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PREiNKUBASYON ISISININ VE BAZI METAL iYONLARININ iN SAN HUMOR 
viTREUS ARGiNAZI UZERiNE ETKiLERi* 

The effects of preincubation temperature and some metal ions on 
human vitreous arginase 
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Ozet 
Ama~: Ore d6ngtisiiniin en son basamagzm katalize eden 
arginaz, Mn iyon/arzna kofakt6r olarakgereksinim duyan 
bir enzimdir.insan eritrosit ve karacigerinde arginazzn 
+2 deger/ikli Mn iyonlarzyla 50-55"C preinkiibasyonu 
sonucu maksimum aktivite elde edilmi:jtir.insan humor 
vitreus arginazt iizerine preinkiibasyon zszsz ve metal 
iyonlarzmn etkisini ara:jtzrmak amat;lanmz:jtzr. 
Gere~ ve yontem: Arginaz aktivitesi 6/r;iimiiniin esasz , L
argininin arginaz/a hidrolizi tarafindan o/u:jan iirenin 
spektrofotometrik TDMU y6ntemiyle 6/r;iimiine dayamr. 
Bulgular: insan humor vitreus arginazz ir;in 
preinkiibasyon zszsz 40"C olarak bulunmu:jtur. 
Preinkiibasyonun 50 - 55"C de yapzlmasz % 5 - 7 
dolaylarznda aktivite kaybma neden o/mu:jtur. Enzimin 
4(J'C de Pb, Hg, Ag, Cu ve Sn gibi metal/erie 
preinkiibasyonu % 80- 85, Ba , Fe, Cr ve Ca ile % 60-
70 ve Mg ve Co i/e % 30 - 40 dolaylarmda inhibisyona 
neden olmu:jtur. Mn iyon/arz enzimin aktivitesini % 36 
oramnda arttlrmt:jttr. Ni enzim aktivitesini 
degi:jtirmemi:jlir. Mn inkiibasyon ortamzna ilave 
edildiginde aktivasyon % 12 dolaylarma dii:jmii:jtiir. 
Sonur;: Sonur; o/arak ,diger doku arginazlarz Mn iyon/arz 
yoklugunda hemen hemen inaktif durumda iken vitreus 
arginazz Mn iyonlarz yoklugunda da belirgin olarak 
aktivite gosterdigi saptanmz:jtzr. 
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Summary 
Purpose : Arginase is an enzyme which catalyses the last 
step of urea cycle and needs Mn iones as a cofactor 
during this procedure. It has been reported that the 
maximum activity of arginase in human erythroytes and 
liver was obtained in the presence of Mn ions at 50-55"C 
preincubation temperature. The aim of this study was to 
investigate effects of preincubation temperature and some 
metal ions on human vitreous arginase. 
Material and methods: The principle that determines the 
arginase activity is spectrophotometric measurement of 
urea produced by the hydrolysis of L-arginine by 
arginase. The spectrophotometric determination is made 
according to TDMU method. 
Results: Preincubation temperature for human vitreous 
humor arginase was found to be 40 "C. The arginase 
activity decreased around 5-7% when the preincubation 
temperature was increased to 50 - 55"C. The 
preincubation of the enzyme at 40 "C with some metal 
ions caused a decrease in its activity. The inhibition of the 
enzyme was around 80 - 85 % with Pb , Hg , Ag , Cu and 
Sn, 60- 70% with Ba, Fe, Cr, Co and 30- 40 % with 
Mg and Co. In contrast, Mn ions increased the enzyme 
activity by 36 %. Ni iones had no effect on the enzyme 
activity . When Mn iones were added to the incubation 
medium, the arginase activity was decreased by 12 %. 
Conclusion: It was determined that vitreous arginase was 
active even in the absence of Mn ions, whereas under 
these circumstances other tissue arginases were almost 
inactive. 
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Goz ktiresi dt~tan ic;:e, herbiri c;:e~itli katlardan olu~an 
tic;: tabakadan yapllmt~ttr. En dt~taki tabaka kornea 
ve sklera, ortadaki damardan zengin tabaka ise 
uveadtr. En ic;:teki tabaka retinadtr(l) . Goz ktiresi 
ic;:erisinde on kamara, arka kamara ve vitreus olmak 
tizere tic;: boliim ve lens bulunur . 

Vitreusun yaptst, su, protein ve hyaliironik asit 
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Preinkiibasyon ISISimn ve baz1 metal iyonlarmm insan humor vitreus arginaz1 iizerine etkileri 

olarak bilinen ti<;: temel maddeden olu~maktad1r(2). 
Bunlann yanmda vitreusda glisin, hidroksiprolin, 
prolin ve sistin'in varhg1 da gosterilmi~tir(3). 

Postmortem vitreusda Na , K ve lire azotu ol<;:limleri 
yapiimi~, ollim zamanmm tespitinde dogru sonu<;:lar 
elde edilmi~tir(4). Bir ba~ka <;:ah~mada baz1 vitreus 
hastahklarmda serum omitin dlizeylerinin artt1g1 ve 
bunun hiperornitinemia ile ilgili olabilecegi 
a<;:Iklanml~tlr(5). Humor vitreusda lire, ornitin ve 
sitrtilin 'in dlizeyleri ile tire dongtistintin en son 
basamagmda L-arginini tire ve ornitine hidrolize 
eden arginaz (L-arginin amidinohidrolaz, 
E.C.3.5 .3.1) enziminin varhg1 ilk kez Gtirsu(6) 
tarafmdan gosterilmi~tir. Arginaz enziminin bu ttir 
non hepatik doku ve organlarda bulunmas1 evrim ile 
a<;:Iklanmaya <;:ah~IImi~tir. Campbell ' e (7) gore 
evrimin ilk donemlerinde blitlin canhlarda tire 
dongtisti bulunmakta idi . Fakat baz1 canhlar <;:evre 
ko~ullan ile uyum saglamak i<;:in baz1 biyokimyasal 
degi~imlere ugradliar. Bu biyokimyasal degi~imler 
sonucu tire dongtistintin baz1 enzimleri kayboldugu 
halde arginazm varhgm1 korudugu ileri 
stirtilrnli~ttir(7) . 

Non hepatik dokularda arginazm fonksiyonu 
bilinmemekle beraber poliamin sentezi i9in gerekli 
ornitin kaynag1 sagladtgl bildirilmektedir(8). Bu 
sentez yolunda da arginaz ba~langt<;: enzimi olup 
olu~an ornitin daha sonra ornitin dekarboksilaz 
enzimi vasitasiyla hiicrelerin biiytime ve fi:Ogalmasmi 
saglayan putresin, spermin, spermidin gibi 
poliaminlere donti~mektedir. 

Arginaz enzimi Mn iyonlanna kofaktOr olarak 
gereksinim duyan bir enzimdir. Enzimin Mn 
iyonlanyla 55 °C de preinklibasyonu sonucu 
maksimum aktivite elde edilebilmi~tir(9). Mn 
iyonlan enzimin dayamkhhgm1 artt1rmakta ve 
inaktivasyonlara kar~1 korumaktad1r. Enzimin Mn 
iyonlan d1~mda Hg+, Zn gibi metal iyonlanyla 
inhibisyona ugrad1g1 tespit edilmi~tir( I 0). 

Bu 9ah~mada, insan humor vitreus arginaz enzimi 
iizerine preinklibasyon ISismm ve baz1 metal 
iyonlannm etkileri ar~tmlmak istenmi~tir. 

MATERYAL VE METOD 

<;ah~ma; ya~lan 7 ile 52 arasmda degi~en (ya~ 
ortalamas1 27+5) 3 kadm , 6 erkek toplam 9 ki~ inin 
vitreuslannm , olii muayenesi veya otopsi s1rasmda 
adli tip uzmam tarafmdan ahmp , laboratuvarda 
incelenmesiyle yapiimi~tlr. 6liim oncesinde hi<;:bir 
goz veya metabolik hastahg1 bulunmayan olgulann 
oliim sebepleri trafik kazas1, as1lma, ate~li silah ve 
yiiksekten dii~me olarak tespit edilmi~tir. 6rnekler 
oltimden 2-4 saat i<;:inde, her iki i9 kantustan 
girilerek ahnm1~ ya hemen veya derin dondurucuda 
1-2 saat bekletilerek Iaboratuvara ula~tmlmi~tir. Bu 
i~lem gerek olgu yakmlanndan gerekse Cumhuriyet 
Savctsmdan sozlii onay almarak gerfi:ekle~tirilmi~tir. 

6rneklerdeki arginaz aktivite miktarlan L
argininden arginaz enzimi ile olu~an tirenin 
spektrofotometrik ol<;:limii esasma dayamr(ll ). Bu 
yontem T.D.M.U. (tiyosemikarbazid 
diasetilmonoksim tire) dir. Protein ol9iimleri ise 
Bitiret yontemine gore yapiimi~tlr( 12). Unite 
tammlamasl ' omeklerdeki her 1 mg protein ba~ma 
L-argininden I saatte olu~an tirenin miktan olarak 
yaplimi~tir. UNiTE = m mol tire I mg. Protein x 
saat. 

BULGULAR 

Sekil l' de vitreus arginaz. aktivitesinin Mn 
iyonlannm varhgmda ve yoklugunda belirli 
preinkiibasyon ISilarmdaki degi~imini 

gostermektedir. 30 - 50 °C lik preinkiibasyon 
Isllarmda enzim aktivitesi 90k fazla degi~ime 
ugramamakta ancak , 55 °C den sonra aktivitede % 
10 dolaylannda dti~me goriilmektedir. 
Preinktibasyon ISISI 40 °C olarak ahnm1~ ve enzim 
aktivitesi bu ISida% 40 dolaylarmda artm1~t1r. 55 °C 
den sonra enzimin aktivitesinde belirgin o larak 
dti~me gortilrnektedir. 

Btittin metal iyonlarmm konsantrasyonu 5 mM 
olarak almmi~tlr. Mn iyonlan preinktibasyon 
basamagma ilave edildiginde % 40, inkiibasyon 
basamagma ilave edildiginde ise% 12 aktivasyon 
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saglarum~ttr. Enzimin 40 °C preinktibasyonu sonucu 
· Pb, Hg, Ag, Cu ve Sn onemli oranda inhibisyona 

neden olmaktadtr. Ba, Fe, Cr ve Ca iyonlanyla 
inhibisyon oram% 70 dolaylanndadlf. Mg ve Co ile 
inhibisyon azalmakta Ni iyonlan ise aktiviteyi <;ok 
onemli oranda degi~tirmemektedir (Tablo I). 

Tablo I. Bazt metal iyonlanmn vitreus arginaz aktivitesi 
Uzerine etkileri 

METAL iYONLARI % AKTiViTE 

Kontrol (-Mn) 100 

Mn * 140 

Mn** 112 

Ni 97 

Co 61 

Mg 47 

Cd 43 

Ca 27 

Cr 23 

Fe 23 

Ba 21 

Sn 14 

Cu 11 

Ag 6 

Hg 3 

Pb 

*preinkiibasyon ortamma ilave edi/mi~tir 
* * inkiibasyon ortamma ilave edilmi~tir 
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PREiNKUBASYON ISISI 

$ekil 1. Mn iyonlannm varhgmda ve yoklugunda vitreus 
arginaz aktivitesinin preinklibasyon tstsma bagl t degi~imi 

TARTI~MA 

Vitreus arginazmm preinktibasyon ts tst 40 °C olarak 
bulunmu~tur. Bir 90k doku arginazmm optimal 
preinlct.ibasyon ts!lan 50-55 °C dolaylarmda 
bulunmasma ragmen vitreus arginaz aktivitesi bu 
Is!larda aktivite kaybetmektedir (~ekil 1). Mn 
iyonlannm preinktibasyon S!fasmda ilavesi enzime 
% 40 daha yiiksek aktivite kazandtrmt~ttr. Mn 
iyonlanmn enzim -substrat arasmda bir kopril 
kurdugu ve enzim-Mn-L-arginin kompleksinin 
olu~masmm enzimi aktive ettigi bildirilmektedir(9). 
Vitreus arginazt i9in elde edilen bu sonuylar enzimin 
Mn iyonlanna kofaktor olarak ihtiya9 gostermesine 
ragmen Mn iyonlanmn yoklugunda da belirgin 
olarak aktivite gosterdigi ~eklindedir. Diger doku 
arginazlan Mn iyonlan yoklugunda hemen hemen 
inaktif durumda iken vitreus arginazt i9in bu durum 
tersine geli~mi~tir. Preinkubasyon tstsmm 40 °C 
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olarak bulunmas1 ve enzimin 55 °C den sonra 
belirgin olarak aktivite kaybetmesi vitreus 
arginazmm bir izoenzim olabilecegini 
dti~tindUrmektedir. Bilindigi tizere izoenzimler aym 
kimyasal reaksiyonu katalize etmelerine ragmen baz1 
fiziksel ozellikleri ve dokularda dag1hmlan 
degi~mektedir. Bugtine kadar arginazm 3 
izoenziminin varhg1 tespit edilmi~tir (10). Bu 
izoenzimler bobrek, karaciger ve ttiktirtikde 
bulunmaktad1r ( 6, 1 0). 

Vitreus arginazmm diger metal iyonlan ile ilgisi 
ara~tmld1g1 zaman Pb , Hg , Ag , Cu ve Sn iyonlan 
ile onemli oranda aktivite kaybettigi, bu metal 
iyonlannm arginaz aktivitesinin neredeyse tamamm1 
inhibisyona(% 80-95) ugratt1g1 gortilmektedir. Ba , 
Fe, Cr ve Ca iyonlan ise enzimi %60-70 
dolaylannda inhibe etmektedir. Enzimin Hg, Zn 
gibi gibi metallerle inhibe edildigi bildirilmi~ (I 0) 
vitreus arginaz1 ivin bu sonuv dogrulanm1~ 

gorti lmektedir. Cd , Mg , Co iyonlannm inhibisyon 
oram diger metallere nazaran daha dti~tik 

bulunmu~tur( %40-50). Ni iyonlan ise enzimin 
aktivitesini degi~tirmemi~tir. Mn iyonlannm 
inklibasyon ortamma ilave edilmesi enzimin ancak 
%12 oramnda aktive olmasma neden olmu~tur. 
inktibasyon ortamma ilave edilen Mn iyonlannm 
vitreus arginaz aktivitesini % 40 oranmda arttlrd1gi 
tespit edi lmi~tir. Diger doku arginazlannm Mn 
iyonlanna olan ilgileri ara~tmld1gmda dokulara gore 
arginaz aktivitesini preinktibasyon basamagmda 3-5 
kat ytikselttigi gosterilmi~tir(9). Metal iyonlarmm 
vitreus arginaz aktivitesi Uzerine etkileri ilk kez 
tarafim1zdan gosterilmi~tir. Vitreus arginazmm bu 
dokudaki fonksiyonu ve onemi tam olarak 
bilinmemekle beraber, poliamin sentezi ivin gereken 
ornitini saglamada bir rolti olabilecegi kamsma 
vanlm!~tlr. Aynca olgulann ya~ ortalamasmm 27 
gibi geny bir ya~ olmas1 , ya~ ile arginaz aktivitesi 
arasmda baglant1 olup olmadigmJ ara~t1ran vok 
olgulu r;ah~malan gerektirmi~ ve bu ba~Jangiy 
yah~mam1z devammda Mn ba~ta olmak iizere diger 
metal iyon buzukluklannda vitreus arginazmm nasil 
etkilendigini gosteren ve poliaminlerin hticrelerin 
rejenerasyonu yontinden vitreus patolojilerinin 
incelendigi kapsamh ara~tmnalara ihtiyay 
duyuldugu ortaya konulmu~tur. Konu bu yonlerden 
ele almarak yah~malanmiz devam etmektedir. 
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