ , Mn 
iyonlannm enzim-Mn ve L-arginin kompleksinin 
olu~umunu sagladJgi ve dayamkhhgm1 arttirdigmi 
bildirrni~lerdir (8,9). Bizirn ~ah~rnalanm1z bu 
sonucu destekleyici nitelikte olup Mn iyonlannm 
yoklugunda enzim aktivitesi onemli oranda 
azalmaktad1r. Bu ~ah~manm sonucunda , pH, 
preinkiibasyon ISIS! ve zamam gibi diger arginazlara 
ait benzer biyokimyasal ozellikler ortaya 
konulmu~tur. 

Preinktibasyon I 0 dakika ve 55 °C olarak yap!lml~, 
L-canavanin ve Mn iyonlarmm etkilerini ara~t1rmak 
1~m preinki.ibasyon iki k1srna aynlmJ~tJr. L
canavalin ikinci preinkilbasyon a~amasmda ilave 
edildiginde arginaz aktivitesi %30 dolaymda 
azalmaktad1r. Enzim sadece L-canavanin ile 
preinki.ibe edildiginde aktivitedeki azalma % 60 
dolaylanna yilkselmi~tir. L-canavanin birinci 
preinkilbasyonda Mn iyonlan ise ikinci 
preinklibasyona ilave edildiginde enzimin aktivitesi 
yiikselmektedir. Enzim Mn iyonlan ile daha 
dayan1kh hale geldiginden aktivasyonda belirgin bir 
yilkselme goriilmekte fakat hi~bir zaman sadece Mn 
iyonlan ile yaptlan preinkiibasyon degerine 
eri~rnemekted ir. L-canavanin ' in bu etkisi gerek 
Michaelis-Menten'e gerekse de Eadie-Hofstee'ye 
gore ara~tmldigi zaman arginazm kompetitif 
inhibitOrU oldugu tespit edi lmi~tir . Her iki ~ekilde 
de jackbean 'den k1smen safla~tmlan enzimin L
arginine kar~1 Km' i 65 mM lire o larak bulunmu~tur. 

Bu sonu~ Ureotelik can l! ve dokularda bulunan 
arginazm Km'lerinden oldukca yUksektir. Soya 
fasil lyesinden safla~tmlan arginazm Km'i 83 mM 
olarak bulunmu~(12) Jackbean'den taraf1m1zdan 
safla~tmlan arginazm Km degeri ise 65 mM 
bulunarak bu sonu~ desteklenmektedir. Yap1sal bir 
arginin analogu olan L-canavanin ' in bir bitki 
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arginaz1 iizerine bu inhibisyon etkisi ve kinetik 
ozellikleri ilk kez tarafim1zdan ~ah~Ilmi~tJr. Bu 
~a l!~manm bitkilerde azot metabolizmas1 iizerine 
yap!lacak ~ah~malara katk1da bulunacagma 
inanmaktay1z. 
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